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RESUMEN

Tanacetum parthenium L. de la familia Asteraceae, es una planta aromatica que se usa en
la medicina tradicional, principalmente por sus propiedades antiinflamatorias. En el presente
trabajo de investigacion se determino la composicion quimica del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L.y su efecto antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Escherichia coli ATCC 25922. Tanacetum parthenium L. fue recolectada a 3580 m.s.n.m en la
comunidad de Ccorao distrito de San Sebastidn-Cusco.

La obtencidn del aceite esencial, se realizé de la parte aérea de Tanacetum parthenium L.
por el método de hidrodestilacion con trampa de Clevenger. Se caracterizd sus propiedades
fisicoquimicas, su composicion se determind por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-MS). También, se determind el efecto antibacteriano mediante el
método del kirby-Bauer. El rendimiento de extraccion del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L. fue 0.53140.025 %, las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial, fue:
densidad (g/mL) 0.9618 + 0.0002, indice de refraccion 1.4681 £ 0.0007, indice de acidez (mg
KOH/g) 1.5016 £ 0.02, indice de saponificacion (mg KOH/g) 35.015 + 1.28 y rotacion Optica
+0.060° + 0.02. Los componentes quimicos mayoritarios fueron Carveol (57.47 %), Borneol
(19.52 %) y 2-B-Pineno (9.38 %). El aceite esencial de Tanacetum parthenium L. presento mayor
efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus (31.16 mm a 100 %) y menor efecto frente a
Escherichia coli (14.05 mm a 12.5 %).

Palabras clave: Aceite esencial, Tanacetum parthenium L, Efecto antibacteriano,

Composicion quimica.



ABSTRACT

Tanacetum parthenium L., from the Asteraceae family, is an aromatic plant used in
traditional medicine, primarily for its anti-inflammatory properties. This research determined the
chemical composition of the essential oil of Tanacetum parthenium L. and its antibacterial effect
against strains of Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Escherichia coli ATCC 25922.
Tanacetum parthenium L. was collected at 3580 meters above sea level in the community of
Ccorao, San Sebastian district, Cusco.

The essential oil was obtained from the aerial parts of Tanacetum parthenium L. using
hydrodistillation with a Clevenger trap. Its physicochemical properties were characterized, and its
composition was determined by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The
antibacterial effect was also determined using the Kirby-Bauer method. The extraction yield of the
essential oil of Tanacetum parthenium L. was 0.531 + 0.025 %. The physicochemical
characteristics of the essential oil were: density (g/mL) 0.9618 £ 0.0002, refractive index 1.4681
+ 0.0007, acid value (mg KOH/g) 1.5016 £ 0.02, saponification value (mg KOH/g) 35.015 + 1.28
and optical rotation +0.060° + 0.02. The major chemical components were Carveol (57.47%),
Borneol (19.52%) and 2-B-Pinene (9.38%). The essential oil of Tanacetum parthenium L. showed
a greater antibacterial effect against Staphylococcus aureus (31.16 mm at 100%) and a lesser effect

against Escherichia coli (14.05 mm at 12.5%)).

Keywords: Essential oil, 7anacetum parthenium L., antibacterial Effect, chemical

omposition.
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INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos, el ser humano ha interactuado directamente con la naturaleza y
ha empleado las plantas como su principal recurso para prevenir y tratar enfermedades infecciosas.
La medicina tradicional se usa a menudo en entornos culturales donde las personas de bajos
ingresos enfrentan dificultades para obtener atencion médica y medicamentos, los aceites
esenciales se utilizan de diversas formas, especialmente en medicina con fines terapéuticos
(Fernandez et al., 2019).

Tanacetum parthenium L. es utilizada con frecuencia en la medicina tradicional para tratar
diversas afecciones y condiciones de origen inflamatorio, tales como fiebre, migrafia, trastornos
menstruales, dolor abdominal, reumatismo, dolor de muelas y reacciones a picaduras de insectos.

Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos bacterianos Gram positivos mas
frecuentes en enfermedades humanas y es responsable de infecciones cutdneas, neumonia,
inflamacion de las articulaciones, inflamacion 6sea y otras infecciones sistémicas. (Gomez &
Godoy, 2018).

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa ubicua que puede provocar afecciones en
el sistema digestivo, que van desde diarrea leve hasta colitis hemorragica, especialmente en nifios
y adultos mayores (Aliaga, 2013).

Con el fin de encontrar un tratamiento natural para tratar Staphylococcus aureus ATCC
29213 y Escherichia coli ATCC 25922, se plantea realizar este estudio para conocer el componente
mayoritario y su efecto antibacteriano del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. “santa

maria” de la Comunidad de Ccorao, distrito de San Sebastian, provincia de Cusco - Cusco.
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CAPITULO1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En la actualidad, se investiga acerca de los aceites esenciales debido a su capacidad
antibacteriano, antiinflamatorio, antifingico e insecticida como una opcioén para reemplazar o
reducir el uso de sustancias quimicas que tienen la posibilidad de ser toéxicas y causar
consecuencias negativas en la salud. 7anacetum parthenium L. en Cusco es una planta introducida
de origen europeo que se usa en la medicina tradicional andina como emplasto o en infusiones.
Sin embargo, pese a su uso tradicional, esta especie no ha sido analizada cientificamente de manera
exhaustiva.

En el Perq, los estudios relacionados con la composicion quimica del aceite esencial de
Tanacetum parthenium L. determinado por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-MS) son escasos. Asimismo, existe informacion limitada sobre su efecto antibacteriano
frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922. Ademas, la
composicion y la funcidon bioldgica de los aceites esenciales pueden variar segin factores
ambientales como la altitud y el clima.

Tanacetum parthenium L. de la comunidad de Ccorao, distrito de San Sebastian - Cusco, a
una altitud de 3580 m.s.n.m. no cuenta con estudios que determinen su composicion quimica ni su
efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC
25922, lo cual revela una falta de informacion. Por esta razén, se sugiere realizar esta

investigacion.



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

(Cudl serd la composicion quimica del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
determinado por CG-MS y su efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213
y Escherichia coli ATCC 259227

1.3 PROBLEMAS ESPECIFICOS

» (Cuales seran las caracteristicas fisicoquimicas y su rendimiento del aceite esencial de
Tanacetum parthenium L.?

» (Cual es la composicion quimica determinado por CG-MS del aceite esencial de
Tanacetum parthenium L.?

» (El aceite esencial de Tanacetum parthenium L. presentara efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922 mediante el método
de kirby-Bauer modificado?

1.4 JUSTIFICACION

El presente estudio contribuird a la validacion cientifica del uso tradicional de Tanacetum
parthenium L., utilizada en el manejo de diversas afecciones, principalmente asociadas a procesos
inflamatorios y con posible utilidad en el control de infecciones de origen bacteriano (Pareek et al.,
2011).

Tanacetum parthenium L. podria generar interés en la salud en la region Cusco que
permitird a los profesionales utilizar nuevas alternativas de tratamiento antibacteriano y utilizar la
medicina tradicional sobre todo para las personas con limitado recursos econdomicos y que tienen
dificultad para acceder a farmacos. Esto concientizara a la comunidad acerca de la importancia de

cultivar esta especie para mejorar la calidad y el rendimiento de los aceites esenciales.



Econdmicamente permitira que el aceite esencial obtenido de Tanacetum parthenium L. se
comercialice con fines medicinales y en la parte académica servira como antecedente para
investigaciones posteriores. Esto podria representar una oportunidad para la comunidad de Ccorao
que desee aprovechar las propiedades curativas de la planta.

La evaluacion del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. frente a bacterias constituye
un aporte para el desarrollo de alternativas terapéuticas naturales, menos toxicas que los farmacos
convencionales y potencialmente pueden ser eficaces ante la resistencia bacteriana.

1.5 OBJETIVOS

1.6 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la composicion quimica del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
determinado por CG-MS vy su efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213
v Escherichia coli ATCC 25922.

1.7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de Tanacetum parthenium

L. obtenido por arrastre de vapor utilizando el método de hidrodestilacién con trampa de

Clevenger.

» Determinar la composicion quimica del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
mediante la cromatografia de gases y espectrometria de masas.
» Determinar el efecto antibacteriano frente Staphylococcus aureus ATCC 29213 y

Escherichia coli ATCC 25922. Mediante el método de kirby Bauer modificado.



CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES

Flores, (2024), determino la actividad antimicrobiana del aceite esencial obtenido de las
hojas de T. vulgare L. contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans.
Muestras recolectadas en Plateria (Puno, Pert), la extraccion del aceite esencial se realizdo mediante
hidrodestilacion y se caracterizd mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas. Se
utilizo el método de Kirby-Bauer a diversas concentraciones (12.5-400 pul/mL) para examinar su
actividad antimicrobiana se realizaron analisis estadisticos utilizando ANOVA. El rendimiento del
aceite esencial fue de 0,88%, rico en monoterpenos como tujona (83 %), B-felandreno (7 %) y B-
tujona (1 %). Se observd actividad antimicrobiana significativa (p<0,05), destacando mayor
eficacia contra Staphylococcus aureus, seguida de Candida albicans y Escherichia coli. Se llego
a la conclusion de que el aceite esencial de 7. vulgare presenta un complejo de 17 compuestos
volatiles con potencial antimicrobiano frente a patdgenos de interés en salud publica.

Lazarevi¢ et al., (2021), determinaron la composicion y evaluaron el potencial de
aplicacion de los aceites esenciales de Tanacetum parthenium L.y T. vulgare L. (Asteraceae) como
controles ecologicos alternativas para Leptinotarsa decemlineata. Evaluaron el efecto
antialimentario en larvas y adultos de Leptinotarsa decemlineata y estimaron el dafio en hojas de
papa tratadas con 3 concentraciones de aceite esencial (0.125, 0.25 y 0.5 %) disueltas en etanol.
Los resultados mostraron que Tanacetum parthenium L. tiene componente mayoritario como
alcanfor (44.75 %) y trans-Acetato de crisantenilo (28.97 %) y T. vulgare B-tujona (49.75 %) y
trans-Acetato de crisantenilo (22.27 %). Tanacetum parthenium L. fue més efectivo contra larvas

y T vulgare fue mas efectivo contra adultos. Sin embargo, la concentracion de aceite esencial tuvo



efectos significativos en el comportamiento durante ambas etapas de desarrollo. A concentraciones
mas altas de aceite esencial, tanto las larvas del tercer estadio como los adultos tardan menos en
arrancar los discos de hojas no tratados. Ademas, el aceite esencial de Tanacetum parthenium L.,
provocd una migracion mas rapida fuera de los discos foliares tratados que 7. vulgare,
especialmente en las concentraciones mas altas. La modificacion exitosa del comportamiento de
Leptinotarsa decemlineata por dos aceites de Tanacetum sugiere que pueden usarse para proteger
las papas.

Shahhoseini et al., (2019), evaluaron el potencial fitoquimico de Tanacetum parthenium L.
Schultz Bip, la partenolida se identifico mediante UPLC-MRM-MS, obtenidas el aceite por
hidrodestilacién con trampa de Clevenger y se utilizd6 cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) para identificar los componentes. A pesar de algunas
diferencias menores, los resultados no revelaron diferencias apreciables entre los parametros
fitoquimicos. Los fenoles, flavonoides y antocianinas totales fueron de 21.42, 1.9 y 0.076 mg/g de
peso seco. La capacidad antioxidante del extracto para inhibir los radicales libres fue del 74.82 %.
Los contenidos minimo, méximo y medio de partenolida fueron 1.73, 1.86 y 1.89 mg/g,
respectivamente. El promedio extraido de aceite esencial fue de 0.84 %. Se aislaron 81 compuestos
de aceites esenciales. Se identificaron 77 compuestos (96.64 % a 98.15 %) que contenian
completamente todos los componentes. Los principales componentes de aceite de Tanacetum
parthenium L., fueron alcanfor (27.75 % a 29.11 %), acetato de nerilo (8.94 % a 11.05 %) y p-
cimeno (5.93 % a 7.01 %). La mayoria fueron monoterpenos oxigenados (62.81 a 68.38 %) y
fenilpropanoides (0.16 a 0.28 %). Se reportaron por primera vez espiroéteres como compuestos
valiosos. Ademas, se observd que las condiciones climaticas influenciaron la estabilidad de la

sintesis de compuestos fitoquimicos.



Coban et al., (2019), investigaron la composicion del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L., recolectado en Gumushane, Turquia. La hidrodestilacion permiti6 obtener un
rendimiento de aceite esencial de Tanacetum Parthenium L., del 0.62 % a través de la
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) se detectaron 44 compuestos. El
principal componente fue el alcanfor (39.47 %), seguido de guaiol (5.21%), 6xido de cariofileno
(3.91 %), acetato de bornilo (3.09 %), (E)-verbenol (2.68 %), canfeno (2.29 %) y a-cadinol (2.12
%). Destaca la alta concentracion de alcanfor, asociada a propiedades medicinales. El guaiol se
detectd por primera vez en esta especie.

Baczek et al., (2017), estudiaron la comparacion del efecto antibacteriano y antioxidante
de Tanacetum balsamita L. (costmary) y Tanacetum vulgare L. (tanaceto) en relacion con sus
perfiles quimicos. Los compuestos dominantes de los aceites esenciales, determinados por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), fueron: B-tujona en
costmary (84.43 %) y acetato de trans-crisantenilo en tanaceto (18.39 %). La composicion quimica
de flavonoides y acidos fenodlicos se establecio usando HPLC-DAD. El 4cido cichorico parece ser
el compuesto fendlico dominante en ambas especies (3333.9 y 4311.3 mg x 100g™!). El aceite
esencial y el extracto de costmary se caracterizaron por una actividad antibacteriana mas fuerte
(expresada como valores MIC y MBC) que el tanaceto. A su vez, el extracto de tanaceto se
distinguié por un mayor potencial antioxidante (determinado por FRAP y DPPH) en comparacion
con las bayas marinas.

Izadi et al., (2013), investigaron el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L. contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como frente a hongos. El
aceite esencial fue extraido de los brotes usando hidrodestilacion con trampa de Clevenger y se

analizaron sus componentes a través cromatografia de gases-espectrometria de masas. Las



propiedades antimicrobianas se utilizaron los métodos de dilucion en pocillos y difusion en agar.
Se identificaron 35 compuestos, los principales fueron alcanfor (45 %), acetato de crisantenilo
(21.5 %) y canfeno (9.6 %). El aceite esencial tuvo un efecto antifungico mas fuerte que el
antibacteriano, mientras que las bacterias Gram positivas mostraron mayor sensibilidad que las
Gram negativas. Segun estos resultados, el aceite esencial de Tanacetum parthenium L. podria ser
una opcion natural y segura para combatir microorganismos patégenos.

Mohsenzadeh et al., (2011), obtuvieron el aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
Schultz Bit. por hidrodestilacion y utilizando cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC-MS), recolectado de Hamedan (oeste de Irdn). El efecto antibacteriano de estos aceites se
estudio a cuatro bacterias Gram positivas y cuatro Gram negativas. La citotoxicidad del aceite se
probd en células THP-1 utilizando el ensayo de azul de tripan. El rendimiento del aceite esencial
fue 1.02 %, identificaron 29 componentes de aceites esenciales en etapa de floracion fue la mas
obtenida el alcanfor (18.94 %), los otros componentes son acetato de bornilo (18.35 %), canfeno
(13.74 %) y borneol (10.93 %). Las concentraciones inhibitorias minimas de los aceites esenciales
evaluaron entre 4 puL contra Staphylococcus subtilis y 38 puL contra Entrobacter aerogenes. Las
pruebas de toxicidad mostraron que el aceite no era abiertamente toxico para las células THP-1 en
concentraciones entre 5y 15 % v/v. concluyeron que el aceite estudiado tiene una buena actividad
antibacteriana y ninguna toxicidad evidente.

