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ABREVIACIONES

MS: Espectrometria de masas.

MM: Masa molecular.

GC: Cromatografia de gases.
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RESUMEN
El objetivo de esta investigacion fue analizar la composicidon quimica del aceite esencial de la
Ageratina cuzcoensis (Hieron) R M. King & H. Rob. y probar su eficacia antibacteriana frente
a Staphylococcus aureus ATCC 29213. Para la caracterizacion fisicoquimica, se siguieron las
Normas Técnicas Peruanas, mientras que los componentes quimicos se identificaron mediante
cromatografia de gases acoplado al espectrometro de masas donde se pudo separar, reconocer
y determinar cuantitativamente los componentes del aceite esencial, y para poder determinar
el efecto antibacteriana, el método utilizado fue el método modificado de Kirby Bauer donde
se realizaron tres pruebas, concentracion minima bactericida, bacteriostatica y concentracion
minima inhibitoria. En la caracterizacion fisicoquimica se logré determinar que el aceite
esencial tiene la capacidad de ser soluble en hexano, cloroformo, acetona y etanol absoluto, el
indice de refraccion fue de 1.5084+0.001, la densidad se determiné en 0.9587+0.004 mg/cm?,
el indice de acidez alcanzé un valor de 4.784+0.011 mg KOH/g y el indice de saponificacion
llegd a 29.095+0.021 mgKOH/g. En la composicion quimica cuantitativamente los
componentes identificados fueron el D-Germacreno con una abundancia de 23.61%, acido
pterin-6-carboxilico con 3.1%, B-cedreno con 11.86%, el farnesol con 10.97% y el geranilo con
10.41%. En el efecto antibacteriano se determind que no presenta capacidad minima
bactericida, presenta capacidad bacteriostatica en la dilucion de 1:4, y presenta capacidad
minima inhibitoria en la dilucion del 25% el cual fue comparado con el control positivo de la

oxacilina.

PALABRAS CLAVE: Ageratina, Staphylococcus aureus, Composicion, Antibacteriano.



ABSTRACT
The objective of this study was to analyze the chemical composition of the essential oil of
Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. and to test its antibacterial efficacy
against Staphylococcus aureus ATCC 29213. For the physicochemical characterization,
Peruvian Technical Standards were followed, while the chemical components were identified
using gas chromatography coupled with a mass spectrometer, which allowed for the separation,
identification, and quantitative determination of the essential oil’s components. To determine
antibacterial activity, the modified Kirby-Bauer method was used, involving three tests:
minimum bactericidal concentration, minimum bacteriostatic concentration, and minimum
inhibitory concentration. In the physicochemical characterization, it was determined that the
essential oil is soluble in hexane, chloroform, acetone, and absolute ethanol; the refractive
index was 1.5084+0.001; the density was determined to be 0.9587+0.004 mg/cm?; the acidity
index reached a value 0f4.784 £ 0.011 mg KOH/g, and the saponification index reached 29.095
+ 0.021 mg KOH/g. In terms of quantitative chemical composition, the identified components
were D-germacrene with an abundance of 23.61%, pterin-6-carboxylic acid with 3.1%, B-
cedrene with 11.86%, farnesol with 10.97%, and geranyl with 10.41%. Regarding its
antibacterial effect, it was determined that it does not exhibit minimum bactericidal activity,
exhibits bacteriostatic activity at a 1:4 dilution, and exhibits minimum inhibitory activity at a

25% dilution, which was compared to the positive control of oxacillin.

KEY WORDS: Ageratina, Staphylococcus aureus, Composition, Antibacterial.
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INTRODUCCION

Las plantas se encargan de la producciéon de grandes cantidades de metabolitos
secundarios, que tienen funciones protectoras contra los depredadores, incluidas propiedades
biocidas, antibacterianas y/o repelentes contra los herbivoros. Actualmente existen mas de
3000 aceites esenciales diferentes, en donde alrededor de 300 son de importancia comercial e
industrial, siendo utilizados principalmente en la industria alimenticia y de especias por su
sabor y aroma (Bermudez-Vasquez et al., 2019).

La bacteria de Staphylococcus aureus es muy importante por su implicancia en diversas
patologias provocadas por la mediacion de varios agentes de patogenicidad y virulencia,
determinados por diferentes genes que expresan a lo largo de su vida. También se conoce que
esta bacteria es complicada de tratar ya que es capaz de crecer e invadir las células huésped
(Pasachova et al., 2019).

La necesidad de un nuevo desinfectante y una forma de tratar las infecciones que son
causadas por microorganismos que se resisten a multiples firmacos ha fomentado el estudio de
diversos productos naturales como macerados y aceites provenientes de plantas como
componentes antimicrobianos naturales en lugar de utilizar productos quimicos (Carhuallanqui
et al., 2020).

El objeto de este estudio es identificar la composicion quimica y el efecto antibacteriano
del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. (k’ipa sunchu)
sobre la bacteria de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Este estudio se realizara por la disponibilidad del material vegetal en el Distrito de
Chinchero, provincia de Urubamba, departamento del Cusco y tiene como finalidad
proporcionar informacion sobre la Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. que
de acuerdo a la busqueda bibliografica aun no ha sido ampliamente estudiada quimicamente y

ayudara dando oportunidad a futuras investigaciones.



GENERALIDADES

PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Los aceites esenciales de origen vegetal cumplen un rol ecolégico fundamental, ya que
actian como atrayentes de dispersores y polinizadores, ademés de participar en la defensa
fitoquimica de las plantas mediante su accion insecticida y antimicrobiana. Estas propiedades
han permitido su extensa aplicacion en diversas industrias como la alimentaria, farmacéutica,
cosmética, de aromas y perfumes, asi como en productos de higiene personal. Asimismo, los
aceites esenciales representan una alternativa relevante frente al uso de antimicrobianos e
insecticidas sintéticos para el control de insectos, hongos y nematodos, contribuyendo al

desarrollo de practicas mas sostenibles (Ruiz et al., 2015).

