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Glosario

Aceite esencial: los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles, obtenidas mediante la
técnica de destilacion de arrastre con vapor de agua o hidrodestilacion son los compuestos
responsables del aroma de las plantas, tienen diferentes aplicaciones como por ejemplo, en la
industria cosmética para la fabricacion de perfumes y aromatizantes, de alimentos para la
elaboracion de condimentos y saborizante y en la industria farmacéutica para la produccion de
saborizantes, entre otros. (Martinez, 2001)

Antimicrobianos: Son sustancias quimicas empleadas en tejidos vivos destinadas a prevenir u
obstruir el crecimiento o la accién de los microorganismos por inhibicion de su actividad o por la
muerte de ellos. (Negroni, 2009)

Concentracion Inhibitoria Minima (CIM): Es la minima concentracion del antimicrobiano
que, en un periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro visible de
un inéculo bacteriano. (Taroco, Seija, & Vignoli, 2008)

Concentracion Bactericida Minima (CBM): Es la minima concentracion de un
antimicrobiano que en un periodo de tiempo es capaz de inducir la muerte in vitro del 99,9% de
una poblacion bacteriana. (Taroco, Seija, & Vignoli, 2008)

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas: ES una técnica analitica
utilizada para la separacion, identificacion y cuantificacién de mezclas de sustancias volatiles y
semivolatiles. La separacién de la sustancia en estudio depende de las diferentes distribuciones de
la sustancia entre la fase maévil y estacionaria. (Joseph O . Ricaldi sarapura, 2014)

Enterobacterias: Son microorganismos Gram-negativos encontrados en la naturaleza y
aislados del material biolégico que habitan el tracto gastrointestinal de los seres humanos como
parte del microbiota natural de este sistema organico, convirtiéndolo en un reservorio potencial
para este patogeno. (Silva lavagnoli, Kutz, Cerutti, Bassetti, & Kaiser, 2017)

Fitotoxicidad: es la capacidad que tiene una sustancia quimica o una mezcla de aspersion o un
compuesto determinado de generar desordenes fisioldgicos en las plantas y que producen
alteraciones en el aspecto, crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas. (Moreno Florez
& Pefiaranda, 2019)
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Hidrodestilacion: Es un método de extraccion de aceites esenciales en el cual el material
vegetal se sumerge directamente al agua, la cual se somete a ebullicién permitiendo asi que los
vapores generados se condensen y pueda recolectarse el aceite esencial por diferencia de densidad.
(Stashenko, 2009).

Pat6geno: Organismo que tiene la capacidad de generar enfermedad. Esa capacidad depende
de diversos factores, que incluyen la dosis infectante del microorganismo, la puerta de entrada al
organismo y la susceptibilidad del huésped. (Torres, 2015)

Terpenos: Son un conjunto de sustancias que conforman uno de los grupos de fotoquimicos
mas importante. Estos compuestos tienen un origen biosintético comun y, aunque con estructuras
quimicas distintas, todos ellos proceden de la condensacion del isopreno, un hidrocarburo de cinco
atomos de carbono. (Lopez Carreras, Miguel, & Aleixandre, 2012)

Toxigenicidad: capacidad de un agente patogeno para producir toxinas. Algunas forman parte
de la estructura microbiana, otras pueden ser originadas y excretadas por las bacterias u otras solo

pueden ayudar al fenomeno invasivo. (Rojas, Rodriguez, Pérez, Chaves, & Arias, 2014)
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Resumen

Los aceites esenciales (AE), son mezclas complejas, de componentes de diversa naturaleza
quimica. Una de las actividades biol6gicas mas ampliamente estudiada en los AE es la
antimicrobiana como una alternativa a la resistencia bacteriana. Por otra parte, el estudio de la
fitotoxicidad de los AE es de gran importancia para determinar su efecto ecotoxicoldgico al
interactuar con otras especies.

Los (AE) de tomillo (Thymus vulgaris) y cardamomo (Elettaria cardamomum) se obtuvieron
mediante hidrodestilacién asistida por microondas y analizaron por CG-MS. Se determind la CIM
y CBM para cada AE frente a Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis empleando el
método de microdilucion en placa. Se evaluo la CEso, el indice Mitético (IM) y la identificacion
de Aberraciones Cromosomicas (AC), empleando como bioindicadores las semillas de repollo
(Brassica oleracea), tomate (Lycopersicon esculentum) y bulbos de cebolla (Allium cepa).

El AE de tomillo, cuyo compuesto mayoritario es timol (21,2%) presentdé una CIM 500-1000
pg/mL y CBM 1000 pg/mL frente a S. mutans; y para el P. gingivalis mostré una CIM 250 pg/mL
y CBM 500 pg/mL. Por otro lado, el AE de cardamomo estd compuesto principalmente por acetato
de a-terpenilo (40%). Este AE mostré una CIM 500-1000 pg/mL y CBM 500 pg/mL frente P.
gingivalis. Sin embargo, no evidencio actividad antimicrobiana para S. mutans.

En cuanto a la fitotoxicidad, los AE de tomillo y cardamomo no presentaron actividad fitotoxica
en los bioindicadores de tomate y repollo (CEso >1000 pg/mL). Sin embargo, para los bulbos de
cebolla, se determind una CEso 415 pg/mL para el AE de tomillo y una CEsg 743 pg/mL para el
AE de cardamomo; y se identificaron aberraciones cromosémicas como cromosomas pegajosos,
vagabundos y puentes.

Palabras Clave: Aberraciones Cromosémicas (AC), Aceite Esenciales (AE), Actividad
Antimicrobiana, Bioindicador, Concentracion Efectiva Media (CEso), Fitotoxicidad, indice

Mitotico (IE), Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans.
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Abstract

Essential oils (AE) are complex mixtures of components of different chemical nature. One of the
most complex biological activities studied in EAs is antimicrobial bioactivity as an alternative to
bacterial resistance. On the other hand, the study of the phytotoxicity of AE is of great importance
to determine its ecotoxicological effect when interacting with other species.

Thyme (Thymus vulgaris) and cardamom (Elettaria cardamomum) (AE) were obtained by
microwave-assisted hydrodestilation and GC-MS analysis. The MIC and CBM were determined
for each AE against Streptococcus mutans and Porphyromonas gingivalis using the plate
microdilution method. The EC50, the Mitotic Index (IE) and the identification of Chromosomal
Aberrations (CA) were evaluated, using cabbage (Brassica oleracea), tomato (Lycopersicon
esculentum) and onion bulbs (Allium cepa) as bioindicators.

Thyme EA, whose majority compound is thymol (21.2%) presented an MIC 500-1000 pg / mL
and CBM 1000 pg / mL compared to S. mutans; and for P. gingivalis it showed an MIC of 250 ug
/ mL and CBM 500 pg / mL. On the other hand, cardamom EA is mainly composed of a-terpenyl
acetate (40%). This AE showed an MIC 500-1000 pug / mL and CBM 500 pg / mL versus P.
gingivalis. However, there is no evidence of antimicrobial activity for S. mutans.

Regarding phytotoxicity, thyme and cardamom EAs have no phytotoxic activity in tomato and
cabbage bioindicators (EC50> 1000 pg / mL). However, for onion bulbs, an EC50 415 pg / mL
for thyme EA and an EC50 743 pg / mL for cardamom AE were determined; and chromosomal
aberrations were identified as sticky chromosomes, tramps, bridges and late anaphase.

Keywords: Chromosomal Aberrations (CA), Essential Oil (EA), Antimicrobial Activity,
Bioindicator, Average Effective Concentration (EC50), Phytotoxicity, Mitotic Index (IE),

Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans.
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Introduccion

Planteamiento del problema

El fendmeno de resistencia microbiana o farmacorresistencia ha tomado una gran trascendencia
frente al alto impacto de las enfermedades infecciosas que afectan constantemente a los seres
humanos y que a su vez responden con menor frecuencia a las antibioterapias disponibles. Esto ha
causado el incremento de las tasas de morbi-mortalidad, mayor reporte de efectos secundarios y
toxicidad en los tratamientos por dosis altas y prolongadas, asi como aumento significativo de los
costos de los sistemas de salud mas aun cuando se considera que la era de los antibioticos esta por
culminar. (OMS, 2018)

La liberacion en el medio natural de antibidticos y otros compuestos antimicrobianos, como los
desinfectantes y los metales pesados, puede favorecer la evolucion de las bacterias resistentes. Las
principales vias de contaminacion se relacionan con el consumo y excrecion de farmacos y sus
correspondientes metabolitos presentes en orina y heces; también se cuenta con la eliminacion
inadecuada o insuficiente de medicamentos vencidos o no consumidos. Estos compuestos ingresan
al medio ambiente acuatico por medio de las aguas residuales, entre las cuales se tienen las urbanas,
hospitalarias, industriales y las de origen agricola o ganadero y a su vez pueden quedar retenidos
en el suelo, almacenandose y perturbando las distintas propiedades de la tierra. (Cabrera, Gomez,
& Zufiga, 2007).

Los antibioticos estdn considerados dentro del grupo de contaminantes emergentes mas
importantes, ya que luego de su ingesta al organismo éste metaboliza solo una fraccion del
medicamento consumido, mientras que lo restante es excretado mediante la orina y heces,
provocando asi alteraciones toxicologicas en los organismos acuaticos. Ademas de esto, los
antimicrobianos causan dafios en la salud humana como lo son defectos congeénitos, dafios
hepaticos y efectos feminizadores en hombres. (Gil, Soto, Usma, & Gutiérrez, 2012).

Considerando lo anterior, existe una urgente necesidad de explorar la accién de nuevas
moléculas y enfoques alternativos para tratar las bacterias patdgenas. Una de las alternativas
propuestas es el uso de aceites esenciales, debido a que estas sustancias de origen vegetal estan

conformadas en su mayoria por compuestos tipo fendlicos, los cuales han sido reportados como
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promisores de propiedades bioldgicas como lo son la actividad antimicrobiana frente a

microrganismos patdgenos.

En los ultimos afios los aceites esenciales se han convertido en un tema de investigacion gracias
a sus propiedades farmacoldgicas. Dos especies vegetales que actualmente han sido de gran interés
son el tomillo (Thymus vulgaris) y cardamomo (Elettaria cardamomum), debido a que cuentan
con actividades antiespasmodica, antifungicas y fitoterapéuticas. Sus aceites esenciales han
demostrado ser excelentes promisores como agentes antimicrobianos frente a microorganismos
grampositivos y gramnegativos. Por esta razon, se propone el estudio de la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales obtenidos del tomillo (Thymus vulgaris) y cardamomo
(Elettaria cardamomum) frente a patdgenos orales como Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivales y su posible fitotoxicidad empleando como bioindicadores semillas de repollo (Brassica

oleracea) y tomate (lycopersicon esculentum) y bulbos de cebolla (Allium cepa).

Justificacion

Actualmente la ciencia farmacéutica ha manifestado un gran interés hacia los productos herbales
en comparacion con los productos clasicos o sintéticos, debido a una mejor asequibilidad,
aceptabilidad y compatibilidad con la fisiologia humana y a su vez la produccién de efectos
secundarios minimos. La predileccion por los productos a base de plantas aromaticas para los
medicamentos, perfumeria, cosméticos, los pacientes y los médicos ha incrementado a medida que
se evidencia las propiedades bioldgicas de estas especies vegetales. Entre todos estos
medicamentos herbales, son los aceites esenciales quienes reciben mayor interés debido a sus
diferentes propiedades y utilidades bioldgicas. (Abdulrahman khazim , Md Tanwir, Ahmed
Abdullah, & Mohammend Salim, 2017)

Desde la antigiiedad, las plantas medicinales cumplen un papel importante en la atencion
sanitaria y pueden representar una fuente importante de nuevos agentes antimicrobianos para

combatir microorganismos resistentes. Estos nuevos agentes antimicrobianos pueden encontrarse
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en los aceites esenciales de algunas plantas medicinales y arométicas. (Aleksic Sabo & Knezevic,
2019)

Entre los aceites esenciales que presentan mayor interés por parte de los cientificos para el
estudio de la actividad antimicrobiana son los obtenidos a partir de las plantas aromaticas de
Thymus vulgaris y Elettaria cardamomum. Debido a que presentan diferentes propiedades
bioldgicas, se encuentran en muchas regiones del mundo, su cultivo se da en condiciones
asequibles, presenta gran variedad de aplicaciones en la industria alimentaria y cosmética, debido

a la variedad de componentes presentes en cada uno de ellos. (Risaliti, y otros, 2019).