Pareek et al., (2011), investigaron aspectos de los usos botdnicos y farmacoldgicos de la
matricaria Tanacetum parthenium L., para comprender y sintetizar su perfil potencial como
medicamento multiproposito y respaldar sus usos terapéuticos como fiebre, la jaqueca, la artritis
reumatoide, el dolor abdominal, el dolor dental, las picaduras de bichos, la infertilidad y las

dificultades en la menstruacion y el parto.



Izadi et al., (2010), estudiaron aceites esenciales de Tanacetum parthenium L. obtenidas
por hidrodestilacion de dos regiones Hamedan y Teheran. Obtuvieron el aceite esencial en
Hamedan de las partes aéreas, tallo/hoja, inflorescencia, semillas inmaduras y maduras 3.80 %,
6.01 %, 3.61 %, 0.49 % y 0.31 % p/p de rendimiento y entre 4.96 %, 6.94 %, 3.39 %, 0.96 % y
0.87 % p/p en Teheran. El estudio del aceite obtenido a través de GC-MS reveld que el componente
principal del aceite en su totalidad era el alcanfor (10.3 a 53.3 %), seguido del acetato de
crisantenilo (4.3 % a 22.5 %) y el canfeno (4.1 -10.4 %) en Teheran y Hamedan. Probaron el efecto
del aceite por difusion en disco en bacterias Gram positivas (Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus), bacterias Gram negativas (Escherichia coli,
Yersinia enterocolitica, Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca y Pseudomonas aeruginosa) y
levadura (Candida albicans). Los resultados mostraron que las bacterias presentan notables
diferencias de sensibilidad, siendo las bacterias Gram positivas mas susceptibles a los efectos
antimicrobianos del aceite de Tanacetum parthenium L. Ademas, en comparacion con la muestra
de Teheran, el aceite extraido de Hamedan demostr6 una actividad antimicrobiana mas potente.

Polatoglu et al., (2010), caracterizaron los aceites esenciales de Tanacetum parthenium L.
recolectados en dos regiones de Turquia. Determinaron su composicion quimica mediante
cromatografia de gases y espectrometria de masas. La muestra de Davutpasa-Estambul presentd
como principales componentes alcanfor (49 %), acetato de trans-crisantenilo (22.1 %) y canfeno
(9.4 %), mientras que la muestra de Savsat-Ardahan contenia alcanfor (60.8 %) y canfeno (6.8 %).
La actividad antibacteriana, evaluada mediante microdilucion en caldo frente a cinco bacterias
Gram positivas y cinco Gram negativas, mostré que ambos aceites fueron activos, siendo mas
efectiva la muestra de Estambul, especialmente frente a Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (CMI = 125 mg/mL, el doble que el control de cloranfenicol 62.5 mg/mL).



En cuanto a actividad antioxidante medida por DPPH, la muestra de Davutpasa mostr6 59.3% y la
de Savsat 28.2 %, ambas inferiores al a-tocoferol (94.6 %). Finalmente, ambos aceites demostraron
toxicidad frente a Vibrio fischeri en un ensayo de bioluminiscencia por cromatografia en capa fina.

Bagci & Kocak, (2010), determinaron la composicion quimica de los aceites esenciales de
las partes aéreas secas de dos especies endémicas de Tanacetum nitens y Tanacetum argenteum
recolectadas en Baskil y Harput (Elazig, Turquia). Los rendimientos de los aceites esenciales
fueron de 0.4 % para Tanacetum nitens y 0.7% para Tanacetum argenteum. mediante GC-MS se
identificaron como principales compuestos de Tanacetum nitens que fueron 1,8-cineol (27.57 %)
y a-pineno (4.62 %), mientras que en Tanacetum argenteum o-pineno (27.86 %)y 1,8-cineol (6.82
%). Se concluy6 que Tanacetum nitens corresponde a un quimiotipo 1,8-cineol y Tanacetum
argenteum al tipo a-pineno, lo que sugiere su potencial como materia prima para aplicaciones

medicinales y farmacéuticas.



Tabla 1

Referencias bibliogrdficas del aceite esencial de la especie Tanacetum

Fuente Especie Componente Rendimiento
bibliografico mayoritario del AE
Flores (2024) Hojas de T Tujona 83 % 0.88 %
vulgare L. B -felandreno 7 %
Lazarevic et al.,  Partes aéreas de: -Alcanfor 44.75%
(2021) T parthenium L.  Trans-acetato de
crisantenilo 28.97%.
T vulgare L -B -tujona 49.75%
trans-acetato de
crisantenilo 22.27%
Coban et al., T parthenium L Alcanfor 39.47 % 0.62 %
(2019) Guaiol 5.21 %
Baczek et al., T balsamita -B-tujona 84.43 %
(2017) T vulgare -acetato trans-
crisantenilo 18.39%
Izadi et al., (2013) T parthenium L de Alcanfor 45% 4.5%
partes aereas Acetato de
crisantenilo 21.5 %
Mohsenzadeh T parthenium Alcanfor 18.9 % 1.02 %
etal., (2011) Acetato de bornilo
18.35%
Canfeno 13.74
Borneol 10.93%
Partes aéreas de -Alcanfor 53.39% 3.80 %
T' partheniun en Acetato crisantenilo
Hamedan 22.54%
Izadi et al., (2010)
Teheran -Alcanfor 52.98 %
Acetato de 4.96 %
crisantenilo 21.12 %
T parthenium L. -Alcanfor 49 %
En turquia Acetato de trasn-
Polatoglu et al.,  Davutpasa- crisantenilo 22.1 %
(2010) Estambul
-Alcanfor 60.8 %
Savsaat-Ardahan ~ Canfeno 6.8 %
partes aéreas de -1,8-cineol 27 % 0.4 %
Bagci & kocak T. nitens a-pineno 4.62 %
(2010)
T argenteum -a-pineno 27.86 % 0.7 %

santolinatrieno 8.82 %
1.8-cineol 6.82%
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2.2 BASES TEORICAS

2.2.1 La familia Asteraceaey género Tanacetum

La segunda familia mas diversa en la flora del Peru es la Asteraceae. Hay 1590 especies en
esta familia repartidas en 250 géneros. principalmente en arbustos, hierbas y subarbustos (Beltran
et al., 2006). La mayoria de las plantas vasculares pertenecen a la familia Asteraceae. A nivel
mundial, se cree que hay entre 23000 y 32000 especies y 1535 géneros (Apaza & Gonzales, 2015).

2.2.2 C(lasificacion taxonomia de Tanacetum parthenium L.

Siguiendo el sistema de clasificacion APG IV (2016), se llevo a cabo la identificacion
taxonomica del material bioldgico en el Herbario Vargas Cuz, perteneciente a la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Sub clase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Orden: Asterales Link
Superorden: Asteranae Takht.
Familia: Asteraceae Bercht. & J. Presl
Género: Tanacetum L.
Especie: Tanacetum parthenium L. Sch. Bip.
Nombre comun: Santa maria, altamisa, Partenio del crisantemo, Matricaria, boton de

soltero, hoja de pluma, margarita de verano, manzanilla silvestre (Pareek et al., 2011).
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2.2.3 Descripcion botanica de la especie Tanacetum parthenium L.

Tanacetum parthenium L., originario de Europa, se adapta a climas templados, semicalidos
y semisecos, y crece en robles, huertos familiares, bordes de caminos, tierras de cultivo, pastizales
y bosques nubosos de montafia (Arturo, 2010).

Tanacetum parthenium L. es una planta perenne, muy fragante cuando se presiona, de porte
arbustivo bajo a mediano, que alcanza aproximadamente entre 50 y 80 cm de altura y tiene musgo
en los brotes mas jovenes. Presenta tallos ramificados y erectos, con hojas verdes compuestas y de
contorno lobulado largo hasta 8 cm tipicas de la familia Asteraceae. Las flores se disponen en
capitulos terminales; la corola externa es blanca y radiante con pétalos alargados de 2,5-8 mm de
largo, mientras que el disco central es amarillo, redondo y denso (Ortiz, 2010). Tanacetum
parthenium L., conocida desde la antigiiedad por sus propiedades medicinales, se utiliza también
como planta ornamental. Tradicionalmente, ha servido como remedio para diversas dolencias,

como el reumatismo, la fiebre y la migrana (Barsby et al., 1993) y (Mendoza Gonzalez, 2018).
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Figura 1
Tanacetum parthenium L. de la comunidad Ccorao

Nota. elaboracion propia

2.2.4 Distribucion geografica de Tanacetum parthenium L.

Tanacetum parthenium L, una planta aromatica perenne con un potente aroma amargo.
Originaria de los Balcanes y ahora estd ampliamente distribuida en Australia, Europa, Estados
Unidos, China, Japon, Africa del Norte, América del Sur y América Central (Pareek et al., 2011),
En Per, se encuentra entre las provincias de Apurimac, Cusco y Puno, en altitudes de 3000 a 4000
m.s.n.m. y crece de octubre a abril (Roersch, 1994).

2.3 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son compuestos aromaticos volatiles de origen natural producidos
por ciertas plantas que contienen un aroma agradable. La quimica de los aceites es extremadamente
compleja, pertenecen principalmente a los grupos quimicos derivados de terpenoides y

fenilpropano. Estos compuestos pueden modificarse con grupos funcionales para formar alcoholes,
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aldehidos, éteres, esteres, cetonas, fenoles y 6xidos. Con diferencia, los componentes mayoritarios
corresponden a los terpenos, asi como a los monoterpenos y sesquiterpenos. Se estima que hay
mas de 1000 estructuras monoterpénicas y 3000 sesquiterpénicas en los aceites esenciales (Molina,
2019).

Son productos del metabolismo de las plantas, los aceites esenciales normalmente
contienen hidrocarburos monoterpenos y sesquiterpenos, asi como derivados oxigenados. Pueden
existir también compuestos de azufre y nitrégeno (Alea, 2015).

2.3.1 Monoterpenos

El compuesto monoterpenos se compone de dos unidades de isopreno. Se pueden clasificar
como aciclicos o lineales, monociclicos, biciclicos o triciclicos segin el numero de anillos en su
estructura. Otros compuestos que se pueden formar incluyen alcoholes, cetonas, aldehidos y
ésteres mediante adicion (oxidacion), reduccion de dobles enlaces y adicion de oxigeno (Alea,

2015).
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Figura 2

Monoterpenos de aceites esenciales
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Nota. (Alea, 2015).
2.3.2 Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son compuestos formados por tres unidades de isopreno, estructural y
estereoquimicamente mas diversos que los monoterpenos porque contienen 15 d&tomos de carbono.
También son menos voldtiles que los monoterpenos y tienen menos importancia para las
propiedades organolépticas (Bramley, 1997). Aciclicos, monociclicos, biciclicos o triciclicos son
clasificaciones en funcidén de su composicion estructural. Al igual que los monoterpenos, se pueden
producir diferentes alcoholes, cetonas, aldehidos y ésteres por adicion (oxidacion), doble enlace

(reduccion) y adicion de oxigeno (Alea, 2015).
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Figura 3

Sesquiterpenos de aceites esenciales
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gama-cadineno alfa-selineno

Nota. (Alea, 2015)

2.3.3 Fenilpropanos

Los componentes comunes de los aceites esenciales incluyen fenilpropanoides. El anillo
de benceno estd unido a una cadena de tres carbonos en el esqueleto del fenilpropanoide, que es
una estructura de tipo C¢Cs. El anillo de benceno se puede reemplazar hasta cuatro dtomos de
oxigeno y se puede agregar un anillo de metilendioxi a los 4tomos de oxigeno, como safrol.

Ademas de los fenilpropanoides, los bencenos también son comunes en muchos aceites esenciales

(Alea, 2015).
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Figura 4

Fenilpropanos de aceites esenciales
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Nota. (Alea, 2015)
2.4 METODOS DE EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

Los aceites esenciales se pueden extraerse de muestras vegetales utilizando diversos
métodos, como la destilacion con vapor, la utilizacion de disolventes volatiles, la extraccion con
fluidos en condiciones supercriticas y la extraccion por microondas. En este trabajo de
investigacion, se utilizo especificamente el método de arrastre de vapor hidrodestilacion utilizando
el equipo de trampa de Clevenger (Alvarez et al., 2012).

2.4.1 Destilacion por arrastre de vapor

Este método es simple y econdmico, pero tiene la desventaja de que requiere mucho tiempo

y produce bajos rendimientos que otros métodos.
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Este método presenta tres variaciones:

La hidrodestilacion: consiste que el material vegetal hierve dentro del agua y el vapor
arrastra los aceites esenciales.

La destilacion mixta: en este tipo de destilacion, la muestra y el agua estan contenidas en
un mismo recipiente, aunque una rejilla las separa; esta rejilla sostiene la muestra por encima del
nivel del agua. Cuando se calienta a ebullicion, el vapor de agua atraviesa la muestra y transporta
los aceites esenciales (Solis et al.,2018).

La destilacion mediante inyeccion de vapor de agua: este método evapora los componentes
volatiles juntos con otros que no son volatiles de la mezcla. La muestra de la planta se coloca
dentro de un baléon de destilacion sin ningin contacto con el agua para extraer los aceites
esenciales. Dado que el producto volatil (destilado) se dividira en dos fases durante la
condensacion, lo que permite una facil separacion del producto y el agua, para usar este tipo de
destilacion es que tanto los componentes volatiles como las impurezas sean insolubles en agua
(Oviedo & Orochena, 2011).

2.4.1.1 Hidrodestilacion con Trampa de Clevenger

Hidrodestilaciéon con trampa de Clevenger se usa en muchos laboratorios y es mas
adecuado para determinar cudntos aceites esenciales estan presentes en las plantas aromaticas. El
equipo consta de un balon en el que se desmenuza la materia prima y se le afiade una determinada
cantidad de agua. El baldn se calienta continuamente para evaporar el aceite esencial que contiene
agua. Con un condensador conectado a balon, la conexién D permite que el aceite se acumule y se
separe de la mezcla (Oviedo & Orochena, 2011).