Dentro de este contexto, el género Ageratina, se caracteriza por presentar una elevada
diversidad de metabolitos secundarios, tales como acidos siso- y clorogénico, lactonas
sesquiterpénicas, compuestos pentaciclicos, isoflavonoides, aceites esenciales, derivados
acetilénicos y alcaloides; destacando ademas la ausencia de iridoides y taninos. Diversas
especies de este género producen metabolitos de alto valor bioldgico como monoterpenos,
benzofuranos, sesquiterpenos y diterpenos, los cuales han mostrado potencial aplicacion en el

ambito farmacologico, biotecnoldgico y en la industria medicinal (Mufioz, 2017).

Por otro lado, Staphylococcus aureus se ha consolidado como uno de los agentes
bacterianos de mayor relevancia clinica a nivel mundial, debido a su capacidad para causar
infecciones que van desde molestias leves hasta enfermedades graves y altamente mortales. El
incremento de su incidencia se ha visto agravado por la creciente renuencia que presenta sobre
los antibidticos comunes, lo que se deriva en un serio problema de salud publica (Lozano &

Berenice, 2018).

Aunque los antibidticos continuan siendo el principal remedio contra infecciones
bacterianas, diversos estudios han demostrado que su uso prolongado puede ocasionar efectos
secundarios, toxicidad y favorecer el desarrollo de resistencia microbiana, limitando su eficacia
clinica. En este contexto, surge la necesidad de investigar nuevas alternativas terapéuticas de
origen natural que presenten efecto antimicrobiano efectivo y menor efecto negativo para la

salud humana.



De no abordarse esta problematica, el incremento de la resistencia bacteriana,
especialmente de Staphylococcus aureus, podria comprometer la efectividad de los
tratamientos actuales, incrementando la morbilidad, mortalidad y los costos asociados a la
atencion sanitaria. Dentro de este contexto, los aceites esenciales han emergido como posibles
alternativas terapéuticas. Sin embargo, el aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron)
RM. King & H. Rob. ha sido escasamente estudiado; no existen reportes suficientes que
describan su composicion quimica ni su posible efecto antibacteriano, a pesar de su uso
tradicional en el tratamiento de afecciones cutaneas.

Dado que el Staphylococcus aureus es una bacteria que es frecuente en infecciones de
piel, resulta necesario investigar si el aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.
King & H. Rob. posee efecto antibacteriano apyo de contener o disminuir el desarrollo de esta

bacteria.

FORMULACION DE PROBLEMA

PROBLEMA GENERAL

- ¢Cudl es la composicion quimica del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R.M. King & H. Rob. 'y presentard efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus
ATCC 292137

PROBLEMAS ESPEC{FICOS

- (Cuadl es el porcentaje de extraccion del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron)
RM. King & H. Rob?

- ¢Cudles con las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis
(Hieron) R.M. King & H. Rob?

- (Cuadl es la composicion quimica del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.
King & H. Rob?

- ¢Cudl es el efecto antibacteriano del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.
King & H. Rob. sobre Staphylococcus aureus ATCC 29213 a concentraciones de 12.5%,
25%, 50% y 100%.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
- Evaluar la composicion quimica y el efecto antibacteriano del aceite esencial de la

Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. sobre Staphylococcus aureus ATCC
29213.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el porcentaje de extraccion del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R.M. King & H. Rob.

- Caracterizar las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis
(Hieron) R.M. King & H. Rob.

- Analizar la composicion quimica del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R.M. King & H. Rob. por cromatografia de gases-espectrometria de masas.

- Identificar el efecto antibacteriano del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R M. King & H. Rob. al 6.25%, 12.5 %, 25 %, 50 % y 100 % frente a Staphylococcus
aureus ATCC 29213.

JUSTIFICACION

Esta investigacion despierta el interés ya que la Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.
King & H. Rob. (k’ipa sunchu) es una planta utilizada en la medicina tradicional para el
tratamiento del acné o infecciones en la piel en forma de emplasto, para ello la planta se muele
y se coloca en la parte afectada. En este sentido, el estudio de esta especie permite generar
informacion cientifica que respalde su uso tradicional.

El interés de la obtencion del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.
King & H. Rob. (K'ipa sunchu) y la elaboracion del presente trabajo se basa en demostrar
cientificamente la composicién quimica y el potencial antibacteriano que presenta el aceite
esencial en infecciones de piel, de esta manera poder reemplazar los productos quimicos por
productos naturales que presentan mayor beneficio.

Desde el punto de vista social y sanitario, el trabajo es importante por la necesidad de
encontrar alternativas frente a las infecciones bacterianas, especialmente aquellas que son
causadas por microorganismos como Staphylococcus aureus, cuya resistencia a los antibidticos
es un problema de salud creciente.

Los resultados obtenidos, desde el enfoque practico, serviran de base para el desarrollo

de productos naturales que tengan potenciales aplicaciones en los campos de la farmacéutica,



la cosmética o la biotecnologia, fomentando el uso de compuestos bioactivos que se encuentran
en plantas medicinales.

Finalmente, desde una perspectiva tecnoldgica y ambiental, este trabajo contribuye a la
exploracion y valorizacion de recursos vegetales autoctonos, promoviendo el uso sostenible de

plantas con alto potencial bioactivo.



CAPITULO I
1. MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Valerazo et al. (2023), realizaron un estudio completo sobre el aceite esencial aislado
de Ageratina dendroides (Spreng.) R.M. King & H. Rob., con el objetivo de determinar la
composicion quimica, distribucion enantiomérica y evaluar sus actividades bioldgicas. El
aceite esencial fue obtenido por el método de hidrodestilacion y se analiz6 por cromatografia
de gases - espectrometria de masas (GC-MS), lo que permiti6 identificar algunos componentes
mayoritarios como los monoterpenos y los sesquiterpenos oxigenados, compuestos
comunmente asociados con propiedades bioactivas. Adicionalmente, los autores evaluaron la
distribucién enantiomérica de los principales monoterpenos quirales, evidenciando un
predominio de enantiomeros especificos, lo que aporta informacién relevante sobre la
biosintesis y la posible influencia en la actividad bioldgica del aceite esencial. En cuanto a las
actividades bioldgicas, el aceite esencial demostrd que presenta actividad antimicrobiana
moderada contra cepas bacterianas y fingicas de importancia clinica, asi como una capacidad
antioxidante apreciable, atribuida a la presencia de compuestos terpénicos oxigenados. Con
respecto a sus propiedades fisicas presentd un rendimiento de 0.65% y densidad de 0.87 g/mL.
Asi mismo, el estudio report6 una actividad inhibidora sobre las enzimas colinesterasas, lo que
sugiere un potencial uso del aceite esencial en investigaciones relacionadas con trastornos
neurodegenerativos. En conjunto, los resultados indican que el aceite esencial de Ageratina
dendroides posee una composicion quimica compleja y actividades biologicas relevantes,
respaldando su valor como fuente natural de compuestos bioactivos y constituyendo un

antecedente importante para estudios fitoquimicos y farmacolédgicos en el género Ageratina.