En el caso de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Thymus vulgaris y
Elettaria cardamomum, se atribuye principalmente a la presencia de monoterpenos oxigenados
tales como timol, carvacrol 1,8-cineol, como mayoritarios en su composicion quimica. Estudios
realizados han comprobado la accion antimicrobiana de estos aceites esenciales contra
microorganismos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, entre otros.
(Abdulrahman khazim , Md Tanwir, Ahmed Abdullah, & Mohammend Salim, 2017)

Este trabajo se realizo6 con la finalidad determinar la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de Thymus vulgaris, y Elettaria cardamomum frente a de los microorganismos
Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivales y su capacidad de inhibir el crecimiento debido
a gque son las cepas que presentan mayor resistencia frente a los antimicrobianos convencionales y
a su vez, se establecio su fitotoxicidad empleando bioindicadores semillas de repollo (Brassica
oleracea) y tomate (lycopersicon esculentum) y bulbos de cebolla (Allium cepa), con el fin de
determinar el efecto que pueden ejercer los aleloquimicos de los aceites esenciales en la

reproduccion de otros organismos.
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1  Objetivos

1.1  Objetivo General

Determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentraciéon Efectiva Media
(CEso) de los aceites esenciales obtenidos del tomillo (Thymus vulgaris) y cardamomo (Elettaria
cardamomum) frente a Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivales, empleando el método
de microdilucion en placa y de semillas repollo y tomate (Brassica oleracea y lycopersicon
esculentum) y de bulbos de cebolla (Allium cepa), respectivamente.

1.2 Objetivo Especificos

e Obtener y caracterizar los aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y cardamomo
(Elettaria cardamomum) empleando hidrodestilacion asistida por microondas y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS), respectivamente, con el fin de determinar su
composicién quimica.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CIM) y concentracion minima bactericida
(CBM) de los aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y cardamomo (Elettaria
cardamomum) frente a Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivales.

e Determinar CEso e Iindice Mitético (IM), asi como también la identificacion de Aberraciones
Cromosomicas (AC) de los aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y cardamomo
(Elettaria cardamomum) empleando como bioindicadores semillas de repollo (Brassica oleracea)

y tomate (Lycopersicon esculentum) y bulbos de cebolla (Allium cepa).
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2 Marco referencial

2.1 Generalidades de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de sustancias volatiles obtenidas a partir de plantas aromaticas,
las cuales presentan como caracteristicas principales su composicion quimica, sus propiedades
bioldgicas y su capacidad de generar olores. Los aceites esenciales se encuentran distribuidos en
las diferentes partes de la planta como en las raices, tallos, hojas, flores y frutos. Asi mismo, los
aceites esenciales tienen una gran variedad de aplicaciones gracias a las propiedades bioldgicas
que estos presentan, estos son usados frecuentemente en las industrias quimicas, de alimentos y
farmacéuticas, para la elaboracion de perfumes productos de aseo, jarabes, especias y agentes
saborizantes en alimentos (Peredo Luna, Palou Garcia, & Lopez Malo, 2009)

2.2  Métodos de obtencidon y caracterizacion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden obtener por diversos métodos, algunos de estos son: Arrastre con
vapor, destilacion e hidrodestilacion asistida por microondas (Figura 14). Este método consiste en
sumergir el material vegetal en agua (aproximadamente la tercera parte de él) en un equipo de
destilacion tipo Clevenger, sometiéndose a la accion de la radiacion del microondas. La interaccion
de la radiacion con el material vegetal sumergido en agua causa un calentamiento localizado,
generando asi la faccion de las glandulas que contienen el aceite esencial y de igual modo origina
la evaporacion del agua y el AE. Esto favorece la extraccion del AE ya que se da en un menor
tiempo y el rendimiento del AE mejora. Luego de esto, el aceite obtenido es transportado por el
vapor de agua al condensador donde se forma la mezcla liquida del condensado. La mezcla liquida
luego fluye hacia un separador donde el agua y el AE son separados por diferencia de densidad.
(Siti Nuurul Huda Mohammad Azmin, 2016) Los aceites esenciales obtenidos mediante este
método se encuentran libres de productos de combustiéon y de otros contaminantes. (Contreras,
2010)

Una vez obtenido el aceite esencial es importante determinar sus propiedades fisicoquimicas,
bioldgicas, organolépticas y su composicién quimica. Una de las técnicas mas utilizadas para la
determinacion de la composicién quimica de aceites esenciales es la Cromatografia de Gases

Acoplada a Espectrometria de Masas (CG-MS), esta técnica es apropiada para el estudio de la
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composicion quimica de los aceites esenciales debido a que maneja un sistema con alta
sensibilidad, combina el principio de dos técnicas (capacidad de separacién e identificacion
cuantitativa y cualitativa de compuestos individuales presentes en una muestre, empleando un
espectro caracteristicos de cada molécula), permite la adquisicién de datos y proceso confiable.
Ademas, esta técnica trabaja en fase gaseosa y necesita una pequefia cantidad de muestra para su
andlisis (Gutiérrez Bouzan & Droguet, 2002). La CG-MS permite realizar en una sola operacion,
para una muestra del orden de 1 pl, un analisis cualitativo junto con una indicacion de las

proporciones en las que se encuentran componentes. (Joseph O . Ricaldi sarapura, 2014)

En esta técnica analitica, la muestra a analizar se inyecta en la columna cromatogréafica del
equipo, en la cual se lleva a cabo el proceso de separacion, obteniendo la elucion sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de masas. Cada
uno de estos compuestos se registra en forma de pico cromatografo y se identifica mediante su
respectivo espectro de masas. En este proceso el espectrometro de masas, ademas de proporcionar
los espectros, actia como detector cromatografo al registrar la corriente ionica total generada en
la fuente idnica. Esta corriente generada por todos los iones da lugar a un pico gaussiano de area
proporcional a la concentracion del compuesto detectado. Este principio se puede observar en la
figura 1l (Gutiérrez Bouzan & Droguet, 2002).
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Figura 1. Diagrama esquematico de la técnica analitica de CG-MS.

Fuente: (Hussain & Magbool, 2014)
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2.3 Propiedades biologicas de aceites esenciales

Las propiedades bioldgicas de aceites esenciales estan relacionadas con la composicion de los
volatiles (terpenoides, compuestos fendlicos y sus derivados, moléculas no terpénicas como
alcoholes, ésteres, acidos, entre otros, y algunos menos frecuentes compuestos heterociclicos) de
los AE de las plantas y sus grupos funcionales, y una posible interaccion sinérgica entre sus
componentes. (Marqués Camarena, 2015). Algunas propiedades que presentan los aceites
esenciales son: antioxidante, anticancerigenas, antisépticos, organoléptica, actividad digestiva,
actividad analgésica, actividad antinflamatoria, actividad antiviral, actividad antifungica y la

actividad antimicrobiana.

Estas propiedades medicinales se consideran seguras para la salud humana y animal, sin
embargo, su uso inadecuado puede causar efectos adversos como irritacion, convulsiones, hepato-
toxicidad y dafio renal cuando la ingesta en el sistema es alta, por tanto, es necesario moderar la
concentracion en que estos se suministran al organismo y evaluar la fitotoxicidad y genotoxicidad
in vitro del compuesto con el fin de determinar si es apto para uso humano. (Velandia, Flechas,
Stashenko, & Ocazionez, 2016)

2.4 Fitotoxicidad de aceites esenciales

Se pueden usar varias pruebas para la evaluacion de los efectos genotdxico, mutagénicos y
fitotoxicos que pueden causar diversas sustancias, entre las cuales esta los ensayos de toxicidad
aguda y genotoxicidad en bioindicadores como lo son Brassica oleracea y lycopersicon

esculentum y Allium cepa. (Lima Braga, y otros, 2018) .

El bioensayo de toxicidad con semillas es una prueba estatica de toxicidad aguda en que se
pueden evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso
de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante su primer periodo de
crecimiento, de igual manera se puede determinar la inhibicidn en la germinacién y la inhibicion
en la elongacién de laradicula y del hipocétilo. Este bioensayo es muy sensible a cualquier cambio
lo cual puede afectar el crecimiento de la plantula (figura 2). Durante el periodo de germinacion y

los primeros dias de desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que
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la presencia de una sustancia tdxica puede alterar de manera negativa la supervivencia y el
desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores

externos adversos. (Sobrero & Ronco, 2004)
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Figura 2. Morfologia de las semillas y plantulas en estudio.
Fuente: (Ramirez Romero & Mendoza Cantu, 2008)

A diferencia de la prueba tradicional de germinacion de semilla, la evaluacion del efecto en la
elongacion de la radicula y del hipocotilo de las plantulas permite ponderar el efecto toxico de
compuestos solubles presentes en niveles de concentracion muy bajos que no son suficientes para
inhibir la germinacion, sin embargo, pueden retardar o inhibir completamente los procesos de
elongacion de la radicula o del hipocétilo, dependiendo ello del modo y sitio de accion del

compuesto. (Sobrero & Ronco, 2004)

Por otra parte, el ensayo de toxicidad aguda con bulbos de cebolla (Allium cepa) permite evaluar
la inhibicion del crecimiento promedio de las raices, determinando réapida y facilmente el efecto
de las sustancias organicas sobre el ADN de los organismos vivos. Los cambios en el ADN son
conocidos como aberraciones cromosémicas (AC). Estas aberraciones se caracterizan por los
cambios cromosomales que pueden padecer las estructuras genéticas. Las AC pueden ser
generadas por varios factores como el rompimiento del ADN o la inhibicion de la sintesis y
replicacion del ADN alterado. Muchas de las AC son resultado de diversas rupturas del ADN entre
las que se encuentran efectos clastogénicos cuando se trata de puentes o rompimientos de
cromosomas 0 anaegénicos cuando resultan de mutilaciones, cromosomas pegajosos Y

multipolaridad. (Restrepro, Reyes, Ortiz, Rojas, & Kouznetsow, 2012)
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25 Resistencia microbiana

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a los antimicrobianos
es el fendmeno por el cual un microorganismo deja de ser afectado por un antimicrobiano al que
anteriormente era sensible. Esto representa un riesgo y una amenaza a la salud humana y animal,
dado que, los tratamientos usualmente utilizados se vuelven ineficientes y la trasmision de las
infecciones persiste. Sin embargo, esto no solo afecta a la salud humana y animal, sino que también
se ve afectada la agricultura, el medio ambiente y el comercio (Ministerio de salud. Gobierno de
Colombia, 2018). Uno de los principales efectos incluyen la toxicidad aguda o cronica de especies
de plantas y animales expuestos a estos antibiéticos, debido principalmente a que la mayoria de
los antibidticos se excretan sin metabolizar junto a las bacterias resistentes a través de la orina y
heces fecales, llegado asi al agua y la tierra, donde se mezclan con bacterias ambientales en
presencia de otros contaminantes que pueden ejercer una presion adicional, directa o indirecta, en
favor de la seleccion para la resistencia a los antibioticos. (Acevedo Barrios, Severiche Sierra, &
Jaimes Morales, 2015)

2.6 Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

La actividad antimicrobiana se define como la habilidad especifica o capacidad de un producto de
lograr su efecto planeado frente a un microorganismo. Se basa en la medicion de alguna propiedad
del compuesto, por ejemplo, su efecto inhibitorio frente a un determinado microorganismo.
(Pedraza Arias & Castellanos Rivera, 2009)

La propiedad antimicrobiana de los aceites esenciales se atribuye principalmente a la
composicién quimica conocida como quimiotipo, en la que intervienen un amplio grupo de
compuestos volatiles, como terpenos, alcoholes, aldehidos, cetonas o fenoles. Actualmente, la
mayor parte de los estudios realizados sobre la propiedad antimicrobiana de los aceites esenciales
se han centrado en microorganismos patdgenos para el hombre y aquellos presentes en los

alimentos, como lo son las bacterias Gram-positivas (Huerta Lorenzo, 2011).
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El mecanismo de accion antimicrobiana de los AE se da en la membrana celular al interferir en
la bicapa de fosfolipidos, generando el incremento de su permeabilidad, lo cual ocasiona fugas de
iones y otros componentes presentes al interior de la célula. (Yafiez & Cuadro, 2012)

Hoy en dia se cuentan con diversos métodos para evaluar la actividad antimicrobiana en
sustancias sintéticas como en aceites esenciales. Sin embargo, ni los mecanismos de accién ni los
métodos para evaluar la actividad antimicrobiana que tienen los aceites esenciales se han definido
completamente. (Reyes Jurado, Palou, & Lopez, 2014) Es por esto, que el método mas empleado
para determinar la concentracion minima inhibitoria (CIM) y la concentracion minima bactericida
(CBM) es el método de dilucion en caldo o en agar (figura 3). La concentracion minima inhibitoria
(CIM) se refiere aquella concentracion que causa la muerte del microorganismo, por lo que
requiere un plaqueo del cultivo que corrobore este hecho y la concentracion minima bactericida
(CBM) se define como la concentracion méas baja que puede eliminar el 99,9% de los
microorganismos después de un tiempo de incubacion (Sanchez, castillo, & Garcia, 2016).
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Figura 3. Determinacion de CIM y CBM mediante dilucion en caldo.