» Las ventajas son: Flexibilidad, facil manejo y permite cuantificar el rendimiento.
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» Las desventajas son: Debido a que tiene como objetivo extraer hasta la ultima gota
de aceite en la planta, el proceso de extraccion lleva mucho tiempo y limitada a
pequefias cantidades de muestra no apta para extraccion a gran escala.
2.4.2 Extraccion con disolventes
Este método involucra el uso de diferentes tipos de disolventes organicos como alcoholes
y cloroformo. El aceite esencial obtenidos con este tipo de disolvente suelen ser de color oscuro
debido a la absorcion de algunos de los pigmentos. Ademas, el aceite esencial resultante lleva un
tiempo relativamente largo y contiene trazas de los solventes utilizados, lo que limita su aplicacion
en la industria cosmética y farmacéutica (Sanchez, 2006).
2.4.3 Extraccion con fluidos supercriticos
La extraccion con fluido supercritico es un método de separacion que se realiza a
temperaturas y presiones superiores a la presion critica del disolvente. Especialmente utilizando
CO, como solvente, puede brindar ventajas en la extraccion de aceites vegetales que puede
perfeccionar la calidad del extracto, reducir el tiempo de extraccion y lograr mayores rendimientos.
La desventaja es que las ceras de la cuticula y los compuestos con peso molecular alto se extraen

junto con los aceites esenciales y los costos operativos son elevados (Fernandez, 2001).
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2.4.4 Extraccion por microondas

El método de extraccion por microondas se presenta como una herramienta mas eficiente
para extraer aceites esenciales. Este método ofrece varias ventajas notables, como una reduccion
en el tiempo de proceso y una mejora en la eficacia del calentamiento requerido. Se pueden calentar
toda la muestra casi al mismo tiempo y a una velocidad muy rapida, reduce el consumo de energia
y un mayor rendimiento. Aunque este método se puede realizar a gran escala utilizando un reactor
de microondas, pero se deben tomar precauciones de seguridad adicionales (Villamizar-Véliz &
Aular, 2022).

2.4.5 Extraccion por el método de enflorado

En contacto con una grasa hay material vegetal (tipicamente flores). En la grasa que sirve
de medio de extraccion se solubiliza la esencia. El aceite esencial y la grasa se combinan primero
para formar un concreto, que luego se separa utilizando técnicas fisico-quimicas adicionales. Por
lo general, se agrega alcohol caliente a la mezcla antes de que se enfrie para distinguir entre la
grasa y el extracto de aroma. Este método se utiliza para obtener esencias florales (jazmin, rosa,
azahar, etc.), pero es costoso debido al bajo rendimiento y la complejidad para separar el aceite
extraido (Alvarez et al., 2012).

2.5 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

2.5.1 Densidad

La densidad de un aceite esencial es la proporcion entre su volumen y su masa. Por otro
lado, la densidad relativa es importante para determinar la pureza y la calidad del aceite esencial,
ya que puede variar segiin su composicion quimica y grado de pureza (Guenther, 1947). En
cambio, tienen una densidad inferior a la del agua, excepto algunas esencias como la de clavo de

olor y canela poseen mayor densidad (Bandoni, 2003).
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2.5.2 Indice de refraccion

Se define el indice de refraccion de los aceites esenciales como la relacion entre el seno
del angulo de incidencia y el seno del angulo de refraccion cuando la luz entra en el aceite
esencial desde el aire. Este parametro puede utilizarse para detectar posibles adulteraciones y
envejecimiento en los aceites esenciales (Solis et al., 2018).

2.5.3 Rotacion optica

La mayor parte de los aceites esenciales pueden cambiar, al estar expuestos a un rayo de
luz polarizada, la direccion del plano de polarizacion cambia hacia la izquierda (levogiro) o bien
hacia la derecha (dextrégiro). El nivel de actividad dptica de un aceite se expresa en grados de
rotacion. Por lo tanto, determinar el poder rotatorio puede ser muy util para identificar
falsificaciones o adulteraciones. (Guenther, 1947).

2.5.4 Solubilidad

Los aceites esenciales se disuelven completamente en etanol absoluto y muchos son
solubles en alcohol etilico diluido. Esta propiedad de solubilidad es util para identificar si un aceite
ha sido adulterado. Ademas, puede ofrecer una idea preliminar sobre su composicion y orientar en
qué usos o aplicaciones podria emplearse (Solis et al., 2018).

2.5.5 [Indice de acidez

Se denomina indice de acidez al total de miligramos de hidréxido de potasio que se

requieren para neutralizar los acidos libres presentes en 1 g de aceite esencial (Guenther, 1947).
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2.5.6 Indice de saponificacion

La finalidad del indice de saponificacion es determinar cudntos ésteres y acidos libres
contiene un aceite esencial. Por lo general se manifiesta en miligramos de hidroxido de potasio
necesario para saponificar un 1 g de aceite esencial. La suma de los dos indices da como resultado
el indice de saponificacion (Bandoni, 2003).

2.6 CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS

2.6.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica de separacidon sin embargo, los tiempos de
retencion de los picos cromatograficos correspondientes se convierten en los valores de datos
especificos que se pueden usar para identificar cada componente, una vez que cada componente
individual en una muestra ha sido identificado, detectado e incluso cuantificado (Gutiérrez &
Droguet, 2002).

En la CG, se introduce la muestra en una fase movil que estd formada por un gas inerte, tal
como el helio o el nitrogeno. Los componentes de la muestra atraviesan a la fase estacionaria que
estd en una columna situada dentro de un horno con programacion térmica. Cada soluto posee una
afinidad diferente con la fase estacionaria, lo que facilita su separacion: los compuestos que tienen
una afinidad mas fuerte o son mas retenidos se mueven de manera mas lenta, en cambio los de
menor afinidad lo hacen mas rapido. Dentro de este procedimiento, es la presion del vapor de las
sustancias. A medida que la presion de vapor se incrementa, disminuye el tiempo de retencion.
Como resultado, los componentes se dividen en bandas que pueden ser examinadas cualitativa y

cuantitativamente a través de detectores especificos (Gutiérrez & Droguet, 2002).
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2.6.2 Espectrometria de masas

Es una de las técnicas de andlisis cualitativo para identificar estructuras organicas. Su
aplicacion no se limita Gnicamente a la investigacion cientifica, sino que también se utiliza en
procedimientos rutinarios dentro de la industria, como el control de calidad. Ademas, esta técnica
puede identificar claramente casi todas las sustancias puras.

En el espectrometro de masas, se ioniza la muestra, generalmente a través del sistema de
impacto electronico. Este método bombardea las moléculas con electrones de una energia
determinada, lo que ocasiona la liberacion de un electron y su ionizacion.

Espectrometro de masas esta compuesto por varios componentes basicos:

v Un sistema para introducir la muestra.
v Una fuente de ionizacion, en el que se producen los iones a partir de las sustancias quimicas

a examinar.

v Un analizador encargado de separar los iones seglin su relacion masa/carga (m/z),
v Detector que genera y amplifica una sefial eléctrica correspondiente a cada ion detectado

(Romero Gonzilez et al., 2007).

Ademéds de los iones moleculares, en el proceso también se originan iones fragmentados
debido a la ruptura de aquellos iones que presentan exceso de energia. La identidad y la proporcion
de estos fragmentos dependen de las moléculas que se evaliian y por las condiciones de ionizacion.
Los iones, una vez ionizados son acelerados mediante campos eléctricos 0 magnéticos hacia el
colector, donde su velocidad esta determinada por su masa. Cuando se analiza una sustancia pura,
la deteccion secuencial de estos iones genera un espectro de masas unico, lo que permite identificar

el compuesto con alta precision (Gutiérrez & Droguet, 2002).
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Figura 5

Esquema de un espectrometro de masas

Nota. Técnicas analiticas empleadas en metabolomica de alimentos (p.196), por (Saavedra-Charca
et al., 2015), Agroindustrial science.

Ambos métodos, GC y MS crea una técnica combinada que permite separar e identificar
mezclas complejas. El uso requiere sistemas especiales de conexion, ya que ambas técnicas operan
en fase gaseosa y requieren una cantidad minima de muestra para el analisis, lo que las hace
altamente compatibles. Sin embargo, el principal desafio en su acoplamiento es que el efluente que
sale de la columna cromatografica lo hace a presion atmosférica, mientras que el espectrometro de
masas funciona en alto vacio. Actualmente, este acoplamiento directo se ha simplificado gracias
al uso de la cromatografia de gases capilar, que es el método mas comunmente empleado
(Gutiérrez & Droguet, 2002).

Cuando la mezcla de compuestos ingresa al cromatografo de gases, estos se separan dentro
de la columna cromatografica, provocando la elucion sucesiva de los diferentes componentes.

Luego, los componentes pasan directamente al espectrometria de masas, donde cada uno origina
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un pico en el cromatograma y se identifica a través de su espectro de masas. El espectrometro
funciona como detector, captando la corriente i6nica total producida en la fuente de ionizacion, lo
que da lugar al cromatograma. Esta corriente idnica produce picos gaussianos, cuyas areas guardan
relacion proporcional con la concentracion de cada sustancia analizada (Gutiérrez & Droguet,
2002).
2.7 BACTERIAS

Son microorganismos unicelulares procariotas que pueden reproducirse a expensas del
medio ambiente y tienen una notable capacidad para adaptarse a las condiciones ambientales
variables. Comprender la naturaleza de esta capacidad requiere comprender sus fundamentos
genéticos (Bado et al., 2008).

Figura 6

Estructura general de una célula bacteriana

Nota. la figura representa a la estructura de una célula bacteriana (p. 60), por Harvey, R. A.

Champe, P. C. & Fisher, B. D. (2008). Microbiologia: (2 ed.). Wolters Kluwer Health.
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2.7.1 Estructuras citoplasmicas

Las bacterias Gram positivas y Gram negativas tienen estructuras internas similares, sus
estructuras externas no son las mismas. En el citoplasma de las células bacterianas se encuentran
proteinas, ribosomas, ADN cromosomico, ARNm y metabolitos. A diferencia de los cromosomas
eucarioticos, los cromosomas bacterianos consisten en una sola molécula circular de doble cadena
que no se encuentra en el nicleo sino en una regidon especifica llamada nucleoide. Ademas, el
cromosoma carece de histonas, que mantienen el ADN en su forma adecuada y no forman
nucleosomas (Rosenthal & Pfaiier, 2007).

2.7.2 Pared celular

La estructura bacteriana posee una pared que es esencial, ubicada en la parte externa de la
membrana plasmatica. A excepcion de las micoplasmas, la mayoria de las bacterias poseen pared
celular que les dan forma y las protegen de la lisis osmoética. En numerosos microorganismos
patogenos, esta pared contiene componentes que incrementan su capacidad de producir
enfermedad. Algunos antibioticos actian sobre esta pared, protegiendo a las células de sustancias
toxicas (Pirez & Mota, 2006).

Las bacterias Gram positivas se diferencian de las Gram negativas en la estructura,
componentes y funciones de sus paredes celulares. La pared celular esta formada por componentes
bacterianos y su estructura repetida genera en los humanos una respuesta inmune innata que brinda
proteccion. La mayoria de los procariotas tienen una capa rigida de peptidoglicanos (proteinas de
la pared citoplasmatica) que rodea la membrana citoplasmatica, mientras que las micoplasmas y
las arqueas contienen pseudoglicanos unidos a peptidoglicanos y contienen pseudoglicanos en
lugar de una pared celular. Las bacterias Gram negativas también estdn rodeadas por una

membrana externa (Rosenthal & Pfaiier, 2007).



Tabla 2

Diferencias entre bacterias Gram positivas y Gram negativas

Caracteristicas

Bacterias Gram (+)

Bacterias Gram (-)

Estructura de la pared

celular

Pared gruesa de

peptidoglucano.

Pared delgada de

peptidoglucano

Membrana externa

No presenta

formada por lipidos y

lipopolisacaridos

Coloracion de Gram

se observan moradas.

se tifien de rosado o rojo.

Resistencia a antibidticos

Generalmente mas
sensibles a antibidticos

como penicilinas

Generalmente mas
resistentes por la

membrana externa.

Ejemplo de bacteria

Staphylococcus aureus

Bacillus

Escherichia coli

Salmonella

2.7.3 Efecto antibacteriano
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Agentes antibacterianos son medicamentos naturales o sintéticos que pueden eliminar o

detener el crecimiento de bacterias. Los antibidticos actiian contra los microorganismos inhibiendo

la sintesis de sus paredes celulares y activando enzimas que cambian la pared celular, haciendo

que la membrana sean mas permeables, inhibiendo la sintesis de proteinas y modifican el

metabolismo de sus acidos nucleicos (Alberto, 2011).

Actian sobre microorganismos en crecimiento activo. El efecto antibacteriano de las

plantas constituye una fuente importante para la busqueda de nuevos medicamentos, que pueden

ser elaborados més adelante. Ademas, ayuda a entender mejor las variedades de especies vegetales,

lo que ha permitido que muchos productos naturales sean considerados fitomedicamentos (Martin,

2016).
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2.7.4 Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular

Los antibidticos actian con mayor frecuencia interfiriendo con la produccion de paredes
celulares bacterianas. Debido a que todos comparten la estructura del anillo B-lactdmico, casi todos
los antibiodticos con este modo de accion se clasifican como B-lactdmicos, incluidas las penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas, carbapenémicos, monobactamicos e inhibidores de (3-lactdmicos).
La vancomicina es otro ejemplo de antibidtico que previene la sintesis de las paredes celulares
bacterianas (Rosenthal & Pfaiier, 2007).

2.7.5 Descripcion del antibidtico

2.7.5.1 Vancomicina

Los glucopéptidos son una estructura molecular compleja del antibidtico, que actua
principalmente sobre la pared bacteriana, que inhibe la formacion de peptidoglucano. Se han
utilizado durante aproximadamente 50 afios, especialmente para tratar infecciones por bacterias
Gram positivas, sobre todo en el ambito hospitalario. El medicamento més importante en este
grupo utilizado en la practica clinica es la vancomicina y la ticoplanina (Revilla, 2009).

Estructura quimica

La vancomicina es un glicopeptido de estructuras triciclicas, un antibidtico con peso
molecular de 1448 g/mol de formula quimica CesH7sCla2NoO24. Su estructura incluye dos
fragmentos de P-hidroxiclorotirosina, tres anillos aroméaticos derivados de fenilglicina con
sustituyentes, una amida formada a partir del acido aspartico (N-metil-leucina), asi como un
disacarido compuesto por glucosa y vancosamina. Los grupos ionizables de la vancomicina le
permiten unirse a iones metalicos y reconocer secuencias peptidicas en la pared celular bacteriana

(Revilla, 2009).
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Figura 7

Estructura de vancomicina

HO

Mecanismo de accion

Como glicopéptido, la vancomicina actlla como un equivalente estructural de la enzima
glicopéptido sintetasa. Parece que se acopla al puente H, concretamente al péptido D-alanina de
los residuos terminales de los peptidoglicanos, impidiendo la creacion de transglicosilacion y
transpéptidos necesarios para la construccion final del peptidoglicano.

Este mecanismo impide la formacion adecuada de la pared celular, afectando
principalmente a bacterias Gram positivas, ya que en las Gram negativas el peptidoglicano esta
protegido por una membrana externa que impide el acceso del antibidtico. Adicionalmente, la
vancomicina posee la habilidad de producir homodimeros que potencian su efecto de bloqueo al
interferir estéricamente con la generacion del peptidoglicano. Ademas, tiene efectos adversos tales
como el cambio en la capacidad de la membrana celular y la restriccion de la produccion de RNA

(Revilla, 2009).
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2.7.5.2 Ciprofloxacina

La ciprofloxacina es una de las fluoroquinolonas, es un antibidtico utilizado para combatir
infecciones provocadas por bacterias, tales como la neumonia y las infecciones urinarias. Aparte
de esto, la ciprofloxacina se presenta como una opcion de tratamiento para pacientes con
infecciones mixtas o cuando existe el riesgo de infecciones por bacterias gramnegativas (Thai
etal., 2023).