Gutiérrez (2021), realizé un estudio donde describi6 el hallazgo de inhibidores de a-
glucosidasas de la especie Ageratina grandifolia donde los analisis de los compuestos quimicos
volatiles fueron caracterizados por cromatografia de gases - espectrometria de masas, los
compuestos que representan el 54.6 % de componentes del aceite esencial de Ageratina
grandifolia son, desmetoxiencecalina con 18 %, o-cimeno con 8 %, B-eudesmol 19 %, y
encecalinol con 8 % asimismo se aislaron 4 cromenos y se realizaron evaluaciones biologicas
in vitro de los componentes aislados donde se determino su actividad como inhibidores de las

enzimas a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae.



Jardines et al. (2021), en el articulo publicado mostraron la evaluacion de la actividad
que presenta la Ageratina havanensis en contra del virus dengue 2, evaluaron la actividad
antiviral con los extractos etandlico y butandlico del tallo donde los valores citotoxicos estan
por encima de 4500 ug/ml y de las hojas respectivamente por el método de deteccion de
productividad virica, también aislaron flavonoides a partir de la Ageratina havanensis y
concluyeron en que los flavonoides aislados y los extractos de la Ageratina havanensis

presentan accion antiviral.

Fajardo et al. (2020), en el trabajo publicado determinaron la composicién quimica del
aceite esencial de Ageratina neriifolia (Asteraeae) y la actividad antibacteriana que presenta
sobre bacterias grampositivas y gramnegativas Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Echerichia coli, y Klebsiella pneumoniae donde obtuvieron el
aceite esencial de la Ageratina neriifolia por hidrodestilacion con la trampa de Clevenger, y se
logré la determinacion de la composicion quimica del aceite esencial utilizando cromatografia
de gases acoplado a espectrometro de masas, evaluaron la actividad antibacteriana utilizando
el método de difusion en disco — agar. Los resultados indicaron que el rendimiento del aceite
esencial fue de un 0.20 % y que en su composicion presentan sesquiterpenos de hidrocarburos,
monoterpenos y sesquiterpenos oxigenados entre ellos se identificaron 22 compuestos, entre
ellos estdn el humuleno, germacreno-D, mirceno, limoneno, biciclogermacreno, pineno y
cadineno, y determinaron que presenta actividad antibacteriana el aceite esencial con
concentracion minima inhibitoria de 75 ug/mL contra bacterias gramnegativas y positivas. El
articulo concluydo en que el aceite esencial de Ageratina neriifolia esta compuesto
fundamentalmente por sesquiterpenos y monoterpenos, y también presenta buenos efectos

antibacterianos contra las bacterias grampositivas y gramnegativas.

Olmos et al. (2018), en la investigacion realizaron el estudio comparativo del aceite
esencial de la Ageratina elegans, Ageratina tinifolia, Pentacalia vaccinioides como
componentes que disminuyen la evaporacion de una fragancia, el aceite esencial pudo
obtenerse por extraccion con fluidos super criticos y por el método Soxhlet donde el método
en el cual se tuvo mayor rendimiento fue el de extraccion con fluidos super criticos y para
poder determinar la composicion del aceite esencial utilizando el equipo de cromatografia de
gases - espectrometro de masas, se realizd la fijacion en el perfume por andlisis de termo
gravimetria teniendo en cuenta algunos factores ambientales como el almacenamiento.

Finalmente, se concluyd en que los aceites aumentaban la durabilidad del perfume por el



tiempo de retencion que varian entre 40 minutos y 3 minutos y que el aceite esencial de la

Ageratina elegans presenta componentes menos volatiles que los demas aceites.

Ramirez et al. (2016), en el trabajo presentado lograron determinar la composicion del
aceite esencial de la especie Ageratina jocotepecana y la repelencia en termitas Incisitermes
marginipennis de madera seca, el aceite esencial se logré obtener mediante destilacion al vapor
y la composicion del aceite esencial se analizo por cromatografia de gases — acoplado con un
detector selectivo de masas utilizaron al citronelol como un control positivo para el efecto
repelente. Los resultados determinaron que el aceite esencial si presenta un efecto barrera
irritante sobre las termitas y entre sus constituyentes encontraron veintiocho compuestos, entre
los que destacan carvacrol, cariofenilo, espatulenol, timol, y fencheno. El estudio concluyé en
que el aceite esencial de la Ageratina jocotepecana presenta un gran potencial repelente de
termitas de madera seca debido al carvacrol y lo consideran como un potencial conservante del
pino.

Torres-Barajas et al. (2012), en el articulo determinaron la composiciéon quimica y se
realizé la evaluacion de la actividad antibacteriana que presentan los aceites esenciales de las
especies Ageratina pichinchensis y Ageratina jahnii, donde sus aceites esenciales fueron
obtenidos mediante arrastre de vapor y pudo ser separado por la formacion de dos fases que se
presenta entre el aceite esencial y agua, para determinar la composicion utilizaron
espectrometria de masas comparativa y para la actividad antibacteriana utilizaron el método de
difusion en disco segiin Rondon. Los resultados mostraron que identificaron 15 compuestos en
la Ageratina jahnii'y 22 compuestos en la Ageratina pichinchensis, y la actividad antibacteriana
que se realizo lo hicieron contra bacterias Gram positivas donde la Ageratina jahnii y la
Ageratina pichinchensis presentan efecto antibacteriano con CMI de 49.5mg/ml y 104mg/ml

respectivamente en Staphylococcus aureus 'y Enterococcus faecalis.