Nota: Prueba de CIM y CBM. Al sembrar en la placa, a partir de los tubos en los cuales no se
observa crecimiento (determinacion de la CIM), se puede determinar si un compuesto es
bacteriostatico (detiene el crecimiento) o bactericida (mata al microorganismo). Fuente: (Ingraham
& Ingraham, 1998)
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El método de micro-dilucion en caldo se lleva a cabo en tubos o microplacas con medios
liquidos (caldos), los cuales contiene concentraciones crecientes de aceite esencial en el caldo, en
el cual se inocula un nimero definido de células bacterianas. El volumen final de la prueba define
si el método se denomina de dilucién o de micro-dilucion. Posteriormente a la incubacién, la
presencia de turbidez o sedimentacion indica crecimiento del microorganismo. (Reyes Jurado,
Palou, & Lépez, 2014). Finalmente, la evaluacion de la CBM se realiza una vez haya determinado
la concentracién minima inhibitoria. Para establecer CBM es necesario sembrar en agares las

diluciones preparadas anteriormente.

Por otra parte, debido a la resistencia que presentan las bacterias a los compuestos
antimicrobianos se ha visto afectada su eficiencia. La sobreutilizacion de los antibioticos y la
automedicacion han sido las principales causas de que estos microorganismos hayan adquirido
inmunidad a los farmacos. Es por esta razon que se ha empezado a profundizar en el estudio del
uso de los aceites esenciales con el fin de que estos puedan ser una alternativa en el consumo de
los antibidticos debido a que los AE cuentan con una gran variedad de compuestos quimicos y
propiedades biolégicas que pueden ayudar a controlar el crecimiento de microorganismos

patogenos.

Los antimicrobianos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accion especifica sobre alguna
estructura o funcion del microorganismo, tienen elevada potencia bioldgica actuando a bajas
concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las células de un
organismo, posee funciones antibacterianas (Seija & Vignoli, 2008). En la actualidad, se ha notado
un aumento alarmante en la tasa de morbilidad debido al incremento de las infecciones causadas
por agentes patdgenos como las bacterias tales como Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivales. La mayor parte de estos microorganismos se encuentran en la cavidad oral de las
personas Yy animales, aguas residuales, hospitalarias, urbanas o agricolas, lodos de aguas residuales

y en el estiércol de animales.
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2.7 Microorganismos bajo estudio

Las bacterias, pertenecientes al reino procariota, son microorganismos unicelulares que se
reproducen por fision binaria, replicando al mismo tiempo su material genético, de tal manera que
cada célula hija tendra el mismo genoma (Vargas flores & Kuno Vargas, 2014). El tamafio de las
bacterias oscila entre 0,5y 3 um, pudiendo llegar en algunos casos a 10 pum. las bacterias de interés
médico tienen un tamafio entre 0,4 y 2 um. Solo son visibles al microscopio 6ptico 0 microscopio
electrénico. La forma de las bacterias al microscopio esta determinada por la rigidez de su pared
celular. Basicamente, se diferencias segun su forma en cocos, bacilos y espirilos. (Pirez & Mota,
2008)

2.7.1 Streptococcus mutans. Streptococcus mutans (figura 4), es un coco Gram positivo,
se agrupa en cadenas no moviles, anaerobio facultativo y presenta una serie de condiciones para
gue su crecimiento sea Optimo (tabla 3). Este microrganismo se encuentra comdnmente en la
cavidad oral después de la erupcion dental, debido a que requiere la presencia de tejido duro para

colonizar. Sin embargo, también se puede encontrar en las heces humas y de algunos animales.
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Figura 4. Morfologia del Streptococcus mutans.
Nota: Morfologia del microorganismo Streptococcus mutans. Observada en el microscopio
(OLYMPUS CX23) a 100X. Fuente: elaboracion propia.

Streptococcus mutans es uno de los principales causantes de la carie dental y enfermedades
como la periodontitis y endocarditis bacteriana (Gamboa Jaimes, 2014). Ademas, esta relacionado

con patologias extraorales como micro hemorragias cerebrales, nefropatia por IgA y aterosclerosis.
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(Lemos, y otros, 2019). Con el fin de mitigar la produccion de enfermedades causada por esta
bacteria se utilizan tratamientos antimicrobianos tales como Penicilina, Amoxicilina, Cefazolina,
Clorhexidina, Eritromicina, Clindamicina y Vancomicina. Este Gltimo, es el compuesto mas
utilizado para combatir la accion del Streptococcus mutans. (Gamboa , Garcia, Lamby, & Sarralde,
2016).

2.7.2 Porphyromonas gingivalis. Porphyromonas gingivalis (figura 5), es un cocobacilo
anaerobio facultativo Gram negativo, no movil, asacarolitico, es decir, su alimentacién depende
de péptidos y aminoacidos y su suministro de hierro es la hemina, forma colonias uniformes de
coloracion verdosas, pardas o negras debido a la hemina que almacena en la superficie celular,
asociado en la patogénesis de la periodontitis (Moreno & Contreras, 2013). Ademas de ser un
factor predominante en la enfermedad periodontal, se ha evidenciado que este microorganismo,
puede ser un mediador importante en el desarrollo de una serie de enfermedades cronicas, como
la artritis reumatoide y los canceres aerodigestivos. Igualmente, se han realizado estudios sobre la
posible influencia directa e indirecta de P. gingivalis en algunas enfermedades sistémicas como la

aterosclerosis. (Mysak, y otros, 2014)

Figura 5. Morfologia de Porphyromonas gingivalis.
Nota: Morfologia del microorganismo Porphyromonas gingivalis. Observada en el microscopio

(OLYMPUS CX23) a 100X. Fuente: elaboracion propia.

Para combatir y mitigar el dafio que causa este microorganismo se emplean tratamientos

antimicrobianos. Este tratamiento se basa en el uso de farmacos tales como Penicilina,
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Amoxicilina, Acido Clavulanico, Azitromicina, Ciprofloxacino, Tetraciclinas, Eritromicina,
Metronidazol, entre otros medicamentos. (Martinez, 2006). Este Gltimo medicamento, es uno de
los antibidticos bacteriostaticos actualmente mas utilizados para combatir el potencial infeccioso
de este patdgeno, debido a que presenta muy buena actividad frente a bacilos Gram negativos
anaerobios y espiroquetas. Sin embargo, carece de actividad frente a bacterias aerobias y cocos
anaerobios, motivo por el cual se recomienda que este medicamento se asocie con otro antibiotico
en el tratamiento de algunos procesos infecciosos, especialmente en aquellos de carécter agudo,
donde la etiologia suele ser mixta. (Lifiares & Martin Herrero, 2003)

2.8  Compuestos de referencia

2.8.1 Vancomicina. La Vancomicina es un antibiotico perteneciente al grupo de los
glicopéptidos, que aun es activo contra la mayoria de estas bacterias; sin embargo, ya se han
descrito cepas de estafilococos y de enterococos resistentes también a este compuesto, con el
inconveniente de que en esas condiciones solo quedan pocos farmacos que pueden ser eficaces

para mitigar los procesos infecciosos causados por estos patdégenos.

La estructura quimica de la Vancomicina se puede observar en la figura 6. Su peso molecular
es de 1449.3 g/mol. Es un compuesto complejo formado por (Damaso 90) un residuo de glucosa,
acido aspartico, N-metil-leucina, acido 3-metil-4-cetohexanoico, dos grupos ortometil-

hidroxibenceno y dos grupos para-metil-hidroxibenceno. (Montafiés Pauls, 2009)
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Figura 6. Estructura quimica de la Vancomicina.

Nota: Estructura quimica de la vancomicina compuesto de referencia en el estudio de la actividad

antimicrobiana de Streptococcus mutans. Fuente: (Lorenzo, y otros, 2008)

El mecanismo de accién de la vancomicina se basa en inhibir la sintesis de la pared bacteriana,
en un paso anterior al que acttan los beta-lactamicos. EI mecanismo especifico de accién consiste
en unirse a la porcion terminal del disacarido pentapéptido, ubicado en la membrana
citoplasmatica, y de esa manera inhibir a la enzima involucrada en la sintesis de los peptidoglicanos
de la pared celular. Causando asi debilidad en el peptidoglicano y la célula se torna susceptible a
la lisis (Arguedas Quesada, 2006).

2.8.2 Metronidazol. ElI metronidazol (figura 7) cuyo nombre IUPAC es 2-(2-metil-5-
nitro-1H-imidazol-1-il) etanol. Se presenta en forma de polvo cristalino blanco o amarillo palido,
es estable al aire libre, se torna oscuro al estar expuesto a la luz, moderadamente soluble en agua
y alcohol, poco soluble en éter, cloroformo, u otros solventes. Su punto de fusion es de 159-163°C

y su peso molecular es de 171,2 g/mol. (Loaiza, 2017)
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Figura 7. Estructura quimica del Metronidazol.
Nota: Estructura quimica del metronidazol compuesto de referencia en el estudio de la actividad

antimicrobiana de Porphyromonas gingivalis. Fuente: (Lorenzo, y otros, 2008)

El Metronidazol pertenece al grupo de los nitroimidazoles, es un compuesto 5-nitro-imidazol.
Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de las bacterias anaerobias por su grupo nitro,
que puede reducirse mediante una proteina de transporte de electrones en las bacterias anaerobicas,
produciendo asi la desestructuracion del ADN, ruptura de la cadena e inhibicién de la sintesis de

acidos nucleicos y muerte celular. (Ping Ye, 2017)
3 Estado del arte

Debido a la problemaética que actualmente se presenta con respecto a la resistencia que han
adquirido algunos microorganismos patdégenos como Porphyromonas gingivalis y Streptococcus
mutans frente algunos agentes antimicrobianos, ha despertado un interés en la comunidad
cientifica por investigar alternativas de origen natural que presenten actividad antimicrobiana, con
el fin de mitigar la accién bioldgica de estos microorganismos. Estos estudios se basan en la
obtencion, determinacion de la composicion quimica y actividades bioldgicas que presenta los

metabolitos secundarios de las plantas.

3.1  Thymus vulgaris

El Thymus vulgaris (figura 8), es un subarbusto perteneciente a la familia de las Labiadas, es una

planta aromatica, rica en aceite esencial, cuyo principal componente es el timol. Es una planta
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originaria de paises mediterraneos occidentales, se conoce cominmente como tomillo y se utiliza

su aceite esencial como un medicamente antiséptico (Gimeno Gasca, 2001).

Figura 8. Planta de tomillo (Thymus vulgaris)
Nota: planta de tomillo utilizada para la extraccion del aceite esencial a evaluar. Fuente: (Hudak,
2009)

El AE de Thymus vulgaris esta constituido principalmente por monoterpenos oxigenados
(timol, carvacrol y linalool) y monoterpenos hidrocarbonados (y-terpineno, p-cimeno, a-pineno y
a-tujueno) (figura 9), también puede contener ésteres aceticos, cetonas y aldehidos. Ademas de
estos compuestos, el tomillo presenta en su composicion quimica compuestos tales como acidos

fenolicos, triterpenos, saponinas, taninos, serpilina y vitaminas B1 y C. (Rosas Gallo & Lopez

Malo, 2011)
OH
OH ’
: ‘ OH
X

Limoneno Timol Carvacrol Linalol Terpimeol

Figura 9. Estructura quimica de los compuestos mayoritarios del aceite esencial Thymus vulgaris
Nota: en la figura 9 se muestran los compuestos mayoritarios que presenta el acite esencial de
tomillo.