Estructura quimica

La ciprofloxacina, cuyo nombre quimico es acido-1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-
oxo-7-(1-piperazinil) quinolin-3-carboxilico, tiene la férmula molecular C17HsFN3O3 y un peso
molecular de 331.5 g/mol. Su estructura es biciclico heteroaromatico, con un nucleo central de
1,4-dihidroquinolina. Los grupos carboxilo y ceto en las posiciones 3 y 4 facilitan la formacion de
puentes de hidrégeno y enlaces covalentes con las topoisomerasas bacterianas. El fluor en la
posicion 6 aumenta su union a las topoisomerasas asi como la penetracion en la célula bacteriana.
Por ultimo, el grupo piperazinilo en la posicién 7, un anillo heterociclico, contribuye a su notable

actividad bioldgica (Tolentino, 2016).
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Figura 8

Estructura del ciprofloxacino

| OH

Mecanismo de accion

La ciprofloxacina consiste en bloquear enzimas bacterianas, especificamente la ADN
topoisomerasa y la ADN girasa, lo que interfiere con la replicacion del ADN bacteriano. Entre las
fluoroquinolonas, la ciprofloxacina es la mas potente contra bacilos gramnegativos, principalmente
enterobacterias como E.coli, Salmonella spp., Shigella spp. y Neisseria spp. Ademas, presenta
actividad contra ciertos microorganismos grampositivos (Thai et al., 2023).

2.7.6 Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva y forma racimos irregulares similares a uvas. Es inmovil,
libre de esporas y catalasa positivo. Crece rapida y abundantemente (J. Foster, 2002) Resistencia
a ciertos antibioticos como la meticilina y puede causar diversas infecciones que afectan los tejidos
blandos y la piel, los sitios intravasculares y los 6rganos internos (Chisaguano, 2018).

En general, el huésped debe brindar oportunidades para que Staphylococcus aureus se
infecte, introducciéon de cuerpos extrafios como heridas en la piel, infecciones quirtrgicas o
catéteres venosos centrales, obstruccion de los foliculos pilosos (foliculitis), o un sistema
inmunitario debilitado. La enfermedad por Staphylococcus aureus puede ser una infeccion

invasiva inducida por toxinas (Harvey et al., 2008).



32

2.7.6.1 Clasificacion taxonémica

La especie Staphylococcus aureus se clasifica de la siguiente forma:

Segin (Rosenbach, 1884).

Reino: Bacteria.

Filo: Firmicutes.
Clase: Bacilli.

Orden: Bacillales.

Familia: Staphylococcaceae.
Género: Staphylococcus.
Especie: Staphylococcus aureus.

2.7.7 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo aerdébico Gram negativa perteneciente a la familia
Escherichia Enterobacteriaceae (Vidal, 20006).

Escherichia coli se encuentra frecuentemente en el sistema gastrointestinal tanto de seres
humanos como de animales. Se puede hallarse en el medio ambiente, en los alimentos y en agua
contaminada. La infeccidn extraintestinal resulta del contacto humano, causando cistitis, neumonia
y pielonefritis. Esta infeccion representa al menos el 20 por ciento del total de infecciones urinarias

(Castillejo & Trujillo, 2021).



33

2.7.7.1 Clasificacion taxonémica
Segun: (Migula, 1895)
Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: Escherichia coli.

2.7.8 Método Kirby-Bauer

El antibiograma se basa en la técnica de difusion en disco, de acuerdo con el estudio de
Bauer Kirby. Es una de las metodologias que recomienda el NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards). Para determinar la sensibilidad de las bacterias hacia los
antibioticos (Romero & Baldeon, 2019).

El antibidtico difunde radialmente en el agar al entrar en contacto con su superficie
himeda, formando un gradiente de concentracion. Tras 18-24 horas de incubacion, se observa un
halo de inhibicion alrededor de los discos, cuyo tamafio depende del agente antibacteriano, el
microorganismo evaluado, la concentracion y capacidad de difusion del compuesto, asi como de
las caracteristicas del medio de cultivo y la velocidad de crecimiento bacteriano (Esteve & Soler,
2021).

Por tanto, cada antibacteriano tiene un diametro de inhibicién que esta estandarizado en
mm, la lectura de los halos de inhibicién se deben interpretar resistente (R), intermedia (I) o

sensible (S), conforme a las categorias del NCCLS (Picazo, 2000).
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HIPOTESIS
HIPOTESIS GENERAL
La composicion quimica del aceite esencial del Tanacetum pathenium L. determinado por CG-MS,
tienen terpenos y presentan efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Eschirichia coli ATCC 25922.
HIPOTESIS ESPECIFICOS
» Las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. estan
dentro de parametros 6ptimos.
» El aceite esencial de Tanacetum parthenium L., presenta monoterpenos, sesquiterpenos y
fenilpropanos.
» El aceite esencial de Tanacetum parthenium L., presenta efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922.
VARIABLES DE INVESTIGACION
VARIABLE INDEPENDIENTE
Aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
VARIABLE DEPENDIENTE
Efecto antibacteriano a diferentes concentraciones 100%,75%, 50%, 25%, 12.5% y 6.25% del

aceite esencial de Tanacetum parthenium L.



OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 3
Operacionalizacion de variables de la investigacion
Variable Definicion conceptual Definicion operacional Indicadores método de medicion | Unidad de
analisis
Variable Los aceites esenciales son - Rendimiento de - Extraccion por -%
independiente sustancias aromaticos volatiles | Determinacion experimental extraccion (%). Hidrodestilacion con Rendimiento
Aceite esencial de T. naturales. de propiedades fisicoquimicos | -Solubilidad. trampa de Clevenger. | -g/mL de
parthenium L. Conjunto de propiedades siguiendo normas (NTP / -Densidad relativa. - Solubilidad en densidad
caracterizacion fisicas y quimicas que ISO) y procedimientos - Indice de refracciéon | disolventes relativa.
fisicoquimica describen el aceite (calidad, estandarizados. (nD). - Picnémetro. -nD (sin
pureza y estado). - Indice de acidez - Refractometro de unidad).
(mg KOH/g). Abbe. -mg KOH/g
- Indice de - Volumétrico -mg KOH/g
saponificacion (mg - volumétrico - grados (°)
KOH/g). titulacion acido-base
- Rotacion optica (°). | (saponificacion)
- Polarimetro
(rotacion Optica).
Variable Conjunto y proporcion relativa | Analisis cualitativo y - % area relativa de GC-MS -% area
independiente de compuestos volatiles cuantitativo mediante cada compuesto relativa
Composicion quimica | (monoterpenos, cromatografia de gases y principal. -lista de
del aceite esencial sesquiterpenos, fenilpropanos) | espectrometria de masas (GC- | - Identificacion de los compuestos.
presentes en el aceite. MS). compuestos
mayoritarios
Variable dependiente | Capacidad del aceite para Ensayo de difusion en disco - Diametro del halo - Kirby Bauer (mm)
Efecto antibacteriano inhibir o reducir el (halo), ensayo con controles de inhibicion (mm).
frente a S. aureus crecimiento de S. aureus y de | positivo y negativo. A diferentes
ATCC 29213 y E. coli | E. coli. en condiciones concentraciones
ATCC 25922. experimentales. 100%,75%, 50%,
25%, 12.5%.
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CAPITULO III
METODOLOGIA

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

El estudio de investigacion es de naturaleza descriptivo y experimental de tipo causal.

Descriptivo porque se determina la caracterizacion fisicoquimica y composicion quimica
del aceite esencial a través de cromatografia de gases y espectrometria de masas.
Experimental porque se determiné el efecto antibacteriano del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L. a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Escherichia coli ATCC 25922.

3.2 UBICACION GEOGRAFICA DE LA TOMA DE MUESTRA

La ubicacion es de la zona pedregosa de Quesermayo perteneciente a la Comunidad Ccorao
en el distrito de San Sebastidn, region Cusco, a una altitud de 3580 m.s.n.m. con las coordenadas
geograficas del lugar de recoleccion -13.46685° de Latitud y Longitud -77.91958° UTM

Zona:19L, Este: 183876 y Norte: 8509359.
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Figura 9

Ubicacion geografica del distrito de San Sebastian-Ccorao

3.2.1 Muestreo
El muestreo ha sido no probabilistica o dirigida por que se recolecto aleatorio simple
intencionada. Se recolecto las partes aéreas de Tanacetum parthenium L. durante el estado de
floracion en mes de mayo y se selecciond plantas sanas.
3.2.2 Recoleccion de muestras
Se ha obtenido una muestra representativa en buenas condiciones, constituida por la parte
aérea de la planta, se recolecto aproximadamente 5Kg, se conservo en papel Kraft y transportado
al laboratorio de Fitoquimica de la escuela profesional de Quimica, posteriormente, se llevo la
muestra vegetal al Herbario Vargas, para la identificacion taxondmica certificada por los expertos.
Al recolectar muestras de Tanacetum parthenium L., se tenia en cuenta las siguientes

consideraciones como:
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» Ahoras de la tarde.
» Clima: despejado.
» Tipo de muestra: flores, hojas y tallos sanos (simple intencional).
» Estado vegetativo: floracion.
3.3 LUGAR DE PROCESAMIENTO
La investigacion se realizo en el laboratorio de fitoquimica y analitica de la Escuela
Profesional de Quimica. Se realizaron los siguientes procedimientos: obtencion del aceite esencial,
caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas y determinacion de la composicion quimica por
cromatografia gases y espectrometria de masas, con métodos y técnicas de laboratorio.
Las pruebas de efecto antibacteriano se desarrollaron en el laboratorio Biologia celular de
la Escuela Profesional de Biologia.
3.3.1 Identificacion taxonomica
Se recolect6 el material aéreo de 7. parthenium L. durante su floracion, se sec6 dentro del
papel y se llevo al Herbario Vargas para su identificacion taxondmica.
3.3.2 Autorizacion de recoleccion - SERFOR
Se pidio el permiso para recolectar Tanacetum parthenium L., con el objetivo de hacer una
investigacion cientifica sobre la flora silvestre con colecta, para llevar a cabo la investigacion
cientifica titulada: “Composicion quimica del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
determinado por CG-MS y su efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213
y Escherichia coli ATCC 25922”. El muestreo se realizd6 de manera controlada y sin afectar la
conservacion de la especie dentro de la comunidad de Ccorao.
3.4 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

MUESTRA VEGETAL



Especie vegetal Tanacetum parthenium L. “santa maria” las partes aéreas.

MUESTRA BIOLOGICO

>

>

Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

ANTIBIOTICOS DE CONTROL

>

Vancomicina y Ciprofloxacina.

MATERIALES DEL CAMPO

>

vV V VYV VvV 'V

Cémara fotografica marca HUAWEI P30. Modelo ELE-L04.
Cuaderno del campo.

Papel Kraft.

Tijera para cortar.

Bolsa.

Guantes.

MATERIALES DE LABORATORIOS

>

v Vv VY Vv VvV ¥V V V

Asa de siembra y aguja de kohle.
Baguetas de vidrio.

Embudo de vidrio.

Erlenmeyer de 100mL.

Frascos de color &mbar 20mL.
Frascos de vidrio de 250-500mL.
Goteros.

Gradilla.

Hisopo estéril.
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vV Vv VY Vv VvV V¥V ¥V ¥V V¥V ¥V VvV V V VY VYV VYV V

REACTIVOS:

Matraz de fondo redondo de 500mL.
Micropipetas marca Sciene Med de 100-1000 pL
Micropipetas Marca Sciene Med de 10-100 pL.
Papel Kraft 10x15mm.

Picnémetro de SmL.

Pinza.

Pipetas graduadas de 1-10mL.

Pipetas Pasteur SmL.

Placa Petri 100x15mm.

Probetas de 100mL.

Puntas para micropipetas 50 pl.

Soporte universal.

Termometro de 100°C.

Tubos de ensayo de 20mL.

Tubos de ensayo de vidrio con tapa rosca (Pyrex 13 x 100 mm)
Tubos eppendorf de 1.5mL.

Vasos precipitados de 50-100mL.

Acetona (C3HgO0) Q.P.
Acido clorhidrico (HC1) 0.1N Q.P.

Agua destilada.

vV V V VYV

Cloroformo (CHCI3) Q.P.

» Etanol 96%, 70%, 50%.

40
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» Etanol absoluto (C,H;OH) INDUQUIMICA S.R. Ltda.
> Eter etilico (C,H50) Q.P.
» Fenolftaleina.
» Hexano (CgHq4) Q. P.
» Hidroxido de sodio 0.1N Q.P.
» Hidroxido de potasio 0.1N Q.P.
» Metanol (CH; — OH) Q.P.
» n-heptano (C,H;¢) Q.P.
» Sulfato de sodio anhidro (Na,S0,).
MEDIOS DE CULTIVO
» Agar Mac Conkey marca HIMEDIA®.
» Agar Manitol Salada ReadyMED®.
» Agar Mueller Hinton HIMEDIA®.
» Caldo BHI MERX.
EQUIPOS DE LABORATORIO
» Autoclave, marca Numak, modelo LDZM-80KCS.
Balanza analitica Marca Kern, Modelo ABS 320-4M.
Balanza de precision Marca RADWAG, Modelo PS 510/C/1.

Centrifuga marca Hermle, modelo Z 206 A.

Y VWV VYV V¥V

Cromatografia de gases y espectrometro de masas marca Thermo Scientific,

modelo trace 1310 con la libreria Mainlib y wiley 7.

A\

Equipo de hidrodestilacion con trampa de Clevenger Movilab.

» Estufa marca Thermo Scientific, modelo OGS 100.



vV V Vv Vv VvV V

Incubadora modelo Tomos ODHG-9123A.

Mechero Bunsen.

Polarimetro marca Rudolph research analytical, modelo Autoplo 1.

Refractometro marca ABBE, modelo 2WAJ.
Refrigeradora marca Samsung.

Vernier digital 0-200 mm marca KAMASA.
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3.5 DISENO EXPERIMENTAL

3.5.1 Procedimiento metodologico

43

El procedimiento metodolégico desarrollado en la investigacion se organizo en el siguiente

diagrama.

Figura 10

Diagrama de flujo del estudio experimental

Identificacion
Recoleccion de sistematica de la
muestra vegetal especie vegetal.
Tanacetum
parthenium L.
\
Seleccion y
pesado de la
muestra fresca
\
Extraccion del
aceite esencial
\
deshidratacion del
aceite esencial con
Na,50,
p | | i
]
Determinacion de De‘termiqacic’m ﬂd
Caracterizacion COmMposicion quimica efecto antibacteriano
fisico-quimica po d frente a S. aureus y E.

por GC-MS.

coli,
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3.6 PREPARACION DE MUESTRA

La muestra fue seleccionada en buen estado y posteriormente se trozé para su trasvase al
equipo de hidrodestilacion, usando una trampa de Clevenger, con el fin de obtener el aceite
esencial.

3.7 OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL

METODO: Extraccion por hidrodestilacion con trampa de Clevenger
PROCEDIMIENTO: Se pes6 un promedio 429.219 g de T parthenium L., y se coloco en un balon
de vidrio usando 1000 mL de agua. El vapor extrae el aceite esencial de la planta, se recolecto el
aceite en una trampa Clevenger, encontrandose el aceite en la parte superior y se traspaso el aceite
con una pipeta Pasteur a un frasco ambar, el volumen de aceite es el valor obtenido para calcular
el rendimiento en porcentaje, se repitid el procedimiento hasta obtener 11.4 mL una cantidad de
aceite esencial necesario para la investigacion. Se afiadi6 sulfato de sodio anhidro para eliminar el
exceso de agua en los aceites esenciales.