1.1.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Gonzales et al. (2021), desarrollaron una investigacion en la que evaluaron la actividad
antioxidante de los extractos acuosos de diversas plantas silvestres de los Andes por un ensayo
in vivo de levadura, evaluaron la actividad antioxidante mediante el método DPPH, las especies
estudiadas fueron; la Ageratina sternbergiana donde presentd actividad antioxidante de 85
ug/ml, Ageratina cuzcoensis (Hieron) RM. King & H. Rob. con un valor de 122 ug/ml,
Plantago australis con una actividad antioxidante de 157 ug/ml, Stevia macbridei con un valor

de actividad antioxidante de 69 ug/ml, Baccharis latifolia con una actividad antioxidante de



107 ug/ml, Calceolaria myriophylla con un valor de 183 ug/ml y finalmente la Adiantum
orbignyanum con una actividad antioxidante de 135 ug/ml. Con la determinacion de la
capacidad antioxidante la composiciéon de los diferentes extractos contiene compuestos
volatiles capaces de neutralizar los radicales libres. En la evaluacion de capacidad antioxidante
por 2, 2-difenil-1-picrillhidrazilo (DPPH) y también por el ensayo de levadura mostraron que

las hojas secas de las especies que analizaron presentan alto contenido de antioxidantes.

Hurtado et al. (2021), desarrollaron un estudio etnobotanico sobre asteraceas silvestres
medicinales, recolectaron muestras de Asteraceae de dos comunidades surandinas del Pert, y
lo clasificaron en 18 subgrupos medicinales. Los resultados mostraron que la Asterdceae que
presenta una importancia cultural para las dos comunidades por su uso medicinal fue Ambrosia

arborescens “marko” y que este aun se conserva en las comunidades.

Cabrera (2019), investigd la sustancia activa del aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray, conocido como “arrayan”, y evalu6 su actividad antibacteriana. En este
estudio, se recogieron muestras del arbusto nativo de la region andina de Arequipa (2400-3400
m s. n. m.) y se extrajo el aceite esencial con destilacion por arrastre con vapor de agua, donde
se obtuvo un rendimiento de 0.83 %. El aceite se caracterizo fisicamente y quimicamente
mediante espectroscopia (UV-VIS e IR), asi como cromatografia de gases - espectrometria de
masas (GC-MS), identificandose 40 compuestos, destacando a-pineno, B-pineno y sabineno
como mayoritarios, junto con otros como cineol, linalol y mirceno. La evaluacion de la
actividad antibacteriana sefiald que el aceite esencial inhibe el crecimiento de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans, evidenciado por didmetros significativos de
halo de inhibicion a diferentes concentraciones. Estos resultados indican que los compuestos
terpenoides presentes en el aceite esencial de Luma chequen poseen efectos antibacterianos

frente a bacterias evaluadas con significancia estadistica (p < 0.05).



1.2.  BASES TEORICAS
1.2.1. GENERO Ageratina

Este género fue descrito por primera vez por Edouard Spach en el afio 1841 junto a la
especie Eupatorium aromaticum. En el ano de 1970 reclasificaron las especies del género al
Eupatorium por ser un género amplio. La denominacién de Ageratina surge del latin
“Ageratum”, que es una especie de la tribu Eupatoriae. Los aceites esenciales del género
Ageratina son caracterizados por la presencia de sesquiterpenoides y monoterpenoides

(Gutiérrez, 2021).

Figura 1

Género Ageratina

Nota. Fuente propia
1.2.1.1 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GENERO Ageratina

Las plantas del género Ageratina tienen cerca de 290 especies divididas a lo largo del
Norte y Sur de América, la gran cantidad de especies de Ageratina se encuentran en el Centro

de América (Gutiérrez, 2021).
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Figura 2

Distribucion geogrdfica del género Ageratina

Nota. Imagen modificada (GBIF, 2020)
https://gbif.app.200.el/WnHNQ991JVo8JZmF9

1.2.1.2 COMPONENTES QUIMICOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL GENERO

Ageratina

Seglin, Torres-Barajas et al. (2012):

Los componentes que se presentan en el aceite esencial del género Ageratina son:
- B-pineno

- Carvacrol

- Spathulenol

- Terpinen-4-ol

- Precoceno

- B-cariofileno

- Germacreno-D

- a-humuleno

- Mirceno


https://gbif.app.goo.gl/WnHNQ991JVo8JZmF9

1.2.2. ESPECIE Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob.

1.2.2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA
El espécimen, materia en estudio fue identificada y certificada por el Herbario Vargas CUZ de
la Facultad de Biologia de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco de acuerdo
a la clasificacion de Hieron, como:
Reino : Plantae

Divisiéon : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Orden : Asterales
Familia : Asteraceae
Género : Ageratina
Especie : Ageratina cuzcoensis R.M. King & H. Rob.
Nombre Comun : Marqaringa / Pisqupa chakin / K'ipa sunchu

1.2.2.2 DESCRIPCION BOTANICA

Es una planta aromadtica, crece a una altura de 10 a 40 cm; tiene hojas lanceoladas simples,
tallos erguidos, y flores de color lila pequefias en la cima de los tallos, crece en lugares
escasamente herborizados, especialmente en cimas de cordilleras aisladas a una altura de 2500-
4000 m. de altitud, estds hacen su aparicion en Enero y florecen a comienzos de Mayo. Esta

distribuido en Peru, Bolivia, Chile en la Provincia Oruro — Arequipefia (J. Hurtado et al., 2021).

1.2.3. ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se definen como mezclas volatiles formadas por una amplia
variedad de compuestos que se obtienen de plantas ricas en moléculas aromaticas intensas,
como limoneno, mirceno, a-pineno, B-pineno, canfeno, farneseno, bisaboleno, humuleno, fitol,
linalol, citral, mentol, tuyona, alcanfor, eugenol, anetol, cinamaldehido, safrol, vainillina,
geraniol, nerol, terpineol, entre otros. En general, estos aceites estan conformados por diferentes
tipos de sustancias quimicas, entre las que destacan ésteres, fenoles, alcoholes, hidrocarburos,
cetonas y aldehidos ((Bin Nabi et al., 2025).