Fuente. (Sonmezdag, 2018)
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El aceite esencial de tomillo se usa frecuentemente como tdénico, carminativo, digestivo,
antiespasmodico, antimicrobiano, antioxidante, antiviral, antiinflamatorio, sedante y expectorante.
Las principales industrias que demandan el AE de tomillo son farmacéutica, cosmética, veterinaria,
agroalimentaria, avicola y ganadera. Las propiedades del AE de tomillo se deben principalmente
a sus componentes mayoritarios (timol y carvacrol). El timol conforma el 50% del AE de tomillo,
ha sido reportado como agente antimicrobiano, capaz de desintegrar la membrana externa de las
bacterias, gracias a que se une a la membrana bacteriana de manera hidrofébica por puentes de
hidrogeno, lo que genera la perturbaciones en la membrana, incrementando asi la permeabilidad,
que conduce a la fuga de iones de potasio y ATP intracelular, y finalmente la muerte celular.
También se ha reportado que este compuesto inhibe el crecimiento de esporas y multiplicacion
celular bacteriana. (Lopez Ambrocio, Ruiz Posada, & Delgadillo Martinez, 2016)

El Carvacrol es un isdmero del timol, cambiando Unicamente la posicion del grupo hidroxilo,
su mecanismo de accion es similar al del timol (figura 10) . Este componente interactua con la
membrana celular disolviéndose en la bicapa fosfolipidica, lo que causa la desestabilizacion de la
misma, aumentando su fluidez y permeabilidad. La posicion orto de su radical hidroxilo le permite
actuar como intercambiador de protones, inicialmente se difunde a través de la membrana hacia el
citoplasma donde libera su proton, seguido a esto vuelve al exterior de la célula transportando y
liberando un cation, y el carvacrol capta un nuevo cation repitiendo el ciclo, causado asi
disminucion de ATP, deterioro de procesos vitales y finalmente la muerte de la célula bacteriana.
(Lopez Ambrocio, Ruiz Posada, & Delgadillo Martinez, 2016)
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Figura 10. Mecanismo de accion de los compuestos mayoritarios del AE timol y carvacrol

Algunos articulos reportan que la fuerte accion antimicrobiana del timol y carvacrol esta
asociada a la presencia del radical hidroxilo, debido a que P-cimeno, precursor bioldgico de estos
componentes carece de este hidroxilo y presenta menor actividad. (Lopez Ambrocio, Ruiz Posada,
& Delgadillo Martinez, 2016)

Por otro lado, la abundancia de componentes principales y las actividades biologicas que
presenta el AE depende en gran medida del quimiotipo de la planta (Homaidan Shmeit, y otros,
2019). El Thymus vulgaris posee seis quimiotipos, estos se clasifican segun sea el componente
mayoritario de su aceite esencial (timol, carvacrol, linalol, geraniol, tuyanol o terpineol). Los
quimiotipos méas destacados del tomillo son el quimiotipo timol, constituido entre 40 y 50% de
fenoles, y presenta propiedades antisépticas, antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante y es
eficaz contra diversos trastornos de las vias respiratorias, sistemas cardiovascular y nervioso. Por
otra parte, el quimiotipo linalool cuenta con una elevada concentracion de este compuesto y una
concentracion muy baja de fenoles, presenta propiedades antisépticas, sin embargo, su accion es
mMAs suave, por esta razon es utilizado para infecciones cutaneas. Por ultimo, el quimiotipo tuyanol

tiene una concentracién de 25-40% de tuyanol y carece de fenoles, este quimiotipo presenta
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acciones antisépticas, tonificantes y regeneradoras de hepatocitos. (Quevedo, LOS QUIMIOTIPOS
DEL TOMILLO, 2018)

El aceite esencial del tomillo es efectivo contra agentes patdgenos como lo es Porphyromonas
gingivalis, el cual es causante de enfermedades como la periodontitis y algunas de caracter
sistémico. El extracto del tomillo desestabiliza y penetra las membranas de las células bacterianas
interfiriendo con la funcién de la membrana, inhibiendo el paso de oxigeno, lo que ocasiona una
reduccion de los niveles de ATP y la muerte celular (Rovetto, y otros, 2009). Asi mismo, uno de
los componentes mayoritarios del aceite esencial del tomillo (timol) ejerce un efecto
antimicrobiano frente a Streptococcus mutans. Esto se debe a la perturbacion de la fraccion lipidica
de la membrana plasmatica bacteriana que resulta en la fuga del material intracelular. (Marchese,
y otros, 2016). Algunos estudios realizados sobre la actividad antimicrobiana de este aceite se
pueden observar en la tabla 1.

Teniendo en cuenta la revision bibliografica realizada, se puede concluir que el aceite esencial
de tomillo presenta un efecto antimicrobiano frente a microorganismos patégenos tales como
Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans, debido a la presencia de diferentes compuestos
tales como timol, carvacrol, linalool, y-terpineno, p-cimeno, a-pineno, entre otros, a los que se les

otorga en diferentes estudios esta actividad biologica.
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Tabla 1. Estudios realizados sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Thymus

vulgaris frente a Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis

ESTUDIO

METODO

RESULTADOS BIBLIOGRAFIA

Determinacion de la actividad
antibacteriana in vitro del aceite
esencial de Thymus vulgaris
frente a Porphyromonas
gingivalis
Revision bibliogréafica de la
actividad antimicrobiana y
antifungica del compuesto
mayoritario (timol) del aceite
esencial Thymus vulgaris
In Vitro Antimicrobial Activity of
Thymus vulgaris Essential Oil

Difusion de agar

Microtitulacion en
placa

Microdilucién de caldo
y Difusion de disco de

MIC: 0,31mg/mL

MBC: 0,37mg/mL (Lagos, 2012)

MIC: 125 pg/ml (Marchese, y otros, 2016)

S. mutans MIC: 3.6 ug/ mL

P.gingivalis MIC: 16-256 ng  (Fani & Kohanteb, 2017)

Against Major Oral Pathogens agar / mL
Antibacterial activity of essential .
y (Freire, y otros, 2014)
oils against strains of . L MIC: 0.25%
Microdilucion en placa
Streptococcus and MBC: 0.25%

Staphylococcus
The chemical composition of the
pharmacologically active Thymus

species, its antibacterial activity o
] Microdilucion en caldo .
against Streptococcus mutans and o CIM: 750 ug / mL (Schétt, y otros, 2017)
] y difusion en agar
the antiadherent effects of

T.vulgaris on the bacterial
colonization of the in situ pellicle

3.2 Elettaria cardamomum

Elettaria cardamomum es una planta herbacea perteneciente de la familia Zingiberacea, originaria
de los bosques de la India, crece en bosques lluviosos a temperaturas entre los 10 y 35°C, es una
planta perenne con raices hasta de 1,5 m de largo y tallos de 2 a 4 metros de altura, sus flores
crecen en los nudos de los tallos, su fruto es una capsula oblonga, terminando en un apice corto,
este mide entre un rango de 0,5 a 2,5 cm de largo, dentro de cada capsula se aproximadamente

entre 15 a 26 semillas. (Villada Ramirez, y otros, 2017). La semilla de Elettaria cardamomum
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(figura 11) esta constituida por compuestos fitoquimicos como esteroles, acidos fendlicos, lipidos,
almidon, flavonoides, proteinas y aceite esencial.

Figura 11. Semilla de Elettaria cardamomum
Nota: Semilla donde se extrae el aceite esencial de Elettaria cardamomum. Fuente: (Gil Pavas &
Séez Vega, 2008)

El aceite esencial de cardamomo se constituye principalmente de monoterpenos oxigenados que
representan el 71,4% de los compuestos mayoritarios del aceite esencial. (Noumi, 2018). Algunos
de los compuestos mayoritarios del aceites esencial son acetato de a-terpenilo (28,6-50%), linalol
(5-10%), limoneno (2,5%), 1,8-cineol (55%), entre otros. (Anwar, Abbas, Alkharfy, & Gilani,
2016) Estos componentes volatiles (figura 12) permiten que el aceite esencial de cardamomo
presente actividades, tales como antioxidante, antihipertensivo, gastro protector, analgésicas,

antiinflamatorias, antiespasmadicas y antibacteriano.

Por otra parte, el aceite esencial de cardamomo es utilizado para el tratamiento de encias, los
dientes, infecciones en la garganta, congestion en los pulmones, tuberculosis pulmonar, alta
presion arterial, enfermedades de corazon y trastornos digestivos. Ademas, este aceite esencial es
ampliamente utilizado como agente saborizante en la preparacion de dulces, productos de
panaderia, en la industria de alimentos, en la industria cosmética se utiliza para la preparacién de
perfumes, licores e industria farmacéutica como odorizante de drogas y en medicamentos que

estimulan las funciones gastrointestinales. (Hassan Sereshti, 2012)
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Figura 12. Estructura quimica de los compuestos mayoritarios del aceite esencial Elettaria
cardamomum.
Nota: compuestos quimicos mayoritarios presentes en el aceite esencial de cardamomo. Fuente:
(Noumi, 2018)

La actividad antibacteriana del aceite esencial de cardamomo se atribuye a su compuesto
mayoritario 1,8-cineol, el cual inhibe la sintesis de peptidoglicanos (Ogunlana, Hoeglund,
Onawunmi y Skoeld, 1987), lo cual genera dafios en las estructuras de la membrana microbiana
(Cox, Mann, Bell y Warmington, 2000) y modifica la hidrofobia de la superficie de la membrana
bacteriana (Turi, Turi, Koljalg y Mikelsaar, 1997). (EI Malti, Mountassif, & Amarouch, 2007)

Se han realizado estudios sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial de cardamomo,
demostrando asi una actividad antimicrobiana significativa contra microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos evaluados. Sin embargo, no se ha reportado investigaciones de la
actividad antimicrobiana de este aceite frente a los microorganismos de interés (Porphyromonas
gingivali y Streptococcus mutans). Algunos estudios realizados sobre la actividad antimicrobiana

de este aceite se pueden observar en la tabla 2.
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Tabla 2. Estudios realizados sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Elettaria

cardamomum

ESTUDIO

METODO RESULTADOS BIBLIOGRAFIA

Evaluation of the single and combined
antibacterial efficacy of essential oils
for controlling Campylobacter coli,
Campylobacter jejuni, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, and
mixed cultures
Antimicrobial activity of essential oils
and extracts from black pepper, cumin,
coriander and cardamom against some
pathogenic and saprophytic

microorganisms

MIC: 0,012-15,00 y 3,75-

Microdilucién en
15,00 pL/ml

placa
(Mutlu-Ingok, 2019)

Difusion de agar MIC: 600 ppm (Teneva, 2015)

Metodologia experimental

El presente proyecto contempla las siguientes etapas experimentales: obtencidn y caracterizacion

de los aceites esenciales, evaluacion de las actividades biologicas: antimicrobiana y fitotoxicidad

de los aceites esenciales. En la figura 13 se presenta un esquema experimental del trabajo de

investigacion.
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Determinacion de la actividad antimicrobiana (CIM, Cl., y Cly,) y Citotoxicidad
de aceites esenciales

Obtencion y ., L . :
caracterizacion de los Evaluacién de actividad antimicrobiana de

aceites esenciales bajo aceites esenciales Determinacion de |a fitotoxicidad de los
estudio (Thymus Método de microdilucién en placa (CIM, Aceites esenciales tomilloy cardamomo

vulgaris y Elettaria
cardamomum) CBM, Clso y Clgg)

Laboratorio de
Investigacionesde la
Universidad Santo
Tomas

Streptococcus Porphyromonas
mutans (Cepa ATCC gingivalis (Cepa
25175) ATCC33277)

Determinacion de Determinacion de
toxicidad genotoxicidad

Laboratorio Crom-

Evaluacién de CEs, caracterizacion de
mediante ACy dterminacion
bioindicadores del célculo de IM
(repolloy tomate) mediante Allium test

Figura 13. Descripcion de las etapas del proceso experimental para el estudio de la actividad

antimicrobiana y fitotdxica de los aceites esenciales en estudio.

4.1  Obtencion y caracterizacion aceites esenciales

Se empleé material fresco de las especies vegetales para la obtencion de aceites esenciales de
plantas pertenecientes a las familias labiadas y zingiberaceas; se aprovecho todas las partes de la
planta incluyendo hojas, tallo y flores en el caso de Thymus vulgaris y Semillas para el caso de
Elettaria cardamomum. Los aceites esenciales bajo estudio se obtuvieron mediante
hidrodestilacion asistida por microondas. Se realizaron 3 extracciones de 20 minutos con un
intervalo de 10 minutos de descanso entre cada extraccidn a una potencia de 40W. La cantidad de
veces que realizd el proceso de extraccion del material vegetal estuvo determinada por el
rendimiento del aceite, este proceso se realizd hasta obtener aproximadamente 8 mL de muestra.
Una vez extraido el aceite esencial de cada planta se procedio a determinar su rendimiento, éste se

calcul6 mediante la ecuacién 1.
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Ecuacion 1. Rendimiento de aceites esenciales

o gramos de AE obtenido
Rendimiento = - x 100
gramos de biomasa

A continuacion, en la figura 14 se puede observar el procedimiento realizado para la obtencién
de aceite esencial de tomillo y cardamomo empleando el equipo de hidrodestilacion asistida por
microondas, el cual se encuentra disponible en el Laboratorio de Investigacion Ambientales de la

Universidad Santo Tomaés, seccional Bucaramanga.

N

Material vegetal de Material vegetal Hidrodestilacion asistida por Aceites esenciales
tomillo sumergido en 1000 mL microondas de cardamomo y
de agua tomillo

Figura 14. Procedimiento de obtencion de AE de tomillo y cardamomo empleado el método de

hidrodestilacion asistida por microondas.

Nota: etapas realizadas para la obtencion de los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Elettaria
cardamomum. Inicialmente se recolectd6 el material vegetal fresco y se procedié a pesar
aproximadamente 200 g, seguido de esto, se traspasé el material vegetal previamente pesado a un
balon fondo redondo de 2000 mL y se le adiciond 1000 mL de agua, luego, se realiz6 el montaje
del balén en el equipo de hidrodestilacion asistida por microondas y se llevo a cabo la obtencion
de la muestra. Finalmente se obtuvo aproximadamente 8 mL de cada aceite esencial y se

almacenardén en frascos ambar.

La caracterizacion quimica de los aceites esenciales se realizO mediante la técnica de

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, esto se llevo a cabo mediante la
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modalidad de servicios técnicos en el Laboratorio CROM-MASS de la Universidad Industrial de
Santander.