» volumen de aceite obtenido(mL)
% Extraccién = x100%
peso de la muestra(g)

3.8 DETERMINACION DE CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL
ACEITE ESENCIAL
3.8.1 Prueba de solubilidad

La solubilidad se refiere a la formacion de una mezcla homogénea de particulas entre
aceites esenciales y con diferentes disolventes.
PROCEDIMIENTO: Se disolvié en 0.2 gotas (0.1 mL) de aceite esencial en 10 gotas de disolvente
(agua, etanol 50 %, etanol 70%, etanol 96 %, etanol absoluto, metanol, acetona, cloroformo y
hexano), siendo la muestra ligeramente soluble, insoluble.

TECNICA: NTP 319.084 (Espinoza & Cuya, 2017).
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3.8.2 Densidad relativa

La relacion entre masa y volumen se conoce como densidad relativa (Ceballos, 2012).

Formula: p = b p
-

Donde:

p = densidad relativa.

P = peso del picnémetro vacio.

P;= peso del picndmetro lleno con agua destilada a 20°C.

P,=peso del picnometro lleno con aceite esencial a 20°C.
PROCEDIMIENTO: Se peso el picndmetro limpio, seco y vacio en la balanza analitica y se
registrd el peso, luego se peso el picndmetro con agua destilada (hasta llenarlo), de igual manera,
se repitio la técnica, pero usando aceite esencial, se anot6 los resultados obtenidos.
TECNICA: NTP N° 279 (INDECOPI, 2011).

3.8.3 Indice de refraccion

El indice de refraccion de cada interfaz es una caracteristica especial que cambia segun la
temperatura y la longitud de onda de la luz que se estudia. Encuentra la velocidad a la que la luz
viaja a través de un medio uniforme e indica la presencia de compuestos oxigenados aromaticos
(Ceballos, 2012).
PROCEDIMIENTO: Antes de agregar la muestra, se calibro el refractdémetro con agua destilada.
Un corriente de agua circula a través del refractometro apuntando a una temperatura del
refractometro de 20°C. se coloco una gota de aceite esencial en un prisma limpio y seco, se esperd
que la temperatura se estabilice y se determino la lectura en el refractometro.

TECNICA: NTP 280-2011 (revisado en 2016) (Espinoza Rojas & Cuya Arias, 2017).
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3.8.4 [Indice de acidez
Se define como indice de acidez de un aceite a la cantidad de miligramos de hidroxido de
potasio que se requiere para neutralizar los acidos libres presentes en un gramo del aceite
(Guenther, 1947).

Formula:

56.1 * Vg * 0.1N
A= D

Donde:

Vg=mL gastado de KOH.

56.1= Meq de KOH en mg.

P =Peso de muestra en gramos.
PROCEDIMIENTO: Se coloco 0.3685 g de aceite esencial en un matraz Erlenmeyer de 100 mL,
después se afiadio 10 mL de alcohol neutralizado y 3 gotas de fenolftaleina. Luego, se tituld con
solucion hidroxido de potasio 0.1N hasta observar un cambio de color a rosado y se anotd el
volumen gastado.
TECNICA: NTP 319.085 (INDECOPI, 2016), (Espinoza Rojas & Cuya Arias, 2017).

3.8.5 Indice de saponificacion

Es la cantidad de miligramos de hidréxido de potasio que se necesita para saponificar un
gramo de aceite.
FORMULA

_ 561 N=*(V, —Vp)
B m

IS
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Donde:

N= concentracion de HCI 0.1N.

56.1=Meq de KOH en mg.

V,= Volumen gastado en mL de HCI en blanco.

V1= volumen gastado en mL de HCI en la muestra.

m= masa en gramos de la muestra.
PROCEDIMIENTO: Se pes6 0.3123 g de aceite esencial en un matraz de fondo redondo de 500mL
y se agrego 10 mL de KOH 0.1N se reflujo durante 1 hora, luego se dejo enfriar y se afiadi6 3gotas
de indicador de fenolftaleina, se titulé con HCI 0.1N, hasta que el color rosado de la fenolftaleina
desaparezca. Se procedié a realizar el mismo procedimiento para prueba en blanco usando aceite
esencial sin hidrolizar.

TECNICA: NTP 319.088:1974. (Espinoza Rojas & Cuya Arias, 2017).

3.8.6 Rotacion optica

Esta técnica se trata de medir la rotacion Optica de un rayo de luz polarizada que pasa por
un material Opticamente activo. La cantidad de moléculas quirales y la estructura molecular
desempefian un papel en la determinacion de la rotacion Optica y el nivel de actividad optica de un
aceite se expresa en grados de rotacion (Martinez, 2017).
PROCEDIMIENTO: Se agreg6 0.1 mL de aceite esencial a un vaso precipitado, se disolvié en 10
mL de etanol absoluto y luego se llené por completo en el tubo de contencion. Luego se coloco la
muestra en el polarimetro y se medio la rotacion dptica.

TECNICA: NTP 319.076 (Espinoza & Cuya, 2017).
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3.9 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA
3.9.1 Cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-MS)

Es una técnica que determina la composicion quimica del aceite esencial.
PROCEDIMIENTO: Se preparo6 el aceite esencial de Tanacetum parthenium 100 uL diluido con
500 uL de n-heptano en un vial de 1 mL para el anélisis. Fue analizado por GC-MS, el GC con
modelo Trace 1310 Thermo Scientific, asi como la columna cromatografica TG-5SILMS de 30 m
x 0.25 mm de didmetro interno y un espectrometro de masas de Modelo ISQ QD Thermo
Scientific. Los analisis se realizaron en las siguientes circunstancias: la secuencia de temperatura
del horno comenzé a 70°C y tras de 2 minutos aument6 a 250 °C, con un aumento de 5°C/min,
manteniéndose asi. El helio fue el gas portador utilizado, con un flujo de 1 mL/min, con la
temperatura del inyector y del detector establecida en 250 °C.

La prueba se llevo a cabo por un periodo de 50 min. Al finalizar la prueba, se obtuvieron
cromatogramas y se determiné el porcentaje de cada componente basandose en el area del pico en
comparacion con el area total de todos los picos, el espectro de masas fue utilizado para identificar
los componentes presentes en cada uno de los cromatogramas.

Los parametros utilizados en el espectrometro de masas fueron: la temperatura de la fuente
fue de 250°C y la del cuadrupolo, de 150°C; ademas, se usé un rango de masas que abarcaba desde
40 hasta 400 m/z y una energia de ionizacién de 70 eV. Los compuestos de los aceites esenciales
se reconocieron por el tiempo de retencion mediante la GC-MS, que corresponde a cada uno de
estos componentes. Asimismo, se recurrié a datos de libreria Mainlib y Wiley 7 para identificar

los compuestos obtenidos.
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3.10  DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO MEDIANTE LA
TECNICA DE KIRBY-BAUER.

La técnica de Kirby-Bauer es una de las técnicas que recomienda el NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards). Para determinar la sensibilidad de las bacterias
hacia los antibidticos (Romero & Baldeon, 2019).

Se utilizo el método de Kirby-Bauer, para determinar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Tanacetum parthenium L. contra Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia
coli ATCC 25922.

3.10.1 Elaboracion de los medios de cultivo

Se prepararon los medios de cultivo seglin las indicaciones del fabricante y de acuerdo a las
investigaciones:
Preparacion de agar Mueller Hinton: para la determinacion de la sensibilidad antibacteriana, se
pesaron 11.4 g de agar Mueller Hinton, los cuales se disolvieron en 300mL de agua destilada. El
medio de cultivo fue esterilizado en autoclave durante 15 minutos a 121°C, posteriormente se dejo
enfriar hasta 45-50°C. Luego, se distribuyeron 20 mL del agar preparado en cada placa Petri,
obteniéndose un espesor aproximado de 4 mm. Finalmente, las placas se dejaron solidificar y se
conservaron en refrigeracion hasta su uso.
Preparacion de agar Manitol Salado: Para el aislamiento de Staphylococcus aureus, se pesaron
22.2 g de agar Manitol Salado, los cuales se disolvieron en 200 mL de agua destilada. El medio de
cultivo fue esterilizado en autoclave durante 15 min a 121°C y posteriormente se dejé enfriar hasta
45-50°C. Luego, se distribuyeron 20 mL del agar preparado en cada placa Petri. Finalmente, las

placas se dejaron solidificar y se conservaron en refrigeracion hasta su uso.
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Preparacion de agar Mac Conkey: para el aislamiento de Escherichia coli, se pesaron 10.31 g
de agar MacConkey, los cuales se disolvieron en 200 mL de agua destilada. El medio de cultivo
fue esterilizado en autoclave durante 15 min a 121°C y posteriormente se dejo enfriar entre 45-50
°C. Luego, se repartio 20 mL del agar preparado en una placa Petri. Finalmente, la placa se dejo
solidificar y se conservaron en refrigeracion hasta su uso.
Caldo BHI (Caldo Brain Heart Infusion): se pes6 0.925 g de BHI y se disolvio en 25mL de agua
destilada. Fue esterilizado el caldo en autoclave a 121°C durante 15min. Este caldo se utiliz6 para
mantener vivas las cepas de microorganismos en tubos de ensayo.
3.10.2 Activacion de cepas ATCC
La activacion de los microorganismos se realizé siguiendo las sugerencias del fabricante:
El hisopo que contiene la cepa ATCC fue saturado en el material hidratado y posteriormente se
traslad6d a medios de cultivo selectivos para cada microorganismo: para Staphylococcus aureus
ATCC 29213 en agar Manitol Salado para Escherichia coli ATCC 25922 en agar Mac Conkey. Se
incubo a 35-37°C por 24-48 horas (Montero ef al., 2018).
3.10.3 Determinacion de sensibilidad antibacteriano
Se determino mediante el método Kirby-Bauer modificado en pozos (Montero ef al., 2018).
Sensibilidad antibacteriana, segun método de pozo excavado

1. El aceite esencial fue preparado en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25%, 12.5% y
6.25% utilizando etanol absoluto como diluyente.

2. Luego se activo las cepas ATCC en agar selectivo para cada microorganismo.

3. Se inocul6 cepas de ATCC en 5 ml del caldo BHI contenidos en tubos de ensayo con tapa
y se incubaron a 37°C por 5 horas.

4. Enplacas con agar Mueller Hinton previamente preparadas se realizaron tres perforaciones

de 5.5 mm de diametro a una distancia de 22 mm.
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5. Cada cepa ATCC fue sembrada de manera homogénea sobre la superficie del agar mediante
diseminacion con hisopo estéril.
6. Se aplico a la perforacion 50 pL de cada concentracion del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L. realizéndose el ensayo por triplicado en placas con agar Mueller Hinton.
7. Las placas fueron incubadas a 37°C durante un periodo de 24-72 horas.
8. Al mismo tiempo, se utilizaron patrones de sensibilidad a los antibidticos para cada cepa:
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Vancomicina.
Escherichia coli ATCC 25922 Ciprofloxacina.
9. Se llevaron a cabo las lecturas de los halos de inhibicion desde las 24 horas y se
confirmaron entre 48-72 horas de incubacion.
10. Para medir los diametros de los halos de inhibicion, se utilizé un vernier.
Duraffourd (1983) presenta las siguientes pautas para clasificar de manera cualitativa, el grado
de sensibilidad que presentan las bacterias ante diferentes compuestos. La escala de Duraffourd
es para determinar la sensibilidad de la bacteria (Robalino et al., 2021), de acuerdo al diametro
del halo.
» Sensibilidad nula: igual o menor a 8 mm
» Sensibilidad limite o baja: comprendido entre 8 a 14 mm.
» Mayor sensibilidad: entre 14 y 20 mm.

» Altamente sensible: igual o superior a 20 mm.
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3.11 ANALISIS ESTADISTICO.

Para el analisis estadistico se analizaron estadistica y cualitativamente mediante andlisis de
varianza (ANOVA) utilizando el software SPSS version 30, mientras que para el analisis
cualitativo se realizé con la escala Duraffourd. Por lo tanto, para el estudio estadistico, se formul6
las siguientes hipotesis.

Hipotesis Nula (Ho): Puede el aceite esencial de Tanacetum parthenium L., no ejercer efecto
antibacteriano sobre la cepa de Escherichia coli.
Hipotesis de alterna (Hi): Puede el aceite esencial de Tanacetum parthenium L. ejerce efecto

antibacteriano sobre la cepa de Staphylococcus aureus.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 DE EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL
Los resultados de los porcentajes de extraccion del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. se

muestra en la tabla 4.

Tabla 4

porcentaje de extraccion del aceite esencial

Tanacetum parthenium L.

Peso de la Vol. (mL) de .
muestra (gr.) aceite esencial % de extraccion
404.236 2.1 0.52
424.773 24 0.57
428.781 23 0.54
448.365 24 0.54
439.939 2.2 0.50
X=429219¢ X=228mL  X=0.531%+0.02

Seglin se muestra en la tabla 4, el promedio de extraccion peso/volumen para la especie
Tanacetum parthenium L., es de 0.531% =+ 0.02 determinado mediante el procedimiento de
hidrodestilacion con trampa de Clevenger.

Comparando con los resultados obtenidos en el estudio de Izadi et al., (2010) el porcentaje de
extraccion fue de las partes aéreas de 3.80 % en Hamedan y entre 4.96 % en Teheran, lo cual
muestra que la especie Tanacetum parthenium L. tiene mayor cantidad de aceite esencial en
comparacion a la presente investigacion. Por otro lado, Shahhoseini et al., (2019) evaluaron el

potencial fitoquimico y obtuvo el promedio de extraccion del aceite esencial de 0.84 %,
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Mohsenzadeh etal., (2011) obtuvieron un porcentaje de extraccion del aceite esencial de
Tanacetum parthenium L. 1.02 % (p/v) en la etapa de floracion, mediante la hidrodestilacion con
trampa de Clevenger. Lo cual muestra que los valores de etapa de floracion superan este promedio
de investigacion, puede deberse a la variedad de especie o condiciones ecoldgicas o tipo de suelo.
4.2 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL ACEITE ESENCIAL

Los resultados de la solubilidad del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. se presenta
en la tabla 5, estan ordenados en funcion de la polaridad de los disolventes.

Tabla 5

Resultados de la solubilidad del aceite esencial

Disolvente Solubilidad

Agua -

Etanol 50% -

Etanol 70% ++

Etanol 96% +++
Etanol absoluto +++
Metanol -+
Acetona 4t
Cloroformo -+
Hexano -+

Nota. Muy soluble = +++ Soluble = ++ Poco soluble =+ Insoluble = -
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Los resultados de la tabla 5, indican que el aceite esencial de Tanacetum parthenium L., es
insolubles en disolvente polares en agua y Etanol 50 %, soluble en etanol 70 %, muy solubles en
etanol de 96 %, etanol absoluto y Metanol. En disolventes apolares, la acetona, el hexano y el
cloroformo son altamente solubles. Estos resultados nos ayudan a entender que la mayoria de las
moléculas que componen estos aceites esenciales son predominantemente apolares y de polaridad
media.