La composicioén quimica de los aceites esenciales estd influenciada por la fuente de la
planta, el medio ambiente, y la forma de extraccion. El valor economico de un aceite esencial
y su aplicacion en la industria estan relacionados directamente con su actividad bioldgica y su

composicion quimica (Acevedo ef al., 2013).
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El uso de la palabra «volatil» cuando se refiere a los aceites nos demuestra la buena
capacidad que tienen sus moléculas organicas para poder cambiar de estado. Por lo tanto, las
plantas se diferencian unas de otras e incluso de especie a especie. La calidad del aceite esencial
se puede ver afectada por algo tan simple como el fertilizante utilizado durante la temporada
de crecimiento. Ademas, el tiempo de cosecha y la parte recolectada pueden influir en la
potencia y eficacia del producto resultante (Navarro, 2022).

Los principales compuestos quimicos proceden de tres rutas biosintéticas: los
sesquiterpenos vienen de la ruta del mevalonato, los monoterpenos de la via del metil-eritrol
de igual manera los diterpenos, los fenilpropanoides de la ruta del 4cido shikimico (Mena et al.,

2020).

RUTAS BIOSINTETICAS DE LOS PRINCIPALES COMPUESTOS QUIMICOS:

A. Ruta del mevalonato: En esta via, dos moléculas de acetil-CoA son condensados para
poder generar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Luego, esta molécula es
reducida por una enzima llamada 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR),
dando origen al mevalonato, que posteriormente se transforma en isopentenil difosfato
(IPP). Parte del IPP es convertida en dimetilalil difosfato (DMAPP) mediante la
isopentenil difosfato isomerasa. Finalmente, el IPP y el DMAPP remanentes son
utilizados por la poliisopreno pirofosfato sintasa para sintetizar los precursores que

daran lugar a sesquiterpenos, triterpenos y esteroides (Huang, 2021).
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Figura 3

Ruta del mevalonato
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Nota. (Primak, 2021)

B. Ruta del metil — eritrol: La ruta MEP se localiza principalmente en los plastidos de

plantas y en procariotas. En este proceso, el IPP y el DMAPP se generan a partir de la

condensacion entre gliceraldehido-3-fosfato (GA-3P) y piruvato, reaccion que ocurre
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mediante la accion de diversas enzimas. A través de esta via se producen monoterpenos,
diterpenos y tetraterpenos en las plantas (Huang, 2021).
Figura 4

Ruta de metil - eritrol

Nota. (Poulter, 2022)
A. Ruta del acido shikimico: Esta ruta constituye el camino metabolico mediante el cual
se generan los aminoacidos aromaticos; fenilalanina, tirosina y triptoéfano. A lo largo
de siete reacciones sucesivas, las moléculas iniciales fosfoenolpiruvato (PEP) y

eritrosa-4-fosfato (E4P) se transforman primero en shikimato y luego en corismato,
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compuesto que actua como intermediario central desde el cual se derivan dichos

aminoacidos aromaticos (Vikram, 2025).

Figura 5

Ruta del acido shikimico

Nota. (Bauman, 25)

1.2.3.1 METODOS DE EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES
Los aceites esenciales pueden ser aislados por diversos métodos, los cuales son:

1.2.3.1.1 EXTRACCION POR PRENSADO
El material vegetal se ajusta mecdnicamente se libera aceite, que luego se recoge y filtra.

(Alvarez et al., 2012).
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Figura 6

Esquema de extraccion por prensado

Nota. (Keang, 2023)
https://www.mdpi.com/2305-7084/7/4/69

1.2.3.1.2 EXTRACCION CON SOLVENTES VOLATILES

Es un método moderno para obtener aceites esenciales que utiliza el material seco y molido.
Este se somete a un solvente, como cloroformo o alcohol. Estos solventes disuelven los aceites
esenciales, pero junto con estos también otras sustancias como la grasa y la cera. A nivel

industrial no es muy utilizado ya que es costoso (Noguera, 2020).
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Figura 7

Extraccion con solventes volatiles

Nota. Noguera (2020).

1.2.3.1.3 DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR DE AGUA,
HIDRODESTILACION, HIDRO EXTRACCION O HIDRO DIFUSION

La técnica se define en extraer los aceites esenciales mediante vapor de agua saturado a presion
atmosférica. En este método, el generador de vapor se sitlia fuera del recipiente que contiene
el material vegetal, produciendo un flujo continuo de vapor. Al contacto con la planta, dicho
vapor rompe las células y arrastra los compuestos volatiles. Luego, al condensarse, la mezcla
que resulta forma dos fases: una capa densa de aceite esencial y un flujo interno de agua,

producto de la condensacion (Machado, 2022).
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Figura 8

Esquema de extraccion por arrastre de vapor

Nota. (Oliveira, 2022)

1.2.3.1.4 HIDRODESTILACION CON TRAMPA DE CLEVENGER

Es una técnica modificada que consiste en un aparato para la obtencion de aceite volatil que
proporciona una lectura directa de la cantidad de aceite volatil extraido. Esta técnica permite
una determinacion cuantitativa del aceite volatil en la mayoria de los productos vegetales sin
extraer antes con éter u otros solventes, en general el rendimiento de la extraccion de aceite
esencial varia de 0.01% a 2% (M. R. Alvarez et al., 2012).

Figura 9

Esquema de extraccion con trampa de Clevenger

Nota. (Ramos, 2022)
https://organical.org/1311/1311pdf10.pdf
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Tabla 1

Comparacion entre los métodos de extraccion de aceites esenciales

METODO

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Extraccion por
prensado

No requiere calor ni sustancias
quimicas, lo que ayuda a conservar
los componentes mas delicados del
aceite.

Es un procedimiento directo, de bajo

costo y rapido de ejecutar.