Las condiciones que se llevaron a cabo para el andlisis de las muestras de aceites esenciales.
Meétodo acreditado con la ISO/IEC 17025:2005 por el ONAC, con el cédigo de acreditacion 10-
LAB-067: Andlisis de aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-MS); documento normativo: Norma ISO 7609-1985 (E): Essential oils — Analysis by
gas chromatography on capillary columns — general method; empleando como material de
referencia la mezcla certificada de hidrocarburos Cs — C2s (AccuStandard, new haven, CT). La
preparacion de las muestras se realiz6 por dilucion e inyeccion directa de los aceites esenciales al
equipo cromatogréafico. El analisis cromatografico se efectud en un cromatdgrafo de gases AT
6890 Series plus (Agilent technologies, palo alto, California, EE. UU.), acoplado a un detector
selectivo de masas (Agilent technologies, MSD 5975) operado en el modo de barrido completo de
radiofrecuencia (full scan). La columna empleada en el anélisis fue DB-5MS (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE. UU.) [5%-fenil-poli(dimetilsiloxano), 60m x 0,25 mm x 0,25 pum]. La inyeccion
se realizo en modo Split (30:1), Viny= 2 uL.

4.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana de aceites esenciales

La evaluacion de la actividad antibacteriana para los respectivos aceites esenciales frente a
Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans se realizo segun lo establecido en el protocolo
M7-A9 (NCCLS) de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y el protocolo del
Laboratorio de Investigacion y Ciencias Basicas de la Universidad Santo Tomas, Seccional
Bucaramanga (CLSI, 2012). En lafigura 15 se ilustra el procedimiento experimental que se llevd

a cabo para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales en estudio.
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Figura 15. Procedimiento experimental para la determinacion de la actividad antimicrobiana (CIM

y CBM) de los aceites esenciales de tomillo y cardamomo.

Nota: En la figura 15 se explica las gestiones realizadas para la determinacion de la actividad
antimicrobiana de los AE en estudio. 1) preparacion de los medios donde se llevara a cabo el
cultivo de los microorganismos de interés. 2) a partir de la solucion stock de los AE de tomillo y
cardamomo se realizo las diluciones 1:5 y 1:2 de estos AE en una placa de 24 pozos, 3) preparacion
del inoculo, teniendo en cuenta la escalada de McFarland, 4) dilucion seriada 1:2 del medio de
cultivo en placa ELIZA de 96 pozos y determinacidn de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
de los AE, 5) inoculacion de los pozos seleccionados en agares selectivos y no selectivos, 6)

determinacion de la concentracion bactericida minima (CBM) de los AE.

4.3  Microorganismos de interés

Las cepas que se emplearon para la determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales son las siguientes: ATCC 33277 para el microorganismo Porphyromonas gingivalis y
ATCC 25175 para Streptococcus muntans, estas fueron crio preservadas y subcultivadas previo a

los ensayos, esto se ejecutd con el fin de garantizar que todas las cepas a estudiar provinieran del



ESTUDIO QUIMICO Y BIOLOGICO DE LOS ACEITES ESENCIALES 43

mismo lote. Cada microorganismo cuenta con unas condiciones especiales para su crecimiento,

estas condiciones se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de crecimiento y cultivo de las cepas de estudio

Microorganismos ~ ATCC Medio  Atmosfera Tiempo de Temperatura Colonia Coloracion Textura Tincién
de de incubacion  de incubacion

Cultivo  incubacién (°C)

Porphyromo 3327  Agar Anaerob  7-14 dias 37 Esféric  amarillo Lisas Gram

nas 7 sangre  ia: 80% as crema, negativ
gingivalis oAgar N2, 10% después 0:
columbi  CO2y de 4 rosado
a 10% H2 dias
toma
coloraci
on negra
Streptococcu 2517  Agar  Anaerob 24-48 37 Esféric Moradas Esponjos  Gram
s mutans 5 Mitis ia: 95% horas asu as, positiv
Salivari N2y 5% Ovalad mucosas 0:
usy CO2 as y opacas morado
Agar
Sangre

4.4  Evaluacion de aceites esenciales y compuestos de referencia.

4.4.1 Compuestos de referencia. Los compuestos de referencia se seleccionaron
mediante estudios previos y revisiones bibliograficas. Los antimicrobianos que se emplearon
fueron el metronidazol comercial (AMEGIAR, casa comercial: Coasphama S.A.S., Colombia) y

vancomicina (casa: Sigma-Aldrich, 99,9% de pureza, Saint Louis, EE. UU.).

La purificacion del antimicrobiano metronidazol se realizd6 mediante la disolucion de tres
tabletas de 500 mg en 150 mL de acetona, seguido de esto, se agregaron 1,5212 g de carbon

activado y se agitd durante 15 minutos. Una vez obtenida la solucion se procedio a filtrar y
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rotoevaporar con el fin de eliminar el solvente, posteriormente, se cristaliz6 el solido obtenido
afiadiendo 20 mL de n-heptano y dejando la solucién en un bafio de agua-hielo durante 20 minutos.
A continuacion, se filtrd la muestra obtenida y se secd en una mufla a 120°C durante 20 minutos.
Finalmente se pesd la muestra seca obteniendo asi 0,5905 g de metronidazol. (JOVE Science
Education Database.Organic Chemistry. , 2019). Por otra parte, no fue necesario realizar un
procedimiento de purificacion para el compuesto de referencia vancomicina ya que este cuenta

con un 99,9 % de pureza.

La caracterizacion de los compuestos de referencia se llevo a cabo en un espectrofotémetro
infrarrojo de transformada de Fourier (SHIMADZU), modelo IRAffinity-1 (figura 16) con
software IRPrestige-21 y una pastilla de KBr para la realizacion de la mezcla previa de cada

muestra de antimicrobiano. Este equipo se encuentra disponible en el Laboratorio de

Investigaciones Ambientales de la Universidad Santo Tomaés, seccional Bucaramanga.

Figura 16. Espectrofotdmetro infrarrojo de transformada de Fourier (SHIMADZU), modelo
IRAffinity-21.

4.4.2 Determinacion de concentraciones de aceites esenciales y compuestos de
referencia. Los rangos de concentracion que se utilizaron para los aceites esenciales y los
compuestos de referencia se determinaron mediante un proceso de solubilidad entre el aceite
esencial de interés y el solvente dimetilsulfoxido (DMSO 99%) el cual fue ajustado 10 veces la
primera concentracion a evaluar en el ensayo de actividad antimicrobiana, obteniendo asi una
concentracion final de DMSO de 0,38%. Esta concentracion fue menor al 2%, lo cual no genera
ningun riesgo para los microorganismos evaluados. Con respecto a los compuestos de referencia,

la solucion stock se prepar6 diluyendo el antimicrobiano en el medio de cultivo correspondiente.
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Por otra parte, para la evaluacion de las soluciones de los aceites esenciales se prepararon
diluciones 1:2. Los rangos de concentracion que se emplearon para evaluar los aceites esenciales
se tomaron del protocolo establecido por la NCCLS y de revisiones bibliograficas. En la tabla 4 se
presentan los rangos de las concentraciones evaluadas para cada compuesto de referencia y aceite

esencial.

Tabla 4. Concentraciones por evaluar para los aceites esenciales y compuestos de referencia.

Porphyromonas gingivalis Streptococcus mutans
COMPUESTOS CONCENTRACION  CONCENTRACION  CONCENTRACION  CONCENTRACION
INICIAL (ug/mL) FINAL (pg/mL) INICIAL (ug/mL FINAL (pg/mL)
Tomillo 2000 0,98 3000 1,46
Cardamomo 2000 0,98 2000 0,98
Vancomicina - - 512 0,25
Metronidazol 256 0,12 - -

45 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales frente a los
microorganismos patdgenos P. gingivalis y S. mutans, se tuvieron en cuenta las condiciones de

crecimiento de cada uno de estos (tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de crecimiento para la determinacion de la concentracion inhibitoria

minima
Microorganismo Medio de cultivo en Tiempo de Temperatura de
placa ELISA incubacion (h) incubacion (°C)
Streptococcus BHI con 1% de 24-48 37
mutans sacarosa
Porphyromonas BHI 48 37
gingivalis

La evaluacion de la CIM para cada uno de los aceites se realiz6 mediante el método de

microdilucion en placa. Se emplearon placas de ELISA de 96 pozos (figura 17). Esta placa incluye
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pozos para cada aceite esencial, control positivo (50 pL de caldo especifico para cada
microorganismo + 50 pL de in6culo de concentracion 1,5x10® microorganismos/mL), control
negativo (50 pL caldo especifico de cada microorganismo) y compuestos de referencia.
Posteriormente, las placas fueron incubadas teniendo en cuenta las condiciones establecidas en la
tabla 5. Finalmente, se determind la CIM de manera visual iniciando desde el pozo de menor

concentracion.

Aceite
esencial

Compuestos
de referencia

Figura 17. Distribucién de la placa de ELISA de 96 pozos.

Nota: montaje de los aceites esenciales, controles positivo y negativo en una placa de ELISA de
96 pocillos. Disponible en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales de la Universidad Santo

Tomas, Seccional Bucaramanga.

Asi mismo, se determinG la concentracion bactericida minima (CBM), la cual es la
concentracion minima capaz de inducir la muerte in vitro del 99,9% de la poblacion microbiana
inicial. (Andrews, 2001). Para ello se seleccionaron los pozos que se encontraban en el rango
evaluado de la CML. Posterior a esto, se sembraron entre 6 a 8 pozos de cada muestra en agares
selectivos y no selectivos siguiendo los pardmetros establecidos en la NCCLS M7-A9 y
condiciones establecidas en la tabla 3 para cada microorganismo. Finalmente, se realiz0 la lectura
correspondiente de los resultados obtenidos para las placas de menor concentracién de cada
solucion donde no se observd crecimiento bacteriano. Todos los ensayos se realizaron por
triplicados y se validaron a partir de los resultados obtenidos en CIM y CBM de los compuestos

de referencia.
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4.6 Determinacioén de la fitotoxicidad de los aceites esenciales.

4.6.1 Ensayo de toxicidad en Allium cepa. Se escogié una cantidad determinada de
cebollas moradas de tamafio pequefio, teniendo en cuenta que su tamafio fuera similar entre ellas.
Seguido a esto, se les retir6 la primera capa y su base radicular teniendo cuidado de no eliminar
las raices, luego se sumergieron en agua comercial durante 30 minutos. Pasado este tiempo, cada
cebolla se puso en contacto con cada solucién de aceite esencial previamente preparadas de
concentraciones de 1,10,100,1000 y 10000 ppm, control negativo y control positivo. Posterior a
esto, se dejaron en la oscuridad durante un periodo de tiempo de 5 dias, esto con el fin de permitir

un nuevo desarrollo radicular.

Transcurrido este periodo de tiempo, se procedid a determinar la CEso y el porcentaje de
inhibicion del crecimiento de las raices (figura 18), esto se realiz6 mediante la comparacion de la
longitud de las raices en cada concentracion de aceite esencial y las raices que se crecieron en el
control positivo (DMSO) y negativo (Agua comercial).

Figura 18. Crecimiento de las raices al trascurrir los 7 dias de contacto con los aceites esenciales

y controles.
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Finalmente, se determinaron las Aberraciones Cromosémicas y se calculd del indice Mitético
(IM) de los aceites esenciales mediante el siguiente procedimiento. Se corté el &pice de las raices
que midieron menos de 2,5 cm que surgieron en los bulbos de cebolla expuestos a cada
concentracion evaluada. Los apices se expusieron a una solucion de HCI 6N por 25 minutos, con
el fin de romper la pared celular. Posteriormente, se realizaron tres lavados con agua comercial y
se sumergieron en aceto-orceina durante 20 minutos. Esto permitio observar los cromosomas en
las distintas fases del ciclo mitdtico. Una vez transcurrido el tiempo de exposicion con el colorante,
se depositaron los apices sobre una ld&mina porta objetos, una gota de colorante, se cubrié con una
lamina cubre objetos y se ejercio presion sobre esta con el objetivo de que el tejido se expandiera
sobre la lamina porta objetos. A continuacién, se observé en el microscopio (OLUMPUS CX24,
modelo CX23LEDRFS2) con un objetivo de 40x identificando las fases de la division celular.
(Hister, Laughinghouse, Da Silva, Do Canto Dorow, & Tedesco, 2009). Por ultimo, se calculo el
indice mitotico aplicando la ecuacion 2y se identificaron las aberraciones cromosomicas presentes

en las etapas mitoticas (ecuacion 3).

Ecuacion 2. indice mitético.