Seglin Zuiiiga, (2022) obtuvieron que el aceite esencial de Tanacetum vulgare, es muy soluble en
disolventes de polaridad mediana y apolares, pero insoluble en disolventes altamente polares. Esto
indica que sus componentes son principalmente de naturaleza apolar y medianamente polar. Sin
embargo, la diferencia en la solubilidad del aceite de Tanacetum parthenium L., es en etanol al 70
% que es soluble y en Tanacetum vulgare es poco soluble podria deberse a una mayor presencia
de compuestos oxigenados. Esta variaciéon puede estar relacionada con factores propios de la
especie, condiciones ambientales y método de extraccion. Ambos aceites esenciales presentan una
composicion principalmente apolar y polar. Los resultados obtenidos respaldan (Valdez, 2021)

cuando mayor sea la solubilidad, méas compuesto oxigenado tendra.
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4.3 DE CARACTERIZACION FISICOQUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL
La tabla 6 presenta las propiedades fisicoquimicas determinados para el aceite esencial de
Tanacetum parthenium L.

Tabla 6

Caracteristicas fisicas y fisicoquimicas del aceite esencial

CARACTERISTICAS Y

PROPIEDADES

Apariencia Liquido Aceitoso
Color Amarillo palido
Olor fresco y amargo
Densidad Relativa a 20 °C (g/mL) 0.9618 + 0.0002
indice de refraccion 20°C 1.4681 £ 0.0007
Rotacion optica +0.060° + 0.02
indice de acidez (mg KOH/g aceite) 1.5016 + 0.02

ndice de saponificacion (mg KOH/g
35.015+1.28
aceite)

Segun la tabla 6, el aceite esencial de Tanacetum parthenium L., mostr6 una densidad
relativa de 0.9618 g/mL, un indice de refraccion de 1.4681 y rotacion Optica de + 0.060; ademas,
su indice de acidez fue de 1.5016 mg KOH/g y su indice de saponificacion fue de 35.015 mg
KOH/g.

Los resultados de la investigacion actual muestran que la densidad relativa de 0.9618 g/mL
a 20 °Cy el indice de refraccion 1.4681 del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. estan en

el rango tipico de los aceites esenciales, evidenciando que el producto es menos denso que el agua.
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Asimismo, el valor del indice de refraccion sugiere la probable presencia de monoterpenos,
principalmente oxigenados. Ambos parametros constituyen indicadores de calidad y autenticidad
del aceite esencial. Estos resultados muestran coherencia con los reportes de Zuiiiga (2022) que
inform¢ la densidad de 0.9293 g/mL e indice de refraccion de 1.4648 del aceite esencial Tanacetum
vulgare, mientras que Solis et al. (2018) registraron 0.9315g/mL de densidad y 1.4548 indice de
refraccidon, respectivamente. La similitud entre los valores obtenidos por ambos autores y
reportado en esta investigacion sugiere que las especies del género Tanacetum presentan
caracteristicas fisicoquimicas comparables, asociadas a una composicion terpenoide similar y a la
estabilidad de sus aceites esenciales bajo condiciones adecuadas de extraccidon y conservacion.

Segun Martinez (2017), la rotacion optica es influenciada por la estructura molecular y la
cantidad de moléculas quirales en una sustancia que presenta actividad oOptica. En el aceite de
Tanacetum parthenium L. se encuentran compuestos quirales como el carveol y el borneol. El
carveol presenta un solo centro quiral, mientras que el borneol posee varios centros quirales debido
a su estructura biciclica, lo que contribuye potencialmente a la actividad optica del aceite esencial.
La rotacion oOptica obtenida fue de + 0.060°, lo que muestra una leve actividad Optica de caracter
dextrogiro. Este valor evidencia la presencia de compuestos quirales; sin embargo, el bajo valor
obtenido sugiere una escasa predominancia enantiomérica y una posible compensacion parcial
entre enantiomeros, consistente con la naturaleza compleja del aceite esencial.
En comparacion, Solis et al. (2018) y Zufiga (2022) reportaron valores levogiros de -0.161° y -
0.135° para T. vulgare. Estas diferencias reflejan variaciones en la composicion enantiomérica y
en los compuestos Opticamente activos entre las distintas especies del género Tanacetum.

El aceite esencial de Tanacetum parthenium L., mostrd un indice de acidez de 1.5016 mg

KOH/g, lo que indica que hay una minima existencia de acidos libres y por lo tanto una buena
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estabilidad quimica del aceite. En comparacion, Zuiiga (2022) report6é un valor menor (0.870 mg
KOH/g), lo cual también corresponde a un aceite esencial fresco de buena estabilidad. En conjunto,
el valor obtenido en esta investigacion se encuentra dentro de un rango aceptable, reflejando un
aceite esencial con buena calidad y bajo nivel de oxidacion.

El aceite esencial de Tanacetum parthenium L., presentd un indice de saponificacion de
35.015 mg KOH/g, considerado relativamente bajo, lo que indica una baja presencia de ésteres,
Sin embargo, este valor es superior al reportado por Solis et al. (2018) para 7. vulgare (20.30 mg
KOH/g), lo que sugiere que Tanacetum parthenium L., contiene una mayor cantidad de
compuestos con un peso molecular bajo o ligeramente oxigenados que reaccionan con el hidroxido
de potasio. Las diferencias entre ambas especies pueden deberse a variaciones en su composicion
quimica y las condiciones del medio ambiente, que influyen en la cantidad de esteres presentes.
En general, el resultado indica que el aceite de Tanacetum parthenium L., es mas reactivo y

contiene mas compuestos oxigenados que la especie de Tanacetum vulgare.
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4.4 DE COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Tanacetum parthenium
L.
La interpretacion del perfil cromatografico se fundamenta en el nimero de picos, cada uno
correspondiente a un componente con un tiempo de retencion especifico, como se observa en la
Figura 11.

Figura 11

Perfil cromatogrdfico del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
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En este caso, el cromatograma muestra nueve picos a diferentes tiempos de retencion (RT),
donde el compuesto mas abundante se detalla en la tabla 7. Los espectros de masas adquiridos se
compararon con los de la base de datos de las librerias Mainlib y Wiley 7 para identificar los

componentes del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
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Tabla 7

Composicion quimica del aceite esencial de Tanacetum partheium L.

pli\ICOO Nombre del compuesto RT Area abuof diicia
I NI 3.94 8407596 2.29
2 Acido pterina-6-carboxilico 5.92 6935643 1.89
3 Cis-Crisantenol 10.58 22184046 6.04
4  Borneol 12.36 71666393 19.52
5 Carveol 14.23 2.11E+08 57.47
6  2-B-Pineno 16.01 34437685 9.38
7 NI 2222 5336158 1.45
8 NI 23.31 3616511 0.99
9 NI 25.03 3545694 0.97

Nota. N.1.: compuesto no identificado, RT: Tiempo de retencion, %: Porcentaje de abundancia.

En la tabla 7, el AE de Tanacetum parthenium L. muestra que los componentes
mayoritarios fueron: Carveol (57.47 %), Borneol (19.52 %), 2-B-pineno (9.38 %) y cis-Crisantenol
(6.04 %); por lo tanto, los monoterpenos son el componente quimico mayoritario de aceite esencial
de Tanacetum parthenium L.

Segun Coban et al., (2019), los principales compuestos del aceite fueron alcanfor (39.47
%) vy guaiol (5.21 %). En esta investigacion, el guaiol se detectd por primera vez en Tanacetum
parthenium L., ya que en estudios anteriores no habia sido reportado. Estas diferencias en la
composicion quimica podrian deberse a variaciones en las condiciones ecoldgicas y geograficas,

que influyen directamente en la formacion y proporcion de los compuestos del aceite esencial.

Seglin la bibliografia, se observaron diferencias notables en la composicion quimica del

aceite esencial. Lazarevi¢ et al., (2021) reportaron como componentes principales el alcanfor
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(44.75%) y el trans-acetato de crisantenilo (28.97%), mientras que Mohsenzadeh et al., (2011) e
Izadi et al., (2013) también encontraron al alcanfor y al acetato de crisantenilo como componentes
predominantes, junto con menores cantidades de canfeno, borneol e isovalerato de bornilo. En
cambio, el Tanacetum parthenium L. analizado en esta investigacion mostré una composicion
diferente, destacando el carveol y el borneol como compuestos mayoritarios. Estas diferencias
pueden explicarse por factores ecologicos en las que crece esta especie, las condiciones climaticas,
el tipo de suelo o la zona geogréfica de recoleccion.

Figural2

Componentes mayoritarios del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.

Carveol Borneol
2-ciclohexen-1-o0l,2-metil-5 1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-
-(1-metiletenilo) ol

&

OH

2-B-Pineno Cis-Crisantenol
6,6-dimetil-2-metilen 2,7,7-trimetilbiciclo
biciclo [3.1.1] heptano [3.1.1]hept-2-en-6-o0l
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Figura 13

Espectro de masas del componente mayoritario del carveol
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Espectro de masa correspondiente al Carveol (2-ciclohexen-1-ol, 2-metil-5-(1-
metiletenilo) se aprecia en la figura 13 el pico de m/z=152, que corresponde al peso molecular del
compuesto. El pico de m/z 91 siendo el ion mdas estable y el fragmento mas abundante
correspondiente al fragmento Tropilio o bencilo (M-C7H7") perdi6 el fragmento isopropinilo (43
g/mol) y agua (18 g/mol).

Como se observa en la interpretacion de los siguientes picos de cada fragmento ionizado del
carveol.
PICO CON M/Z=134

m/z=152-134

HO

Carveol m/z=134



PICO CON M/Z=119

]+-CHs + H0

_1 19 15g/mol  18g/mol

PICO CON M/Z=91

CH'
0 o
C = Wy

m/z=91

PICO CON M/Z=T77

+
CH
— ]+ T
¢t .- + e + H20 + -CH3
HO C 42g/mol  18g/mol  15g/mol
m/z=77

PICO CON M/Z 65

e \’/2_ + H>O + -CHgj
m/z 65 54g/mol 18g/mol  15g/mol

m/z=152
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PICO CON M/Z 39

H,C CH,
d :
—_— CH' + CH,
HO _ CH'
m/z=39 HO/
m/z=113

Se aprecia en el pico de m/z=152, que es el peso molecular del carveol, al igual que los

distintos picos con sus respectivas masas.

>

El pico m/z 134 el fragmento y el ion estable que corresponde (M-CioH14) este fragmento
perdio6 la molécula de agua (18g/mol)

El pico m/z 119 el fragmente que corresponde (M-CoH11) el fragmento perdidé grupo metilo
(15g/mol) y agua (18g/mol).

El pico m/z 77 siendo el fragmento ion fenilo (M-C¢Hs") el fragmento perdio el grupo
isopropinilo, hidroxilo y metilo.

El pico m/z 65 siendo el fragmento ciclopentadienilo (M-CsHs") el fragmento perdio el
grupo isobutileno, hidroxilo y metilo.

El pico m/z 39 siendo el fragmento que corresponde al (M-C3H3") el fragmento perdio
C7H120 (3,4-dimetilpent-4-en-1-ol).

El espectro de masas del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. mostrd un ion

molecular principal en m/z = 152, correspondiente al carveol, confirmando su identidad como

componente mayoritario. Los fragmentos observados en m/z 134, 119, 91, 77, 65 y 39 evidencian

pérdidas caracteristicas de grupos metilo, hidroxilo, isopropinilo y tipicas de monoterpenos

oxigenados. Estos patrones de fragmentacion confirman la estructura del carveol y su alta

proporcion en el aceite esencial, lo que sugiere que es uno de los principales responsables de sus

propiedades quimicas y biologicas.
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Figura 14

Espectro de masas del Borneol
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Espectro de masa correspondiente al Borneol (1,7,7- trimetilbiciclo [2.2.1]heptan-2-ol), se
aprecia en la figura 14, se observa el ion molecular con un valor de m/z = 154, que es el peso
molecular del compuesto. El pico m/z 95 siendo el ion mas estable y el fragmento mas abundante
que corresponde al fragmento cation 1- metilciclohexano (M-C7H1;") ademas perdio (M-59)
correspondiente al isopropilo (C3Hs) y H>O.

Como se observa en la interpretacion de los siguientes picos de cada fragmento ionizado del

borneol.

PICO CON M/Z 139
m/z=154-139=15

. /(f + -CHj

HO HO
Borneol m/z=139



PICO CON M/Z 110
+
\\E;;
— > C+\7 + C2H3OH

HO |

m/z=154 miz=110 +4g/mol

PICO CON M/Z 95
H;C CH,

CH
’ ZCQ + CaHs
HC™™ | 3H5 + H0
H,C

HO W HsC 18¢/mol
m/z=154 m/z=95  4lg/mol 198
PICO CON M/Z 55
H,C_ _CH,
et + C3He + CoH20 + cHj,
HO W HiC _
m/z=154 m/z=53
PICO CON M/Z 41
HiC_ _CH, HC. _CH,
H.C
% — N+ J
H,C"
HO™ HsC 2 o HsC
II]/Z:154 m/Z:41

113g/mol
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Se observa el pico con un valor de m/z=154, que corresponde al peso molecular del
borneol. Asimismo, se registra distintos picos con sus masas.

» Elpicom/z 139 el fragmento y el ion estable que corresponde (M-CoH;50) este fragmento
perdié el radical (M-15) correspondiente al metilo (-CH3).
» El pico con un valor m/z 110 corresponde al fragmento (M-CsHj4), al ionizarse perdié (M-

44) correspondiente a un radical derivado del etanol C2H4O.

» El pico de m/z 55 siendo el fragmento ion ciclo butilo (M-CsH7") el fragmento perdié (M-

99) correspondiente al grupo isopropinilo, acilio y metilo.

» El pico de m/z 41 siendo el fragmento que corresponde a cation alilo (M-C3Hs") perdid

(M-113) el grupo 2,3,3-trimetilciclopentan-1-ol.

Los componentes mayoritarios del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., son
carveol y borneol ambos monoterpenos hidroxilados cuya presencia se confirm6é mediante
espectrometria de masas. Los iones moleculares y fragmentos caracteristicos observados respaldan
su correcta identificacion y evidencian una alta pureza y estabilidad quimica del aceite. La
predominancia de estos compuestos sugiere que el aceite esencial posee una composicion rica en

compuestos bioactivos, responsables de sus propiedades aromaticas y biologicas.
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4.5 DE DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO POR EL METODO DEL
KIRBY BAUER

Tabla 8
Resultados descriptivos de los diametros de los halos de inhibicion del efecto antibacteriano del
aceite esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213 en 24-

72 horas

Nota:
Concentracion . 95% de intervalo de
(%) del aceite Promedio confianza para la
e halos de Error P , . .. Datos
esencial N S, , media Minimo Maximo
inhibicion estandar
T anacetym (mm) Limite Limite
parthenium L. inferior  superior
6.25 3 12.85+2.29 1.32 7.18 18.54 10.92 15.38
12.5 3 13.77 £ 1.24 0.71 10.70 16.85 12.65 15.1
25 3 15.23 £2.66 1.54 8.61 21.85 12.97 18.17
50 3 16.48 £2.35 1.36 10.64 22.32 14.75 19.16
75 3 17.21 £2.25 1.30 11.63 22.80 14.73 19.11
100 3 31.16+9.40 5.42 7.82 54.50 23.57 41.67
Van;grigma 2 19.66+025  0.18 17.43 2188 1948  19.83
Total 20 1797+ 6.94 1.55 14.73 21.22 10.92 41.67

estadisticos del Estudio.

En la tabla 8, Se observa que, al incrementar la concentracion del aceite esencial, los
diametros de los halos de inhibicién se extienden progresivamente, desde 12.85 mm a una
concentracion del 6.25 % hasta 31.16 mm a concentracion del 100 % frente a Staphylococcus
aureus. Esto indica que, a mayores concentraciones del aceite esencial, se presenta un mayor efecto
antibacteriano. En comparacion, el antibidtico patron vancomicina present6 halos de 19.66 mm,
mostrando una eficacia superior frente a la mayoria de las concentraciones del aceite, aunque
menor respecto al aceite esencial al 100%.