Funciona especialmente bien en
frutos citricos, donde el aceite se
concentra en la piel.

Su aplicacién es limitada, ya que
solo es util para plantas con alto

contenido de aceite en la corteza
0 cascara.

Suele ofrecer un rendimiento
menor en comparacion con otras
técnicas.

Puede arrastrar impurezas como
ceras o fragmentos solidos.

Extraccion con
solventes volatiles

Permite obtener mayores cantidades

de extracto incluso en materiales
vegetales con bajo contenido de
aceite.

Produce concretos y absolutos con
perfil aromatico mas completo.

No se requiere altas temperaturas,
favoreciendo la conservacion de
moléculas sensibles.

Existe un riesgo de que queden
trazas del disolvente en el
producto final.

Es un proceso mas costoso y
demanda mayor control técnico.

El aroma obtenido puede diferir
del aceite esencial producido
mediante métodos tradicionales.

Destilacion por arrastre
de vapor

Es uno de los procedimientos que se
utilizan mas a escala industrial por su

eficacia y seguridad.

Permite obtener aceites sin emplear
disolventes.

Es compatible con una gran variedad

de especies vegetales.

Las temperaturas elevadas pueden
transformar o degradar
compuestos termolébiles.

El equipo necesario es mas
complejo que en métodos
simples.

Requiere mas tiempo y un
consumo energético considerable.

Hidrodestilacion con
trampa de Clevenger

Es un sistema adecuado para trabajos

de laboratorio por su bajo costo y
facilidad de operacion.

Facilita la recuperacion del aceite y la

determinacion del rendimiento.

La muestra permanece en
contacto prolongado con agua
caliente, lo que puede alterar
algunos compuestos.

No esta pensado para produccion
a gran escala.
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Puede dar rendimientos mas bajos
No emplea solventes organicos. que la destilacion con vapor
independiente.

1.2.3.2 CARACTERIZACION DE LOS ACEITES ESENCIALES
Las propiedades quimicas que presentan los aceites esenciales varian segun las regiones en las

que fueron cultivadas y las condiciones ambientales (Ruiz ef al., 2015).

1.2.3.2.1 DENSIDAD RELATIVA

La densidad relativa es una propiedad fisica utilizada en la caracterizacion de los aceites
esenciales, definida como la relacion entre la masa que presenta un volumen determinado de
aceite esencial y la masa de un volumen equivalente de agua destilada a una temperatura
especifica, esta medicion se realiza bajo condiciones de temperatura controlada, por lo

general a 20 °C o 25 °C (Nolazco, 2020).

Su determinacidn es importante en los aceites esenciales porque permite evaluar la identidad,
pureza y calidad del aceite esencial, ademas de proporcionar informacion sobre su
composicion quimica y detectar posibles adulteraciones o variaciones debidas a factores

boténicos y geograficos (Baser, 2022).
Tabla 2

Relacion densidad VS indice de refraccion en aceites esenciales

Densidad Indice de

(g/mL) refraccién Posibles componentes presentes

Alto porcentaje de hidrocarburos terpénicos o

Menor a 0.9 Menor a 1.47 e
compuestos alifaticos.

Mayor a 0.9 Menor a 1.47 Compuestos oxigenados alifaticos.
Menor a 0.9 Mayor a 1.47 Hidrocarburos aromaticos.
Mayor a 0.9 Mayor a 1.47 Compuestos oxigenados aromaticos o aliciclicos.

Nota. Datos tomados de Ferrer, (2021)
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1.2.3.2.2 INDICE DE REFRACCION

Es una caracteristica Optica que identifica la presencia y el arreglo de compuestos aromaticos
y oxigenados dentro de una sustancia. Este indice corresponde a la razon entre la velocidad de
la luz en el vacio y cuando atraviesa el material analizado. Su valor varia segun la longitud de
onda y la temperatura que se utiliza. En aplicaciones de laboratorio, la medida se realiza con

una fuente de luz que emite a 589,3 nm (Delgado, 2023).

Figura 10

Indice de refraccion

Nota. (Vizoso, 2020).

https://www.rolscience.net/2020/05/indice-de-refraccion.html#google vignette

1.2.3.2.3 ROTACION OPTICA

Es la propiedad de ciertas sustancias, ya sea en estado solido, liquido o en solucidn, esta
consiste en desviar o rotar el plano de luz polarizada que incide sobre ellas. Este fenomeno
ocurre en moléculas que disponen centros quirales, generalmente dtomos de carbono unidos a
cuatro sustituyentes diferente. El nimero de posibles isomeros Opticos de una molécula se
calcula mediante la formula 2n, donde el valor de n es el nimero de centros asimétricos. El
angulo de rotacion se puede medir con un polarimetro, y su valor depende de factores como la
longitud del tubo del polarimetro, la concentracion o pureza del material, del disolvente, la

temperatura y la longitud de onda de la luz utilizada (A. Camacho, 2019).
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Figura 11

Rotacion optica

fuente
luz .

rotacian
observada

polarizador

Nota. Liceo AGB

https://www.liceoagb.es/quimiorg/actopt.html

1.2.3.2.4 INDICE DE ACIDEZ

Es la cantidad de KOH - hidroxido de potasio en miligramos que se necesitan para neutralizar
1 gramo de 4cidos grasos libres presentes en el aceite esencial (Lozano & Berenice, 2018).

En ocasiones se puede expresar como el porcentaje de acido oleico en la muestra. La propiedad
del indice de acidez es muy importante, porque con ella se puede determinar la calidad del
aceite. El valor del indice de acidez es para determinar el grado en que los glicéridos del aceite
se descomponen por factores como, la luz y calor (Ferrer, 2021).

Cuando el valor del indice de acidez es mayor, la calidad del aceite baja. El indice de acidez y
la cantidad de los acidos grasos libres con el tiempo se incrementan ya que los triglicéridos se
descomponen formando acidos grasos y glicerol.