Numero de células en division
IM = ~ - x* 100
Numero total de células

Ecuacién 3. Céalculo de Aberraciones cromosémicas

Numero total de abrreaciones celulares
% AC =

Numero total de células en division

4.6.2 Ensayo de toxicidad con semillas. Se seleccionaron aproximadamente seis cajas
de Petri y se adicionaron en cada una de ellas 20 semillas de Brassica oleracea (Envasado y
Comercializado por ANASAC S.A.C.e.l. Chile. Importado por Semillas Arroyave S.A.S.
Resolucion ICA N° 003573 del 12 de agosto del 2013. Distribuido por ANASAC Colombia Ltda.
Lote 6003CIN10) (figura 19) sobre un papel de filtro. Seguido a esto, se procedié agregar
aproximadamente 2 mL de las soluciones de los aceites esenciales previamente preparadas a una

concentracion definida (1,10,100 y 1000 ppm), a continuacion, se sellaron con vinilpex y papel
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aluminio y se colocaron en un sitio fresco (20 + 2°C) y a oscuras durante un periodo de tiempo de
5 dias.

L

Semillas de Repollo Semillas de Tomate

Figura 19. Montaje y semillas empleadas para la determinacion de fitotoxicidad de los aceites
esenciales de tomillo y cardamomo.

Trascurrido este tiempo, se procedié a determinar el porcentaje de crecimiento de las raices y
embriones de las semillas mediante la medicién de la longitud de las raices y los embriones en
cada concentracion evaluada y en el control negativo. Una vez obtenidos los resultados se
establecio la CEso. Este procedimiento se realizo de igual manera para las semillas de

Lycopersicon esculentum.
5 Consideraciones Eticas

De acuerdo con lo descrito en el titulo 1V, capitulo I de la resolucién 8430 de 1993 con respecto a
la investigacion con microorganismos patdgenos o material bioldgico que pueda contenerlos, se
garantiza que la Universidad Santo Tomas cuenta con laboratorios de seguridad microbiolégica y
cumple a cabalidad con lo establecido en el articulo 63, es decir, el laboratorio debe contar con
instalaciones y equipos adecuados y normas técnicas que garantizan la correcta manipulacion de

los microorganismos. El proyecto debera seguir el protocolo sefialado en el articulo 67
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denominado “National committe For Clinical Laboratory Standars”, (NCCLS). De acuerdo con
lo establecido en este articulo, se verificara el riesgo que presentan los microorganismos para los

investigadores y para el personal en general.

6 Analisis y Resultados

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos en la parte experimental del trabajo de grado;
“Estudio de la composicion quimica y actividad bioldgica de aceites esenciales de Cardamomo

(Elettaria cardamomum) y Tomillo (Thymus vulgaris) y su respectivo analisis”.

6.1 Obtencion y caracterizacion de aceites esenciales de Elettaria cardamomum vy
Thymus vulgaris

La obtencion del aceite esencial de tomillo se realizd mediante la técnica de hidrodestilacion
asistida por microondas. EI porcentaje de rendimiento de AE de la planta de tomillo obtenido
experimentalmente fue de 0,256%. Al comparar este resultado con el porcentaje de rendimiento
reportado en la literatura (0,2%), se determind que el AE de tomillo obtenido experimentalmente
presenta un porcentaje de rendimiento similar al establecido por Lépez Ambrocio, Delgadillo

Martinez y Ruiz Posadas en 2015. (L6pez Ambrocio, Delgadillo Martinez, & Ruiz Posadas, 2015).

Por otra parte, para la obtencién del aceite de cardamomo se empled el método de destilacion
por arrastre de vapor (CENIVAM), bajo las siguientes condiciones experimentales: Presion de
caldera: 80 psi, temperatura del destilador 96-98°C, flujo del condensador: 800 mL/min, tiempo
de destilacion 90 minutos, densidad de empaquetamiento del material vegetal: 230 kg/m3. Los
compuestos mayoritarios presentes en el AE de tomillo, se presenta en la tabla 6. Estos se

identificaron empleando la técnica analitica GC-MS.
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Tabla 6. Composicion quimica del aceite esencial de tomillo determinado mediante GC-MS

Cantidad relativa, %

Tr,min Identificacion tentativa 988833-04-Al
Tomillo
9,95 Metilbutanoato de metilo 0,3
16,44 1,7,7-Trimetiltriciclo[2.2.1.0,2,6] heptano (Tricicleno) 0,1
16,56 a-Tujeno 2,1
16,93 a-Pineno 1,6
17,70 Canfeno 1,3
18,88 Octenol 1,6
18,93 B-Pineno 0,5
19,11 Octanona 0,1
19,31 B-Mirceno 2,2
19,60 Octanol 0,3
20,14 a-Felandreno 0,3
20,25 A3-Careno 0,2
20,62 a-Terpineno 3,0
21,07 p-Cimeno 20,2
21,22 Limoneno 0,9
21,37 1,8-Cineol 2,0
21,76 trans-p-Ocimeno <0,1
22,45 v-Terpineno 10,5
22,90 cis-Hidrato de sabineno 1,6
23,14 Nonenol 0,1
23,49 Terpinoleno 0,3
23,67 p-Cimeneno 0,1
24,03 Linalol 54
24,18 trans-Hidrato de sabineno 0,7
25,11 cis-p-Menth-2-en-1-ol 0,1
26,12 Alcanfor 0,7
26,21 Borneol 0,4
27,09 endo-Borneol 2,7
27,25 Butanoato de hexenilo 0,1
27,35 Terpinen-4-ol 1,4
27,85 a-Terpineol 0,1
27,95 Compuesto NI,m/z (%):136 (39), 121 (50), 93 (61), 81 (41), 59 (100), 43 (34) 0,4
28,10 trans-Dihidrocarvona 0,2
29,01 Timol metil éter 1,9
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Continuacion Tabla 6

29,37
29,90
31,34
31,56
33,26
34,49
34,62
34,74
35,10
36,49
36,76

37,09
37,18
37,67
37,84
38,12
38,20
38,35
38,49
38,79
38,94
39,13
39,46
39,55
39,69
40,16
40,29
40,41
41,67
42,51
42,80
43,20

Carvacrol metil éter
Geraniol
Timol
Carvacrol
Acetato de timilo
Ylangeno
Propionato de isobornilo
a-Copaeno
-Bourboneno
trans-p-Cariofileno
Compuestos NI, m/z (%): M* 204 (2), 189 (1), 166 (35),151 (100), 133
(28),119 (7), 105 (31), 91 (13), 77 (16)
Aromandendreno
trans-p-Farneseno
a-Humuleno
y-Muuroleno
Cadina-1(6),4-dieno
v-Amorfeno
d-Amorfeno
Gemacreno D
Eremofileno
a-Muuroleno
B-Bisaboleno
y-Cadineno
B-Cadineno
Calameneno
a-Cadineno
p-Cimen-2,5-diol
Butanoato de geranilo
Oxido de Cariofileno
epi-Cubenol
v-Eudesmol
a-epi-Cadinol

1,6
0,3
21,2
2,3
0,1
0,1
0,1
0,1
0,2
53
0,6

<01
<01
0,5
0,1
<01
0,4
<01
0,1
0,1
0,2
0,2
0,5
0,5
0,1
<01
0,1
<01
1,0
0,1
0,1
0,1
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Nota: datos analizados por el Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas, CROM-
MASS, de la Universidad Industrial de Santander.
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De acuerdo con la informacion de la anterior tabla, los compuestos mayoritarios del aceite
esencial de Thymus vulgaris son timol (21,2%), p-cimeno (20,2%) y y-terpineno (10,5%). Asi
mismo, el AE de tomillo cuenta con una gran variedad de compuestos, los cuales se encuentran en
menor concentracion, los cuales, pueden generar un efecto sinérgico, aumentando asi la actividad
antimicrobiana del aceite esencial. Algunos de estos son: a-Pineno, limoneno 1,8-cineol, linalool,
borneol, geraniol y carvacrol. (Abdulrahman khazim , Md Tanwir, Ahmed Abdullah, &

Mohammend Salim, 2017). El respectivo perfil cromatdgrafico se presenta en la figura 20.
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Figura 20. Corriente idnica total reconstruida del AE de tomillo analizada por GC-MS operado

en el modo full scan.

La figura 21 muestra la fragmentacion propuesta para timol, componente en mayor proporcion
del AE de tomillo. El espectro de GC-MS de este compuesto presenta el pico del ion molecular a
un m/Z=150. Este al perder el radical hidroxilo, se genera el catiébn con m/Z= 135. A partir de este
catién se obtiene la molécula con m/Z= 91, debido a la ausencia de un radical isopropilo.
Finalmente, el ion molecular al perder un radical isopropilo y al darse un reordenamiento en el

anillo aromatico, se forma el cation m/Z=115
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Espectro de masas para el compuesto mayoritario timol presente en el AE de tomillo

La figura 22 presenta la fragmentacion propuesta para p-cimeno. De acuerdo con los picos méas

intensos en el cromatograma, se propone el ion molecular a un m/Z=134, por la pérdida del radical

metilo se deriva el pico con m/Z=119. Finalmente, el ion molecular al perder el radical isopropilo

(-CsHy) se obtiene el cation con m/Z=91.
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Figura 22. Espectro de masas para el compuesto mayoritario p-cimeno presente en el AE de

tomillo.
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En la figura 23 se observa la fragmentacion propuesta para el compuesto mayoritario y-
terpineno. Presenta su ion molecular a m/Z=136. Debido a la separacion del radical metilo (-CHs)
se obtuvo un ion con m/Z=121, asi mismo, dada la ruptura de radicales alquilicos, se derivan los
cationes con m/Z=105, m/Z=93 y m/Z=T17.
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Figura 23. Espectro de masas para el compuesto mayoritario Y-terpineno presente en el AE de

tomillo

A continuacion, se muestran los compuestos mayoritarios presentes en el AE de cardamomo
(tabla 7). Estos se identificaron mediante GC-MS.

Con relacion a la tabla 7, se establecié que los compuestos mayoritarios presentes en el AE de
cardamomo son acetato de a-terpinilo (40%), 1,8-cineol (10,5%), acetato de linalilo (10,3) y
linalool (8,0 %). Asi mismo, este aceite esencial cuenta con una diversidad de compuestos, que se
presentan a una menor concentracion y que a su vez cuentan con propiedades bioldgicas como lo
es la actividad antimicrobiana. Algunos de los compuestos minoritarios que muestran esta
propiedad bioldgica son a-pineno, sabineno, limoneno, y-Terpineno, terpinen-4-ol, nerol, y
geraniol, entre otros. (Duke, Dr. Duke's Phytochemical and Ethnobotanical Databases, 2019). El
perfil cromatografico del aceite esencial de cardamomo obtenido por GC-MS operando en el modo

full scan se presenta en la figura 24.
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Tabla 7.Composicion quimica del aceite esencial de cardamomo determinados mediante GC-MS

Cantidad relativa, %

Tr,min Identificacion tentativa 988833-05-Al
Cardamomo
16,52 a-Tujeno 0,1
16,90 a-Pineno 0,6
18,65 Sabineno 1,2
18,92 B-Pineno 0,2
19,04 6-Metil-5-hepten-2-ona 0,1
19,28 B-Mirceno 0,8
19,89 Octanal 0,1
20,57 a-Terpineno 0,2
20,91 p-Cimeno 0,6
21,15 Limoneno 1,7
21,36 1,8-Cineol 10,5
21,72 trans-p-Ocimeno 0,1
22,31 y-Terpineno 0,5
22,83 cis-Hidrato de sabineno 0,4
23,46 Terpinoleno 0,3
24,02 Linalool 8,0
24,13 trans-Hidrato de sabineno 0,3
24,46 4,8-dimetil-1,3,7-Nonatrieno 0,1
25,08 cis-p-Menth-2-en-1-ol 0,2
25,78 trans-p-Menth-2-en-1-ol 0,2
26,90 8-Terpineol 0,4
27,04 endo-Borneol 0,2
27,35 Terpinen-4-ol 3,6
27,51 p-Cimen-8-ol 0,2
27,68 cis-Decenal 0,1
27,92 a-Terpineol 7,6
28,34 trans-Piperitol 0,2
28,69 cis-Carveol 0,1
28,79 Nerol 0,2
29,32 Neral 0,6
29,71 Acetato de linalilo 10,3
29,76 Geraniol 1,0
30,37 Geranial 0,8
31,45 Acetato de tujilo 0,2
32,10 Acetato de d-terpinilo 0,6
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Continuacion Tabla 7

32,26
33,60
34,41
36,45
36,56

36,62
37,42
38,49
38,61
38,79
38,98
39,20
39,46
40,68
40,78
41,00
43,95
45,41
47,36

51,17
53,98

Metil-dimetil-octadienoato
Acetato de a-terpinilo
Acetato de geranilo
trans-g-Cariofileno
a-Acetato de (1R,4R)-2-ciclohexeno-1-metanol,4-hidroxi-a,a,4-
trimetilo
Propionato de terpenilo
Aromandendreno
Germacreno D
Aristolecheno
Eremofileno
a-Selineno
B-Bisaboleno
v-Cadineno
trans-Nerolidol
8-Acetoxi-1-p-menten-6-ona
(E,E)-4,8,12-Trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno
Intermedeol
trans,trans-Farnesal
2-((1S,4aS,8aS)-5,5,8a-Trimetil-2-metilenedecahidronaftalen-1-
il)acetaldehido (Ambrial)
(E)-15,16-Dinorlabda-8(17),11-dien-13-ona
3-((E)-2-((1S,4aS,8aS)-5,5,8a-Trimetil-2-metilenedeca
hidronaftalen-1-il)vinil)furano (Coronarin E)

0,2
40,0
0,4
0,1
0,1

0,3
0,2
0,1
0,2
0,4
0,2
0,3
0,5
3,2
0,5
0,5
0,1
<01
0,1

0,2
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Nota: datos analizados por el Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas, CROM-
MASS, de la Universidad Industrial de Santander.
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Figura 24. Corriente ionica total reconstruida del AE de cardamomo analizado por GC-MS
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operado en el modo full scan.