Existen ciertos autores que afirman que los aceites con alto contenido de compuestos

monoterpénicos poseen propiedades antibacterianas Pumaylle et al., (2012) y Gonzalez et al.,
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(2022). En este sentido, Mohsenzadeh et al., (2011), obtuvieron que el aceite esencial de
Tanacetum parthenium L., en la etapa de floracién mostr6 un halo de inhibicién de 24 mm frente
a Staphylococcus aureus, atribuyendo su eficacia a la alta proporcion de alcanfor y acetato de
bornilo, ambos monoterpenos oxigenados reconocidos por su efecto antibacteriano. De manera
similar, Amiri (2007) inform6 que el aceite esencial de 7. polycephalum mostrd fuerte efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus con un halo de inhibicién de 45 mm, relacionado
con su alto contenido de borneol, un monoterpeno oxigenado. Asimismo, Dorman y Deans (2000)
describieron al borneol como responsable de efecto antimicrobiano. Estos resultados respaldan que
la presencia de monoterpenos oxigenados en el aceite esencial de Tanacetum parthenium L.,

contribuye significativamente a su efecto inhibidor sobre Staphylococcus aureus.
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Figura 15

Diagrama de caja del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. frente a Staphylococcus

aureus

El diagrama de cajas Figura 15, muestra que el promedio de diametro de halo de inhibicion
aumento proporcionalmente con la concentracion del aceite esencial de Tanacetum parthenium. A
bajas concentraciones 6.25-25 % los halos fueron moderados, con valores minimos entre 10.92 y
12.97 mm y maximos entre 15.10 y 18.17 mm en concentraciones intermedias 50-75 %, los halos
se mantuvieron entre 14.73 y 19.16 mm, mientras que a 100 % se observdé maximo efecto
antibacteriano, mayor dispersion y alta variabilidad con un rango de 23.57 a 41.67 mm. Los
resultados confirman que la actividad inhibidora aumenta con la concentracion del aceite esencial,

alcanzando su efecto mas marcado en la muestra pura.
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Tabla 9
Determinacion del grado de sensibilidad de Staphylococcus aureus a diferentes concentraciones

del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.

Grado de sensibilidad
Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad
Concentracion limite, entre 8 a media, entre 14  alta, mas de 20
(%) 14 mm (+) a 20 mm (++) mm (+++)
6.5 12.8566
12.5 13.7733
25 15.2333
50 16.4833
75 17.2133
100 31.1633
Vancomicina 30 pg 19.65

Latabla 9, presenta el grado de sensibilidad segun los promedios de los halos de inhibicion,
obtenidos del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., este analisis se basa en los criterios de
Duraffourd (1983) que define la sensibilidad en funcion de los didmetros de inhibicion.

Con el incremento de la concentracion del aceite esencial, mejora el grado de sensibilidad
de Staphylococcus aureus. A concentracion de 6.5 % y 12.5 % muestran sensibilidad limite
(didmetro de inhibicion entre 8-14 mm), indicando una actividad antibacteriana débil. De 25 % a
75 % presentan sensibilidad media (14-20 mm), mostrando un efecto moderado. A concentracion
de 100 % alcanza sensibilidad alta (>20 mm), con un promedio de 31.16 mm, lo que indica fuerte
actividad antibacteriana. El control vancomicina (30 pg) también se encuentra dentro del intervalo
de sensibilidad media (19.65 mm), siendo superada en inhibicion por el aceite al 100%. Podemos
concluir que el aceite esencial de Tanacetum parthenium L., tiene un fuerte efecto antibacteriano

contra Staphylococcus aureus.
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En comparacién con lo reportado por Huanca (2021), el aceite esencial de Senecio saxicola al 75
% present6 sensibilidad media 14-20 mm frente a S. aureus, mientras que el aceite esencial de
Tanacetum parthenium L., mostr6 un mayor efecto antibacteriano, alcanzando 31.16 mm alta
sensibilidad al 100 %. Esta diferencia se debe a su mayor contenido de compuestos monoterpenos
oxigenados, que potencian su efecto inhibitorio sobre la bacteria.

Tabla 10
Andlisis de Varianza (ANOVA) del efecto antibacteriano del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L., frente a la cepa de Staphylococcus aureus a diferentes concentraciones

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 689.961 6 114.994 6.63 0.002
Dentro de 225.49 13 17.345
grupos
Total 915.451 19

Nota: Resultados brindados por el programa estadistico SPSS-30

Los resultados del ANOVA indican que existen diferencias significativas en el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., a diferentes concentraciones sobre
la cepa de Staphylococcus aureus.
Hipotesis nula (Ho): No existen diferencias significativas en el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Staphylococcus aureus entre las distintas
concentraciones.
Hipotesis alterna (Hi): Existen diferencias significativas en el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Staphylococcus aureus entre las distintas
concentraciones.

El analisis estadistico demuestra que acepta la hipotesis alterna, donde el incremento en la
concentracion del aceite esencial genera un aumento significativo en los halos de inhibicion,

evidenciando una relacion dosis dependiente del efecto antibacteriano frente a Staphylococcus
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aureus. Estos resultados respaldan los hallazgos observados experimentalmente, donde las
concentraciones mas altas del aceite esencial especialmente al 100 % mostraron una mayor
sensibilidad bacteriana.

Tabla 11
Resultados de los diametros de los halos de inhibicion del efecto antibacteriano del aceite

esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Escherichia coli ATCC 25922, en 24-72 horas

Concentracion . 95% de intervalo de
. Promedio
(%) del aceite confianza para la
) halos de Error . , . .
esencial N e ., , media Minimo Maximo
inhibicion estandar — —
Tanacetum (mm) Limite Limite
parthenium L. inferior  superior
6.25 3 13.67 £1.99 1.15 8.74 18.60 11.78 15.74
12.5 3 14.05+1.43 0.83 10.49 17.61 12.81 15.62
25 3 13.48 £0.40 0.23 12.49 14.47 13.02 13.75
50 3 9.43+0.73 0.42 7.62 11.24 8.99 10.27
75 3 9.42 +0.49 0.28 8.21 10.65 8.86 9.74
100 3 891+0.14 0.08 8.57 9.26 8.76 9.03
Clprosﬂﬁ’;cma 2 40.49+2.29 1.62 19.91 61.07 3887  42.11
Total 20 14.40+9.24 2.07 10.07 18.72 8.76 42.11

En la tabla 11, se muestra los promedios de didmetros de los halos inhibidores del efecto
antibacteriano del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., a distintas concentraciones. Los
resultados indican que a medida que incrementa la concentracion de aceite esencial, el diametro
de los halos de inhibicion frente a Escherichia coli disminuyen a concentraciones 6.25%, 12.5% y
25% del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., muestran halos de inhibicion con promedios
de 13.67 mm, 14.05 mm y 13.48 mm, respectivamente. A partir del 50 % los valores descendieron
hasta 8.91 mm lo que indica una reduccion en efecto antibacteriano.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Palatuglo (2010), quien observo que el aceite

esencial de Tanacetum parthenium L., mostr6 menor efecto antibacteriano frente a Escherichia
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coli Gram negativo. De igual manera, Izadi et al, (2010) indicaron que hay diferencias
significativas en la sensibilidad bacteriana, siendo las bacterias Gram positivas mas susceptibles
al efecto del aceite esencial que las Gram negativas. Asimismo, Izadi et al., (2013) confirmaron
que las bacterias Gram negativas presentan menor sensibilidad al aceite esencial de Tanacetum
parthenium L., lo que se atribuye a la compleja estructura de su membrana externa, que actia como
barrera a la penetracion de compuestos lipofilicos.

Figura 16

Diagrama de caja del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Escherichia coli

En el diagrama de cajas en figura 16, muestra que los valores maximos del aceite esencial
de Tanacetum parthenium L., alcanzan aproximadamente 15.74mm correspondientes a la
concentracion del 6.25 %, mientras que los valores minimos se registran alrededor de 8.76 mm en
la concentracion del 100 %, evidenciando una disminucidn del efecto antibacteriano a medida que
aumenta la concentracion del aceite. Este comportamiento se asocia con la limitada difusion de los

compuestos hidrofobicos en el medio de cultivo. Por otro lado, el control con ciprofloxacina 40.49
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mm presentd una inhibicion significativamente mayor, lo que confirma la alta eficacia del
antibidtico frente a Escherichia coli y baja sensibilidad del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L., En resumen, los resultados demuestran que el aceite esencial presento efecto
antibacteriano baja frente a Escherichia coli ATCC 25922.

Tabla 12
Determinacion del grado de sensibilidad de Escherichia coli a diferentes concentraciones del

aceite esencial de Tanacetum parthenium L.

Grado de sensibilidad
Concentracion (%) Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad
limite, entre 8 a media, entre 14 a  alta, mas de 20
14 mm (+) 20 mm (++) mm (+++)
6.5 13.67
12.5 14.0533
25 13.48
50 9.43
75 9.4267
100 8.9133
Ciprofloxacina 5 pg 40.49

La tabla 12, los resultados obtenidos muestran que Escherichia coli presentd baja
sensibilidad al aceite esencial de Tanacetum parthenium L., en la mayoria de las concentraciones
evaluadas. De acuerdo con la escala de sensibilidad de Duraffourd (1983), los halos de inhibicion
registrados entre 8.91 mm y 13.67 mm corresponden a una sensibilidad limite, observandose en
las concentraciones de 6.25 %, 25 %, 50 %, 75 % y 100 %. Solo la concentracién de 12.5 %
alcanz6 una sensibilidad media, con un halo de inhibicién promedio de 14.05 mm, mientras que
ninguna de las concentraciones del aceite mostro sensibilidad alta. En contraste, la ciprofloxacina

(5 pg) presentd un halo de inhibiciéon de 40.49 mm, clasificado como sensibilidad alta,
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evidenciando una eficacia notablemente mayor contra Escherichia coli. Estos resultados
confirman que el aceite esencial de Tanacetum parthenium L., tiene menor efecto antibacteriano
limitado frente a bacterias Gram negativas, atribuida a la barrera estructural de su membrana
externa y a la naturaleza hidrofobica de los compuestos del aceite que restringen su difusion en el
medio.

Segun Izadi (2010) y Izadi et al. (2013) senalaron que las bacterias Gram negativas presentan
menor sensibilidad al aceite esencial de Tanacetum parthenium L., porque contienen una
membrana externa con un alto contenido de lipopolisacaridos, la cual funciona como un escudo
ante los elementos lipofilicos del aceite.

Tabla 13
Andlisis de Varianza (ANOVA) del efecto antibacteriano del aceite esencial de Tanacetum

parthenium L., frente a la cepa de Escherichia coli a diferentes concentraciones

Suma de Media 8 Si
cuadrados & cuadratica &
Entre grupos 1604.489 6 267.415 181.584 0,001
Dentrode 19.145 13 1.473
grupos
Total 1623.634 19

Nota: Resultados brindados por el programa estadistico SPSS-30

Dado que el valor de P es 0.001 es inferior a 0.05, se concluye que hay variaciones
significativas entre los halos de inhibicion correspondientes a distintas concentraciones de aceite
esencial en la cepa de Escherichia coli.
Hipotesis nula (Ho): No existen diferencias significativas en el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Escherichia coli entre las diferentes

concentraciones.
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Hipotesis alterna (H:): Existen diferencias significativas en el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Escherichia coli entre las distintas concentraciones.

El analisis estadistico demuestra que se acepta la hipdtesis alterna, que sefiala una
disminucion en los diametros de halos de inhibicion al aumentar la concentracion del aceite, lo
que indica una reduccion del efecto antibacteriano a concentraciones mas altas. Este
comportamiento podria deberse a la baja difusion de los compuestos hidrofobicos del aceite en el
medio de cultivo y a la barrera estructural de la membrana externa.

Segun Flores (2024), demostr6 un importante efecto antimicrobiano significativo del aceite
esencial de 7. vulgare L. contra a Escherichia coli, con concentraciones de 400 y 200 pl/mL, que
mostraron halos de inhibiciéon més amplios. Por lo tanto, se desestimo la hipdtesis nula y se aprob6
la hipotesis alterna, corroborando el efecto antimicrobiano importante del aceite esencial en contra
de Escherichia coli. El comportamiento de este depende de su composicion quimica y del origen

de la planta.
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CONCLUSION

El rendimiento de extraccion del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., de la parte
aérea fue de 0.531 + 0.02 %, utilizando el método de hidrodestilacién con trampa de
Clevenger. En el aceite esencial se caracterizO sus propiedades fisicoquimicas y
solubilidad, obteniéndose una densidad de 0.9618 + 0.0002 g/mL, indice de refraccion de
1.468 + 0.0007, rotacion oOptica de + 0.060° £+ 0.02, indice de acidez mg KOH/g 1.5016 +
0.02 e indice de saponificacion mg KOH/g 35.015 + 1.28. Ademads, presentd buena
solubilidad en etanol al 96 %, etanol absoluto, metanol, acetona, hexano y cloroformo.
Cumpliendo los parametros comunes a los aceites esenciales.

Se determin6 la composicidn quimica por cromatografia de gases - espectrometria de
masas (CG-MS) encontrandose Carveol (57.47 %), Borneol (19.52 %), 2-B-Pineno (9.38
%), cis-Crisantenol (6.04 %) y Acido pterina-6-carboxilico (1.89 %), como componentes
mayoritarios correspondientes a monoterpenos hidroxilados.

El efecto antibacteriano del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. se evalué mediante
el método de Kirby-Bauer, demostrandose un efecto antibacteriano significativo
principalmente contra la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus, alcanzando un
halo de inhibicion maximo de 31.16 mm al 100 % de concentracion. En contraste, frente a
la bacteria Gram negativa Escherichia coli, se observo una baja sensibilidad, con un halo
maximo de 14.05 mm al 12.5 % de concentracion. Este efecto antibacteriano se debe a los
monoterpenos oxigenados carveol y borneol, cuyos grupos hidroxilo alteran las

membranas bacterianas e inhiben su crecimiento.
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RECOMENDACIONES

» Continuar con el estudio del efecto antibacteriano de Tanacetum parthenium L., utilizando
en otras cepas bacterianas, con el fin de determinar su verdadero potencial antibacteriano.

» Asimismo, se recomienda promover el cultivo de plantas medicinales para asegurar una
fuente sostenible de materia prima.

» Se sugiere ampliar la investigacion del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.,
evaluando otras actividades biologicas como la antifingica, antioxidante, antiinflamatoria
y cicatrizante. Asimismo, se recomienda explorar su potencial como bioinsecticida,
repelente natural y fungicida agricola, considerando su posible aplicacion en salud y
agricultura.

» Se recomienda realizar estudios comparativos de la extraccion de aceites esenciales de
Tanacetum parthenium L., en diferentes zonas ecologicas y tipos de suelo, ya que factores
como la altitud, el clima y las propiedades del suelo pueden influir en el rendimiento, la
composicion quimica y la actividad bioldgica del aceite. Esta comparacion permitira

identificar las condiciones Optimas para su obtencion y uso.
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ANEXO 1

Certificado de determinacion taxonomica de la especie de Tanaceum parthenium L.
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ANEXO 2

Figura 17

Muestreo de la especie de Tanacetum parthenium L.