R —COOH + KOH - R - COOK + H,0

1.2.3.2.5 INDICE DE SAPONIFICACION

Esta propiedad determina la cantidad de hidroxido de potasio en miligramos que se necesitan
para saponificar a los &cidos grasos libres que se encuentran en un gramo de aceite en esta
reaccion se toma en cuenta a los triglicéridos, diglicéridos, a los monoglicéridos, también a los
acidos grasos libres y otro lipido saponificable. Se puede decir que el indice de saponificacion
es mayor si la concentracion acidos grasos que tienen bajo peso molecular es mayor

considerando el numero de funciones éster saponificables (Arzave et al., 2016).
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Figura 12

Reaccion de saponificacion

CH,-C-0-R CH, — OH

CH-C-0-R + 3NaOH —» 3NaCOOR + CH-OH

o]

|
CH,—C-0-R CH,—OH
TRIGLICERIDO GLICEROL

Nota. Fuente propia elaborada en el programa ChemScketch

1.2.3.2.6. SOLUBILIDAD

Esta propiedad se refiere a su capacidad de disolverse en distintos solventes. Estos aceites son
solubles en compuestos no polares, como éter, benceno, hexano, y tolueno. En etanol, su
solubilidad permite determinar el porcentaje de monoterpenos presentes y el contenido de
alcohol. Ademas, la solubilidad en alcohol es contraria al contenido de agua del alcohol y a la
concentracion de monoterpenos en el aceite (Ferrer, 2021).

En lo referente a su solubilidad en etanol, los aceites esenciales se disuelven con gran rapidez
cuando se emplean soluciones etandlicas al 90 % o 95 % a 20 °C. No obstante, cuando la
concentracion de etanol desciende por debajo del 85 %, la solubilidad comienza a disminuir de
manera progresiva. Para evitar el deterioro del aceite esencial durante su uso o formulacion, es
necesario considerar factores como el tiempo transcurrido desde su obtencidn, asi como las
condiciones de conservacion y el tipo de envase. Esta informacion resulta fundamental,
especialmente cuando los aceites esenciales se destinan a la elaboracion de productos

farmacéuticos (Monacci, 2025).

1.2.4. PROPIEDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES
Los aceites esenciales presentan diversidad estructural por lo que pueden tener diferentes
actividades farmacologicas como antiparasitaria, antibacteriana, antiviral, etc (Caifigueral,

2017).

24



1.2.4.1. ANTIVIRAL

Las afecciones producidas por virus pueden manifestar un peligro importante para los humanos
y los animales. Desafortunadamente, algunos de los medicamentos antivirales son dificiles de
elaborar puesto que los virus no se pueden replicar independientemente y deben ingresar
primero en la célula huésped, los antivirus que interfieren con el ciclo de vida del virus, el cual
también es toxico para la célula huésped por ello el creciente interés de estudiar los aceites

esenciales que poseen propiedades antivirales (Reichling, 2022).

1.2.4.2. ANTIPARASITARIA

Numerosas especies vegetales producen de manera natural compuestos con actividad
antiparasitaria, capaces de afectar directamente a los parasitos y provocar su eliminacion. Estos
organismos suelen habitar principalmente en el tracto intestinal tanto de animales como de
seres humanos. La fito farmacologia permite aprovechar plantas cuyos aceites esenciales
contienen ascaridiol, un compuesto ampliamente reconocido por su acciéon antihelmintica y su

eficacia como antiparasitario (Sarkar, 2022).

1.2.4.3. ANTIOXIDANTE
La actividad antioxidante, en los alimentos generalmente les da su capacidad conservante, los
compuestos fenolicos que se encuentran dentro de la composicion de los aceites esenciales les

otorgan su propiedad antioxidante (Huaraca Aparco et al., 2021).

1.2.5. PRINCIPALES COMPONENTES QUIMICOS DE LOS ACEITES
ESENCIALES

Los aceites esenciales considerados como compuestos metabolicos de las diversas plantas
aromaticas; donde la gran parte de estos son volatiles y son los que causan el aroma de las
plantas. Por especies, los aceites esenciales pueden tener de 50 a 300 compuestos, entre ellos
estan los terpenos, cetonas, éteres, alcoholes, aldehidos, ésteres, fenilpropanos, compuestos

fenolicos, etc (Ruiz et al., 2015).
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Figura 13

Estructuras de monoterpenos

H,C CH,
CH,
OH
H,C CH

OH 3 3

3, 7 - dimetil - 2, 6 - heptadien - 1 - ol 2 - isopropil - 5 - metilciclohexanol
Geraniol Mentol
CH,
H,C CH,
1 - metil - 4 - (1 - metiletenil) ciclohexeno
Limoneno

Nota. Fuente propia
Figura 14
Estructuras de sesquiterpenos

CHj,

H3C CHj ||
X CH,4
CHj;
CH3
HZC% = CH, 4 - (2,6,6 - trimetilciclohexeno) but - 3 - en - 2 - ona
1 - metil - 4 - (6 - metilhepta - 1,5 - dieno) ciclohexeno lonona
Bisaboleno
CH, CH, CHj
HaC X X X OH
3,7,11 - trimetil - 2,6,10 - dodecatrien - 1 - ol
Farnesol

Nota. Fuente propia
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Figura 15

Estructuras de fenilpropanos

o 0
o /
HsC
1 - fenilpropanol 5 - alil - 1,3 - benzodioxol 4 - alil - 2 - metoxifenol
Alcohol hidrocinamilico Safrol Eugenol

Nota. Fuente propia

1.2.5.1. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases ejecuta la inyeccion de la muestra en la fase mévil, que generalmente
consiste en un gas inerte. Los distintos componentes que se encuentra en la muestra avanzan a
través de la fase estacionaria, la cual esta inmovilizada dentro de una columna colocada en un
horno con temperatura programable. Cada sustancia interactiia de manera diferente con la fase
estacionaria, lo que ocasiona su separacion. La presion de vapor de cada compuesto es un factor
clave: cuando la presion de vapor es mayor, menor serd el tiempo de retencion en la columna.
Gracias a estas diferencias de retencion, los componentes se forman en bandas separadas que
pueden ser analizadas tanto de manera cuantitativa como cualitativa (Monyalvan, 2023).