A continuacion, en la figura 25 se presenta el espectro de masas para 1,8-cineol (eucaliptol).
Este presenta un ion molecular con m/Z=154, al darse la ruptura de un radical metilo, se forma el
cation m/Z=139. Debido a la pérdida de oxigeno que conforma el éter y un radical metilo, se
obtiene los iones con m/Z=108 y m/Z=93. Este Gltimo ion presenta un reordenamiento en sus

carbonos, dando asi un catién con m/Z=81. Por ultimo, su pico base presenta un m/z=43, debido a

la ruptura y reordenamiento de los carbonos a con respeto al oxigeno.
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Figura 25. Espectro de masas del copuestol,8-cineol (eucaliptol) presente en el aceite esencial de

cardamomo.
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En la figura 26 se presenta el espectro de masas y la fragmentacion sugerida para el compuesto
mayoritario linalool presente en el AE de cardamomo, presenta su ion molecular con m/Z=154. A
causa de la ruptura de los radicales metilo, hidroxilo e hidrégeno, y al reordenamiento que se da
en los enlaces del carbono se genera un ion con m/Z=93. Por otro lado, el ion molecular presenta
una separacion de un radical alquilico obteniendo asi el pico base con m/Z=71. De este pico se
originan dos cationes, el primero con m/Z=55 formado a partir de la separacion de un radical metilo
y la transposicion del hidrogeno del grupo hidroxilo. El segundo cation con m/Z=43 se da por el
reordenamiento de los enlaces del carbono, la pérdida del radical hidroxilo y metilo.
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Figura 26. Espectro de masas del linalool presente en el aceite esencial de cardamomo

La figura 27 muestra el espectro de masas y la fragmentacion propuesta para el compuesto
acetato de linalilo. Su ion molecular se encuentra a un m/Z=196. Gracias a la ruptura del grupo
éster, se obtuvo un catién con m/Z=121. Debido a la pérdida del grupo vinil y la separacion del
enlace C-H, se deriva un cation con m/Z=93 que a su vez es el pico base, y un catién con m/Z=80.

Por altimo, debido al reordenamiento y ruptura del enlace C-O, se observa un pico con m/Z=43.
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Figura 27. Espectro de masas del acetato de linalilo presente en el aceite esencial de cardamomo.

La figura 28 presenta el espectro de masas y la fragmentacion sugerida para el compuesto de

acetato de o terpinilo. Este presenta un ion molecular con m/Z=196. De este resultan los cationes

con m/Z=43 por la pérdida de radicales metilo y el anillo aromatico y m/Z=136 dada la ruptura del

grupo éster. A partir de este ultimo cation se obtiene un ion con m/Z= 121 que a su vez es el pico

base, por el rompimiento del radical metilo. Por la separacién de un radical en el ion del pico base,

se formo un catién con m/Z=93.
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Figura 28. Espectro de masas del acetato de a terpinilo presente en el aceite esencial de

cardamomo.
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6.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de tomillo y

cardamomo

6.2.1 Evaluacion de los compuestos de referencia. Para validar la pureza de los
compuestos de referencia Vancomicina y Metronidazol se emple6 la espectroscopia de infrarrojo.
En la figura 29 se presenta el espectro infrarrojo caracteristico del compuesto de referencia
vancomicina. En este se observa una banda ancha de absorcion distintiva de la vibracion de tension
del O-H en laregion de 3277-3527 cm™ debido a la presencia de los grupos hidroxilos y carboxilos
en la molécula de vancomicina. De igual manera, se encuentra una banda entre 2899-2931 cm*
debidas a las vibraciones de tension del C-H del anillo aromatico, ademas, estos picos débiles se

asocian a las vibraciones de tension asimétricas y simétricas del grupo metilo.

En la regién comprendida de 1800 a 2400 cm, se hayan bandas correlacionadas caracteristicas
de las sustituciones del anillo del benceno. En el area comprendida entre 1687-1774 cm™ se
observan dos bandas propias del grupo amidico debidas a la interaccion y vibraciones de tension
del grupo carbonilo presente en la amida, asi mismo, la region de 1608 cm™ es caracteristica de la
flexion fuerte en el plano de N-H. Por otra parte, en la zona de 1498 cm™ se observa una banda de
absorcion atribuida a la vibracion de tension del C=C del anillo aromatico. En 1261 cm se observa
una banda de absorcion asociada a la vibracion de tension asimétrica del C-O-C. En la region
ubicada entre 1076-1116 cm™ se presentan unos picos caracteristicos de la vibracion de tension
del C-N. Por ultimo, entre 763 y 773 cm™ se observa una frecuencia de la absorcion de tension del
C-Cl.
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Figura 29. Espectro IR del compuesto de referencia vancomicina

En la figura 30 se observa el espectro infrarrojo del compuesto de referencia metronidazol. En
este se observa dos bandas de absorcidn caracteristicas de la presencia de un grupo hidroxilo del
alcohol correspondiente a la molécula en estudio. La primera banda de absorcion distintiva de la
vibracion de tension del O-H se encuentra en la region de 3215 cm™. La segunda banda de
absorcion se observa en la region de 1338 cm™ asociada a la vibracion de flexion del O-H. En la
frecuencia de 3018 cm™ se encuentra una banda caracteristica de la vibracion de tension del =C-

H del anillo aromatico.

En la region comprendida de 2848-2920 cm™ se haya un doblete debido a las vibraciones de
tension asimétricas y simétrica del C-H, independiente del tamafio de la molécula. En 1371 cm™
se observa una banda de absorcion asociada a la deformacion simétrica del C-H, también en el
area comprendida entre 1431-1471cm™ se observan dos bandas propias de una vibracion de flexion
asimétrica del metilo. La region de 1537 cm™ es caracteristica de una banda de tension asimétrica
del -N=0 de un nitrocompuesto. Por otra parte, en la zona de 1265 y 1186 cm™ se observa una
banda de absorcién propia de un doblete debido al caracter de doble enlace del C-N cuando esta

conjugado con el par de electrones del atomo de nitrogeno en el anillo aromatico. Por altimo, en
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la region ubicada en 1074 cm™ se observa una banda de absorcion propia de una vibracion de

tension simétrica del C-O de alcoholes.
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Figura 30. Espectro IR del compuesto de referencia metronidazol

6.2.2 Evaluacion de la concentracion inhibitoria y bactericida minima de aceites
esenciales. A continuacion, se presentan en la tabla 8 los resultados obtenidos en la evaluacion in
vitro de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Elettaria

cardamomum frente a los microorganismos Porphyromonas gingivalis. y Streptococcus mutans.

Conforme a los resultados presentados en la tabla 8, se establece que el microorganismo
Porphyromonas gingivalis mostré sensibilidad frente a los aceites esenciales de tomillo y
cardamomo, siendo el AE de tomillo quien presentd una mayor actividad antimicrobiana. Esto se
puede concluir debido a que el AE de tomillo mostré una CIM de 250 pg*mL?* y CBM de 500
ug*mL?! frente al microorganismo, mientras que el AE de cardamomo present6 una CIM de 500-

1000 pg*mLty CBM de 500.
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Tabla 8. Datos obtenidos de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
de Thymus vulgaris y Elettaria cardamomum y compuesto de referencia frente a Porphyromonas
gingivalis y Streptococcus mutans.

Aceite esencial y Porphyromonas gingivalis Streptococcus mutans.

compuesto de
. CIM (ug*mL™) CBM (ug*mL™) CIM (ug*mL™) CBM (ug*mL™)
referencia

Thymus vulgaris
(Tomillo)
Elettaria
cardamomum 500-1000 500 >2000 >2000
(Cardamomao)
Metronidazol 256 128 - -

Vancomicina - - 4-8 2-4

250 500 500-1000 1000

Nota: CIM (concentracion inhibitoria minima), CBM (concentracion bactericida minima).

Ahora bien, al contrastar los resultados obtenidos experimentalmente con los datos alcanzados
por los investigadores Fani & Kohanteb en 2017, se determin6 que el AE de tomillo obtenido
experimentalmente ejercié un potencial antimicrobiano frente a P.gingivalis similar al reportado
en la literatura, esto se puede comprobar mediante el resultado de la CIM, para el que los autores

reportaron una CIM de 16-256 pg/mL y en nuestro caso se presenta un valor de 250 pug/mL.

La relacion entre la actividad antimicrobiana presentada por el AE de tomillo y su composicion
quimica, muestra que su potencial puede deberse a la presencia de compuestos como timol,
compuesto mayoritario de naturaleza fendlica, el cual ha sido reportado como potente agente
antimicrobiano, capaz de desintegrar la membrana externa de las bacterias, ya que se une a las
membrana bacteriana de forma hidrofdbica, lo cual genera perturbaciones en la membrana,
incrementado asi la permeabilidad, que conlleva a la pérdida de iones de potasio y ATP intracelular
causando finalmente la muerte celular (Lopez Ambrocio, Ruiz Posada, & Delgadillo Martinez,
2016).
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En cuanto al AE de Cardamomo, se determino que presenta un efecto antimicrobiano frente al
microorganismo  Porphyromonas gingivalis, sin embargo, los resultados obtenidos
experimentalmente no se pudieron comparar con estudios previos en la literatura, debido a que no
se ha reportado investigaciones de la actividad antimicrobiana de este aceite esencial frente al
microorganismo en estudio. El efecto antimicrobiano de este aceite puede deberse a la presencia
de compuestos mayoritarios tales como acetato de o-terpinilo y la interaccion sinérgica de los
compuestos minoritarios a-pineno, sabineno, limoneno, 1,8-cineol, y-terpineno, linalol, terpinen-

4-ol, nerol, neral, geraniol y geranial.

En cuanto a la concentracion inhibitoria minima del compuesto de referencia metronidazol, se
establecié una CIM de 256 ug*mL™. En literatura se encuentra reportada una CIM (0,016-256
pg/mL) (Jaramillo Echeverri, y otros, 2008), la cual coincide con el valor experimental encontrado
lo que ayuda a validar el experimento. El metronidazol se emplea como compuesto de referencia
para tratar las afectaciones de P.gingivalis. sin embargo, su CIM no esta estandarizada, por esta

razon se encuentra un amplio rango de la actividad antimicrobiana.

Por otra parte, los resultados reportados en la tabla 8, se determind que el microorganismo
Streptococcus mutans es susceptible al AE de Thymus vulgaris, en tanto que, el AE de Elettaria
cardamomum, no presentd actividad antimicrobiana (CIM y CBM) para este microorganismo en

las concentraciones evaluadas.

En la tabla 8 se presenta una CIM para el aceite esencial de tomillo de 500-100 pg*mL™*y CBM
de 1000 pg*mL™ frente S. mutans. Schétt, G y otros en 2017, reportaron un valor de CIM 750
ug*mL? lo cual nos indica que este aceite presenta un efecto antimicrobiano. Dicha actividad
puede estar relacionada con la presencia de compuestos con potencial antimicrobiano como por
ejemplo a-pineno, limoneno, 1,8-cineol, linalol, borneol y geraniol, entre otros. (Duke, Dr. Duke's

Phytochemical and Ethnobotanical Databases, 2019)

Por otro lado, el AE esencial de cardamomo no ejerce actividad antimicrobiana frente S. mutans,

debido a que presenta una CIM y CBM superior a 2000 pg*mL*. Este resultado no puede ser
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comparado con otros estudios debido a que no se registran investigaciones previas. Sin embargo,
si se analiza la composicion quimica de este aceite podria considerarse como un potencial
antimicrobiano debido a la presencia de compuestos como el a-terpinilo, 1,8-cineol, acetato de
linalilo, linalol y a-terpineol, reportados con esta actividad biolégica.

En cuanto a los resultados obtenidos para el compuesto de referencia vancomicina, se establecio
que la CIM alcanzada experimentalmente (4-8 pg*mL™), se encuentra en el rango de la CIM
registrada por el CLSI, donde se determind una CIM >4 ug*mLpara el microorganismo S.mutans.

(Cavalieri, y otros, 2005)

6.3 Determinacion de la fitotoxicidad de los aceites esenciales

6.3.1 Evaluacion de la toxicidad aguada de los AE en estudio. La evaluacion de la
toxicidad aguda empleando semillas de tomate, repollo y bulbos de cebollas, es una prueba estatica
de toxicidad que dura aproximadamente unas 120 horas de exposicion, en las cuales se pueden
determinar los procesos fisiologicos en los que la presencia de una sustancia pura o mezcla
compleja como los aceites esenciales pueden inferir en el desarrollo y crecimiento normal de la

planta. (Rodriguez Romero, y otros, 2014).