Figura 18

Preparacion de la muestra
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Figura 19

Extraccion del aceite esencial por hidrodestilacion

Figura 20

Obtencion del aceite esencial con trampa de Clevenger
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Figura 21

Pruebas de solubilidad del aceite esencial

Figura 22

Determinacion de la densidad relativa del aceite esencial
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Figura 23

Determinacion del Indice de refraccion

Figura 24

Determinacion del Indice de acidez
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Figura 25

Reflujo del aceite esencial del indice de saponificacion

Figura 26

Titulacion del indice de saponificacion
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Figura 27

Determinacion de la rotacion optica

Figura 28

Preparacion del aceite esencial para la corrida en cromatografia de gases
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Figura 29

Cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas

Figura 30

Esterilizacion de materiales
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Figura 31

Elaboracion de los medios de cultivo

Se preparo de agar manitol salado para Se preparo de agar Mac Conkey para

aislar Staphylococcus aureus aislar Escherichia coli

Se preparo para determinar Agar Mueller Hinton la sensibilidad antibacteriana
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Figura 32
Cepa certificada de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922

Figura 33

Activacion de las cepas
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Figura 34

Crecimiento de la cepa activada

Crecimiento de la cepa activada de

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Figura 35

Preparacion del inoculo

Crecimiento de la cepa activada de

Escherichia coli ATCC 25922

Preparacion del inoculo S. aureus

Preparacion del inoculo E.coli
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Figura 36
Cepas ATCC diluidas en caldo BHI

Figura 37
Diluciones del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., se prepararon en proporciones de

6.25%,25%,50%,75% y 100%
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100

Figura 38
Sembrado en las placas con agar Mueller Hinton para la determinacion de sensibilidad

antibacteriano del aceite esencial

Siembra en las placas con Agar Mueller Sembrado con Agar Mueller Hinton
Hinton
Figura 39

Se realizo tres pozos excavados de 5.5mm de diametro a una distancia de 22mm
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Figura 40

Siembra e inoculacion con una micro pipeta en cada pozo excavado a diferentes concentraciones

Siembra de las cepas Inoculacion del aceite esencial

Figura 41
Incubacion de las placas a 37°C por un periodo de 24 horas y la medicion de los halos de

inhibicion con un Vernier

Incubacion de las placas Medicion de los halos
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Figura 42
Resultados de la evaluacion de la sensibilidad antibacteriana del aceite esencial frente a

Staphylococcus aureus ATCC 29213

1G

3G 1G

3G
2G 2G
3G
1G
2G
1G
3G
1G 3G

2G 2G
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Figura 43
Resultados de la evaluacion de la sensibilidad antibacteriana del aceite esencial frente a

Escherichia coli ATCC 25922
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Figura 44

Resultados de la evaluacion de la sensibilidad de controles

1G 2G

________________________

Control negativo

________________________

control positivo

de Vancomicina Ciprofloxacina

ANEXO 3

Tabla 14

Preparacion de concentraciones

Concentracién de aceite esencial (%)

Sustanclas = o T o 50%  25%  12.50% 625% C+  C.-
Aceite 500 150 100 50 25 125

(L)

Et-OH

absoluto 50 100 150 175 187.5

(L)

V.final  200uL 200uL 200uL 200uL 200ulL  200pL 200uL 200uL

Las concentraciones de aceites esenciales se prepararon utilizando etanol absoluto como
disolvente, segun lo indicado en la tabla correspondiente. Todas las soluciones se elaboraron en

tubos Eppendorf de 1.5 mL.
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Tabla 15
Resultados de los diametros de los halos de inhibicion del efecto antibacteriano del aceite

esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213

Concentraciones  Diametro de Halos de inhibicion (mm) en cepas de S. aureus

(%) ATCC 29213
T. parthenium. 1G 2G 3G Promedio
6.25 12.27 10.92 15.38 12.8566
12.50 12.65 13.57 15.1 13.7733
25 18.17 14.56 12.97 15.2333
50 19.16 15.54 14.75 16.4833
75 17.8 14.73 19.11 17.2133
100 41.67 28.25 23.57 31.1633
Vancomicina 19.48 19.83 19.655
30ug
Donde:

1G: Grupo 1 de halos de inhibicién.

2G: Grupo 2 de halos de inhibicién.

3G: Grupo 3 de halos de inhibicion.

Tabla 16

Resultados de los diametros de los halos de inhibicion del efecto antibacteriano del aceite

esencial de Tanacetum parthenium L., frente a Escherichia coli ATCC 25992

Concentraciones  Diametro de Halos de inhibicién (mm) en cepas de E. coli

(%) ATCC 25922
T. parthenium. 1G 2G 3G Promedio
6.25 15.74 13.49 11.78 13.67
12.5 13.73 12.81 15.62 14.05
25 13.67 13.02 13.75 13.48
50 9.03 8.99 10.27 9.43
75 8.86 9.74 9.68 9.43
100 8.95 9.03 8.76 891
Ciprofloxacina 34 o7 42.11 40.49
Sug
Donde:

1G: Grupo 1 de halos de inhibicion.
2G: Grupo 2 de halos de inhibicion.
3G: Grupo 3 de halos de inhibicion.



106

ANEXO 4
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ANEXO 5

Instrucciones para la activacion de las cepas ATCC KWIK-STIK™ Plus
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ANEXO 6

Certificado de cepa Escherichia coli ATCC 25922
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ANEXO 7

Certificado de cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213
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ANEXO 8

Elaboracion de caldo BHI para preservar bacterias
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ANEXO 9

Preparacion de agar de Mueller Hinton



- Sumerge un hisopo de algoddn esténl en la suspension.
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- Para evitar la sobreinoculacion de bacterias gram negativas, elimine el exceso de liquido presionando v girando el hisopo contra el interior del tubo.

- Para bactenias gram positivas, no presionar ni girar el hisopo conira el interior del tubo.

- Aplique los discos antes de que pasen 15 minutos desde 1a inoculacion.

- Incubar a una temperatura de 371 °C durante 24 horas.

- Los resultados son tomados desde el borde donde se observa inhibicidn completa con la placa a unos 30 cm del ojo.
- Leer las placas de MH desde la parte posterior sobre un fondo oscuro iluminado con luz reflejada.

- En caso de colonias distintas dentro de las zonas, verificar [a pureza vy repetir la prueba si es necesario.

- Para Proteus spp., lgnorar el swarming y leer inhibicion del crecimiento.

- En caso de zonas dobles, |eer la zona intema.

Para el culfivo de Neisseria:
- Incubar las placas a una temperafura de 37+1 °C en una atmasfera de CO2 durante 18-24 horas.

Control de calidad

Solubilidad Apariencia Color del medio deshidratado Color del medio preparado

Ligeramente opalescente Polvo fino Crema rgjo

Test microbiolagico

Sin sangre: ambar opalescente. Con sangre:

Final pH (25°C)
7402

Prueba de sensibilidad de difusion de disco. Incubation conditions: (37+1°C/ 24 h).
Diametro del halo en mm.

Microrganismos Gentamycin 10 ug J:;picilina 10 Tetraciclina 30 pg ug

(23.75 pa)

Polimixina B 300 SXT: Trimetoprim (1,25ug)+Sulfametoxazol

Escherichia coli ATCC 25822
CLSI

Escherichia coli ATCC 25922
EUCAST

Staphylococecus aureus ATCC
25023 CLsI

Staphylococcus aureus ATCC
25023 EUCAST
Pseudomonas aemuginosa ATCC

2853 CLal Efug 17-23 1418

Pseudomaonas aenuginosa ATCC 1773

27853 EUCAST

Enterococcus faecalis ATCC

20212 CLsI

Enterococcus fascalis ATCC

29212 EUCAST 26-34
Staphylococecus aureus ATCC

20213 CLsI

Staphylococcus aureus ATCC
50713 EUCAST 19-25 231 26-32

19-26 15-22 18-25 1319 2329
19-26 15-22 1319 23-29

1927 27-35 24-30 24-32

Almacenamiento

Temp. Min:2 °C
Temp. Max..25°C

Bibliografia

EUCAST Disk Diffusion Method for Antimicrobial Susceptibility Tesfing - Version 6.0 (January 2017)
Reading guide. EUCAST disk diffusion method for anfimicrobial susceptibility testing. Version 5.0 January 2017

Mueller and Hinton A. Protein-Free Medium for Primary Isolation of the Gonococcus and Meningococcus. Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 48:330. 1941,

Harris and Coleman Diagnostic.
Procedures and Reagents. 4th Edition APH, Inc. New York, 1963.
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ANEXO 10

Preparacion de Agar Mac Conkey



120

» Para diagnostico clinico, el tipo de muestras es orina y heces.

- Inocular en superficie. Estrias paralelas con €l asa o hisopo
- Incubar en condiciones aerdbicas a 35+2 °C durante 18-24 horas.
- Lectura e interpretacion de los resultados.

» Para otros usos no amparades por el marcado CE:

Prueba de microorganismos especificos (Enterobacteriaceas) segln la Farmacopea Europea:

- Imocular e incubar a 30-35 °C durante 18-24 h en Caldo TSB (Cat. 1224).

- Subcultivar en Calde MacConkey e incubar a 42-44 "C durante 24-48 h (Cat. 1210).

- Sembrar en una placa de MacConkey Agar.

- Imeubar a 30-35 °C durante 18-72 horas.

- El crecimiento de colonias con precipitado biliar indica la posible presencia de E. coli.

- Esto se confirma mediante una prusba de identificacion.

- Los productos cumplen con la prueba si no hay colonias presentes o si la prueba de identificacion es negativa.

Deteccion de Shigella spp segun 150 21567

- Sembrar la muestra en Caldo Shigella (Cat. 2078) con 0,5 pg/mL de novobiocina. Incubar en anaerobiosis a 41,541 °C durante 16-20 horas.

- & partir del caldo Shioella, sembrar Agar MacConkey (Cat. 1052), Agar ¥LD (Cat. 1174) y Agar Entérico Hektoen (Cat. 1030). Incubar a una
termperatura de 3741 °C durante 20-24 horas.

- Realizar las pruebas bioguimicas con las colonias caracteristicas y sospechosas.

Deteccion de E. coli segin 150 21150:

- Suspender 19 o 1 ml del producto en 9 ml de caldo de enriquecimiento Eugon LT 100 (Cat. 2110). De acuerdo con las indicaciones de la 150, puede
usarse de manera diferente dependiendo de si 22 analizan productos miscibles o inmiscibles o si las muestras son productos filtrables. Incubar a
32,542 5 °C durante al menos 20 horas (médmo 72 h).

- A partir del caldo de enriguecimiento, se inocula Agar MacConkey para obtener colonias aisladas. Incubar a 32,522 5 °C durante al menos 24 horas
(méximo 48 h).

- La confirmacion se hace con colonias sospechosas.

Se recomienda sembrar las muestras en ofros medios selectivos como Agar Ecsina Azul Metileno (Cat. 1039), Agar 55 (Cat. 1064), Agar XLD (Cat.
1080), Agar Entérico Hektoen (Cat. 1030), Agar Sulfito de Bismuto (Cat. 1011), especialmente para Salmonella typhi v / o Agar Verde Brillante (Cat.
1078), especialmente para Salmonella.

CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS:

Escherichia coli: rojo o resa; No mucoide; Redonda; Precipitado opaco de sales biliares.
Klehsiella: grande, roja, mucoide.

Enterobacter aerogenes: rosada a roja.

Serraia; Roja a rosa, no mucoide.

Arizona y Citrobacter: incolora, fransparente; Roja si se fermenta la lactosa.

Proteus: incolora y transparente. Agar amarillo alrededor de la colonia.

Salmonella: incolora, transparente o dmbar. Agar amarillo alrededor de la colonia.
Shigella sonnei* : incolora a rosa palido, traslucida, lactosa negativo

Shigella, ofras especies: Incolora, traslicida, lactosa negativo.

* Shigella sonnei puede fermentar la lactosa después de mas de 40 horas de incubacion, lo gue da una reaccion débil similar a Escherichia coli despugs
del mismo tiempo.

Control de calidad

Solubilidad Apariencia Color del medio deshidratado Color del medio preparado Final pH (25°C)
Sin restos Polvo fino Beige-rosa Violeta-rojo 7,140,2
Test microbiologico

De acuerdo a Farmacopea eurcpea; Escherichia coli ATCC 8739:
Condiciones de incubacion: (30-35°C / 18-72 h)
Condiciones de inoculacion: (==100 CFLU)

De acuerdo a 150 21567, Shigella dysenteriae:
Condiciones de incubacion: (37+1°C / 20-24 h)

De acuerdo a 150 21150, Escherichia coli ATCC 87.39:
Condiciones de incubacion: (30-35 °C / 2448 h)

Resto de cepas; Enterobacter asrogenes, Proteus vulgans, Salmonella enteritidis and Staphylococeus aureus, Escherichia coli ATCC 25922:
Condiciones incubacion:(35:2°C / 24 h).

Microrganizmos Especificacion Reaccion caracteristica
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Buen crecimiento Colonias de color rojorosa
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ANEXO 11

Preparacion de agar Manisol Salado
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» Para ofros usos no amparados por el marcado CE:

Prueba de microorganismos especificos (Staphylococcus aureus) de acuerdo con la Farmacopea Europea:

- Inocular una canfidad adecuada de Caldo Soja Tripticaseina (Cat. 1224) e incubar a 30-35 °C durante 18-24 horas.

- Subcuffivar en un placa de MSA e incubar a 30-35 °C durante 18-72 horas.

- La posible presencia de S. aureus estd indicada por el crecimiento de colonias amarillas / blancas rodeadas por un zona amarilla Los estafilococos
patogenos que fermentan manitol son grandes y estan rodeados por una zona amarilla, 1as colonias de estafilococos no patogenos aparecen como
pequefias colonias rodeadas por una zona roja o plrpura.

- Confirmar mediante una prueba de identificacion.

- El producto cumple con la prueba si las colonias de los tipos descritos no estan presentes o si las prusbas de idenfificacion confirmatorias son
negativas.

Control de calidad

Solubilidad Aparisncia Color del medio deshidratado Color del medio preparado Final pH (25°C)
3in restos Palvo fino Beige-rosa Rojo 74402

Test microbiolégico

De acuerdo a Farmacopea; Escherichia coli ATCC 8738 y Staphylococcus aureus ATCC 6538
Condiciones incubacion: (30-35 °C / 18-72 h).
Condiciones inoculacion: Productividad (<=100 CFU)/ Inhibician (==100 CFU).

Resto de cepas:
Condiciones de incubacion: ( 35:2°C [ 18-24 y 48 h).

Microrganismos Especificacion Reaccion caracteristica
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Crecimiento aceptable Colonias rojas
Staphylocaccus epidermidis ATCC 14890 Buen crecimiento Colonias rojas
Escherichia coli ATCC 25822 Inhibicion

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Buen crecimiento Colonias amarillas
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Buen crecimiento Colonias amarillas
Escherichia coli ATCC 8738 Inhibicicn

Almacenamiento

Temp. Min..2 °C

Temp. Max.:25 °C

Bibliografia
McColloch Am. J. Vet. Research, 8:173. 1947, Velilla, Faber, and Pelczar Am. J. Vet. Research, 8:275. 1947.

Chapman, G.H. 1945 J. Bact. 50:201-203.

European Pharmacoposia.