La valoracion de los efectos en la elongacion de la radicula y del hipocétilo de las plantulas se
llevé a cabo mediante la ponderacion de los efectos tdxicos que generan los compuestos volatiles
presentes en los aceites esenciales, a niveles de concentracion bajos que no poseen la concentracion
necesaria para inhibir el crecimiento, pero sin embargo inhiben los procesos de elongacién de la
radicula o del hipocotilo, esto se puede observar en las figuras 31y 32. Los datos de las mediciones
de la elongacion de la radicula o del hipocétilo tanto para las semillas de tomate y repollo como
para los bulbos de cebolla (tabla 9) permitieron establecer la CEso de los aceites esenciales de

tomillo y cardamomo.
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Figura 31. Crecimiento de raiz e hipocétilo en los bioindicadores a) repollo y b) tomate luego de
transcurrir las 120 horas de exposicion en diferentes concentraciones de AE.
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Figura 32. Crecimiento de la raiz en el bioindicador Allium cepa luego de estar en contacto con

los aceites esenciales a) tomillo y b) cardamomo.

En la tabla 9, se presentan los valores de CEso para los AE de tomillo y cardamomo, los cuales
fueron superiores a las concentraciones evaluadas (1, 10, 100 y 1000 pg*mL?) frente a los
bioindicadores utilizados (semillas de tomate, repollo y bulbos de cebollas). Esto permite concluir
que las concentraciones evaluadas de AE de tomillo y cardamomo no generaron un efecto

toxicoldgico, debido a que los niveles de concentracion evaluadas no presentan valores capaces de
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inhibir en un 50% el proceso de elongacion de la radicula y del hipocotilo de las semillas de repollo
y tomate. Los resultados obtenidos de las pruebas de toxicidad aguda realizados en semillas son
representativos ya que permite estimar el posible riesgo ecoldgico asociado a la exposicién de los

aceites esenciales evaluados.

Tabla 9. Evaluacion de la fitotoxicidad de los aceites esenciales de tomillo y cardamomo.

Bioindicador CEso (ug*mL™) del AE CEso (ug*mL1) del AE
Tomillo Cardamomo
Brassica oleracea Embrion >1000 >1000
Raiz >1000 >1000
Lycopersicon esculentum. Embrion >1000 >1000
Raiz >1000 >1000
Allium cepa Raiz 415,35 743,16

Por otra parte, en la determinacién de la toxicidad aguda empleando como bioindicador los
bulbos de cebolla se evidencid un retardo o inhibicion en el proceso de elongacion de la radicula,
causada por la inhibicién de division celular de los meristemas radiculares, lo que puede ocasionar
el retardo del proceso de mitosis o destruccion de las células, generando asi un impedimento en el
crecimiento normal de laraiz y, por lo tanto su elongacion. (Restrepo Manrique, Ortiz Villamizar,
& Reyes Quesada, 2011). Como se muestra en la figura 32, para Allium cepa, hay una total
inhibicion de germinacion de la raiz en la concentracion 1000 pg*mL™ de AE, lo que indica que

a esta concentracion el aceite esencial de tomillo y cardamomo es toxico para esta especie.

Se evaluo la concentracion de AE en la cual se presenta el 50% de inhibicion en el crecimiento
de la raiz de Allium cepa con respecto a los valores obtenidos en el control positivo (DMSO), para

lo cual, se realiz6 una curva de dosis — respuesta (figura 33).
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Figura 33. Curva de Dosis-Respuesta de aceites esenciales de tomillo y cardamomo frente al
bioindicador Allium cepa.

En la tabla 9, se presentan los valores de concentracion de AE de tomillo y cardamomo donde
se evidencio la inhibicion en el proceso de elongacion de la raiz, para los CEso de 415,35 pg*mL-
1y CEsode 743,16 pg*mL* respectivamente. De acuerdo con lo anterior, se pudo determinar que
el crecimiento del sistema radicular de los bulbos de cebolla presenta una mayor sensibilidad al
AE de tomillo, ya que necesita un nivel de concentracion mas bajo que el AE de cardamomo para

inhibir en un 50% el crecimiento de las raices de este bioindicador.

6.3.2 Evaluacion de genotoxicidad de AE de tomillo y cardamomo. Una evaluacion
de respuesta adicional al utilizar los bulbos de cebolla como bioindicadores es la determinacion de
las fases mitoticas. En la tabla 10 y en las figuras 34 y 35, se muestran los resultados obtenidos de
indice mitotico (%IM) y aberraciones cromosomicas (%AC) en las células meristematicas de la

raiz de Allium cepa a un rango de concentracion establecido (1, 10, 100 y 1000 pg*mL™).

De acuerdo con la figura 34, se determind que los AE de tomillo y cardamomo causaron
alteraciones inhibitorias en comparacién con el control negativo, estas son derivadas de las
sustancias quimicas presentes en los AE. No obstante, la disminucion del proceso de divisién
celular puede estar asociada al efecto sinérgico que tiene el DMSO con cada uno de los aceites
esenciales, debido a que se ha reportado que algunos compuestos quimicos presentes en los AE

muestran actividad genotoxica frente a células eucariotas como es el caso de 1,8-cienol. Ademas,
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al comparar los resultados obtenidos, se observé que mientras la concentracion del aceite evaluado
se aumentaba, su % IM disminuia, indicando un bloqueo de la funcion mitética, lo cual genera la

inhibicién de la division celular.

Ahora bien, para el aceite esencial de tomillo, se determind una mayor accion inhibitoria, ya
que como se observa en el grafico los % IM obtenidos para este AE son menores en comparacion
con los valores conseguidos para el AE de cardamomo a las concentraciones evaluadas. De modo
que, se puede concluir que los AE tienen accion inhibitoria de la funcién mitdtica en las células de
las cebollas, debido a que la concentracion mas baja evaluada para cada aceite esencial (1 pg*mL"
1) presentd un efecto inhibitorio de la division celular. Asi mismo, los aceites esenciales evaluados
a una concentracion de 1000 pg*mL™ bloguearon totalmente el proceso mitdtico (% IM=0), lo
cual indica una accion toxica en las células meristematicas de la raiz de la cebolla. Este resultado
se establecio teniendo en cuenta el crecimiento de las raices, el cual no se observd a esta

concentracion.
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Tomillo 36 25 17 0 28 52
Cardamomo 40 31 20 0

Figura 34. indice mitético de las diferentes soluciones de AE de tomillo y cardamomo frente al

bioindicador Allium cepa

Nota: C+(DMSO al 0,38%) y C- (agua comercial marca cristal)

Por otra parte, se establecio que los AE de tomillo y cardamomo presentaron un efecto

genotoxico como lo muestra la figura 35, en la cual se presenta una tendencia: mientras se aumento
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la concentracion de los AE evaluados, asi mismo, aumentd el nimero de aberraciones
cromosomicas en las células, por lo que se determind que el AE de tomillo presenta un efecto
genotoxico mayor sobre las células de cebolla a comparacion del AE de cardamomo. Esto se
manifiesta a medida que aumenta la concentracion del AE evaluado, se encuentran con mayor
frecuencia aberraciones cromosdmicas. Las células que estuvieron en contacto con el AE de

tomillo mostraron méas malformaciones cromosomicas que el aceite de cardamomo.
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Figura 35. Porcentaje de aberraciones cromosémicas causadas por los aceites esenciales evaluados

a las células de cebolla.

Este resultado corrobora la accidon antimicrobiana que presenta el aceite esencial de tomillo
frente a los microorganismos en estudio, debido a que este AE cuenta con compuestos fendlicos
gue son excelentes agentes antimicrobianos, capaces de causar dafios y perturbaciones que
conllevan a la muerte celular en el caso de las bacterias y una accion genotoxica en las células

meristematicas de la radicula en los bulbos de cebolla.

Por otra parte, al analizar las malformaciones genéticas se determind que los aceites esenciales
tienen acciones aneugeénicas y clastogénicas. La accion aneugénica actla a nivel de estructuras
celulares y moleculares impidiendo asi la fijacion de las fibras del hueso mitético, lo cual ocasiona

el desplazamiento de cromosomas en el anafase o pérdidas de cromosomas (puente), mientras que
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la accion clastogénica modifica la estructura cromosémica de la célula (cromosomas vagabundos
y cromosomas pegajosos) (Restrepo Manrique, Ortiz Villamizar, & Reyes Quesada, 2011). Las
aberraciones cromosomicas presentes en las células de cebollas expuestas a los aceites evaluados

se encuentran en la tabla 10.

Tabla 10. Aberraciones cromosomicas presentes en las células de cebollas expuestas a los aceites

esenciales de tomillo y carda momo, y al DMSO

Aceite esencial Imagen observada Aberracion cromosomica

Tomillo
v .

W i
€

Metafase pegajosa

Cromosoma vagabundo en anafase

Puente en anafase

.
-
~

Continuacion tabla 10

Cardamomo Metafase pegajosa

Cromosoma vagabundo en anafase
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7  Conclusiones

e Se obtuvo el aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) mediante el método destilativo
hidrodestilacion asistida por microondas con un rendimiento de 0,256%. Los compuestos
mayoritarios de los aceites esenciales fueron timol (21,2%), p-cimeno (20,2%), y-terpineno
(10,5%) vy linalol (5,4%) para este AE. En el caso del AE de cardamomo, los compuestos mas
abundantes identificados fueron acetato de a-terpinilo (40%), 1,8-cineol (10,5%), acetato de
linalilo (10,3), linalol (8,0 %) y a-terpineol (7,6%).

e El aceite esencial de tomillo mostro actividad antimicrobiana frente a los microorganismos
P. gingivalis y S. mutans para los cuales se establecieron CIM 250 pg*mL*y 500-1000 pg*mL?
respectivamente. Asi mismo, el aceite esencial de cardamomo presenté actividad frente al
patdgeno oral P. gingivalis con una CIM 500-1000 pg*mL*. Sin embargo, no present6 actividad

antimicrobiana para S. mutans a las concentraciones evaluadas de este aceite esencial. Esto
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evidencia una mayor accién antimicrobiana por parte del AE de tomillo con respecto al AE de
cardamomao.

e Laprueba de toxicidad aguda que presenté mayor sensibilidad frente a la exposicion de las
concentraciones evaluadas de los AE fue Allium cepa, debido a que establecié una CEso de 415,35
ug*mLen el caso del AE de tomillo y una CEso de 743,16 pg*mL™ para el AE de cardamomo.
Esto indica que el AE de tomillo muestra un potencial de inhibicién mayor al generado por el AE
de cardamomo, sin embargo, estos aceites no poseen un efecto fitotdxico en el desarrollo de la
radicula y el hipocétilo de las semillas de tomate y repollo ya que su CEso es superior a la mayor
concentracion evaluada (1000 pg*mL™).

e El ensayo de Allium cepa determind que los aceites esenciales de tomillo y cardamomo
presentaron actividad genotdxica frente a las células de las raices de esta planta, sin embargo, estos
resultados se vieron afectados por la accion sinérgica entre el DMSO y los AE evaluados. Asi
mismo, se establecié que el AE de tomillo presentd un mayor potencial genotdxico con respecto
al AE de cardamomo, esto se concluyo teniendo en cuenta el indice mitotico determinado en cada
aceite. Por otra parte, se dedujo que los bulbos de cebolla son adecuados para estudios genotdxicos
debido a la alta sensibilidad en el crecimiento de la raiz frente a posibles sustancias genotoxicas,
la division en las fases mitoticas es claras y presenta una diversidad en la morfologia cromosomica.

e Los aceites esenciales de tomillo y cardamomo presentan actividad antimicrobiana frente
a Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis, debido a la presencia de ciertos compuestos
tipos fendlicos, que han sido estudiados como una posible alternativa como agentes

antimicrobianos, ya que presentan un modo de accion mejorado y una baja toxicidad.

8 Recomendaciones

e Se sugiere seguir realizando estudios sobre las diferentes propiedades biol6gica que
presentan los aceites esenciales, debido a que se ha sefialado que estas sustancias de origen natural
pueden llegar hacer una alternativa para disminuir la contaminacion generada por la acumulacion
de sustancias sintéticas como los antimicrobianos y agentes biocidas.

e Se recomienda evaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos mayoritarios de los

AE de tomillo y cardamomo, con el fin de identificar los responsables de esta bioactividad.
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e De acuerdo con los resultados obtenido y reportados en la literatura, se recomienda seguir
realizando estudios acerca de la actividad antimicrobiana y otras propiedades bioldgicas de los AE
de tomillo y cardamomo frente a diferente patdgenos orales.

e Se recomienda utilizar otro solvente para los estudios de la actividad fitotoxica y

genotdxica de los aceites esenciales.
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