Figura 16

Cromatografia de gases

Nota. Tomada de A. Camacho, 2019
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1.2.5.2. ESPECTROSCOPIA DE MASAS

La espectroscopia de masas (MS) bombardea las moléculas con electrones y las rompe en
fragmentos. El andlisis de masa de fragmentos proporciona pesos moleculares (MM), posibles
formulas moleculares e informacion sobre estructuras y grupos funcionales (Wade, 2012). En
un espectrometro de masas, las muestras se ionizan utilizando diversos métodos. El sistema de
colision de electrones es el sistema de ionizacion mas comun, que consiste en bombardear las
moléculas con electrones de cierta energia, lo que puede hacer que las moléculas se estimulen
para que emitan electrones, y asi ionizarlas (Cabrera, 2019).

En el analisis por espectrometria de masas utilizando la ionizacion por impacto electronico, las
moléculas organicas reciben un exceso de energia que suele desencadenar procesos de
fragmentacion, originando especies id0nicas mas pequeias y energéticamente estables. Como
consecuencia, la seial correspondiente al ion molecular puede presentarse con baja intensidad,
debido a que solo una proporcion limitada de las moléculas alcanza el detector sin
fragmentarse. En contraste, los fragmentos formados a partir de rupturas especificas de enlaces
generan sefiales de mayor intensidad, destacando el denominado pico base, que representa el
ion mas abundante del espectro. Estos iones fragmentarios se producen principalmente como
cationes radicales o iones secundarios y su distribucion proporciona informacion clave para la
interpretacion estructural de compuestos que se fragmentan con facilidad, entre ellos

numerosos constituyentes terpénicos presentes en aceites esenciales (Dantus, 2024).

Figura 17

Espectroscopia de masas

Nota. Tomada de M. A. Camacho, 2018
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1.2.5.3. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRO DE
MASAS

La cromatografia de gases es una técnica que tiene la capacidad para poder separar mezclas
muy complejas. Cuando ya estén aislados, descubierto e incluso cuantificados, se examinan
los componentes de la muestra de forma individual, el principal dato que se puede utilizar para
poder diferenciar cada componente es el tiempo de retencion del pico correspondiente
cromatografico (Cabrera, 2019).

No obstante, este dato por si solo no garantiza una identificacion completamente precisa
cuando las muestras contienen numerosos componentes, situacion frecuente en el analisis por
cromatografia de gases. Por su parte, el espectrometro de masas permite determinar
practicamente cualquier sustancia con alta certeza; sin embargo, la complejidad de los
espectros generados puede provocar superposicion de sefales, lo que presenta dificultad en la
identificacion individual de los compuestos presentes en la mezcla. Por ello, la unién de ambas
técnicas —GC (cromatografia de gases) y MS (espectrometria de masas)— da lugar a la técnica
GC-MS, capaz de separar y analizar de manera eficiente mezclas complejas, proporcionando
informacion tanto cualitativa como cuantitativa de los componentes (Chai, 2023).

Figura 18

Cromatdgrafo de gases - masas

Pyrolyzer
He or Hs /
Polymer sample
Split Partial hydrogenation in H;
ven! -E/ r Lig. N
|
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Cryo-trap hydrogenation|
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Metal
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column
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> =1
=]
GC /MS

Nota. Tomada de A. Camacho, 2019
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1.2.6. EFECTO ANTIBACTERIANO

Las sustancias antibacterianas derivan de hongos o bacterias, o pueden ser sintetizados de
novo que consiste en la sintesis de moléculas complejas iniciando de moléculas simples como
azucares o aminodcidos. El uso del término antibidtico se usa para los antimicrobianos
derivados de bacterias u hongos. Gran cantidad de antibioticos suelen relacionarse con otros
farmacos para aumentar o disminuir sus concentraciones séricas al aumentar o disminuir el
metabolismo por diferentes mecanismos. Las relaciones mas relevantes son aquellas en las
que se implican fArmacos con ventanas terapéuticas (es decir, su nivel de toxicidad estd muy
cerca de su nivel terapéutico). Otros medicamentos también pueden aumentar o disminuir la

concentracion de antibidticos (Werth, 2022).

1.2.6.1 EFECTO ANTIBACTERIANO DE LOS ACEITES ESENCIALES

La actividad o accion fungicidas y bactericidas de los aceites esenciales estan estrechamente
relacionadas con los fenoles y los monoterpenos que contienen, ya que estos interactiian con el
citoplasma de los patogenos, debido a su propiedad hidrofébica, estos pueden ingresar a la
membrana lipidica. Los efectos antibacterianos que presentan los aceites esenciales estan
asociados con sus constituyentes y su citotoxicidad, los cuales provocan dafios en las
membranas celulares (Montero-Recalde et al., 2019).

El efecto antibacteriano de los diferentes aceites esenciales se da frente a bacterias
gramnegativas (Escherichia coli, Salmonella, Emophilus) y bacterias grampositivas (Bacillus

cereus, staphylococcus aureus).

1.2.6.2 CLASIFICACION DE LOS ANTIBACTERIANOS PRESENTES EN LOS
ACEITES ESENCIALES

La clasificacién de los antibacterianos se da de acuerdo a los efectos que producen:

¢ Efecto bactericida

El efecto bactericida es la capacidad de ciertos antimicrobianos para provocar la muerte de los
microorganismos sensibles. Estos farmacos act@ian principalmente durante la fase de
crecimiento exponencial de las bacterias y se indican especialmente en infecciones graves,
cuando se requiere eliminar rdpidamente los patdgenos o cuando el sistema inmune del paciente
no es suficiente para controlar la infeccion. Entre los casos clinicos donde se emplean
bactericidas se incluyen la meningoencefalitis purulenta, la endocarditis infecciosa, infecciones
en pacientes con fiebre y neutropenia, y ciertas infecciones en pacientes con SIDA (Ishak,

2024).
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¢ Efecto bacteriostatico

El efecto bacteriostatico es la capacidad de ciertos antimicrobianos para inhibir o reducir el
crecimiento de las bacterias, permitiendo que el sistema inmunoldgico del paciente elimine los
microorganismos y controle la infeccion. Por esta razon, los bacteriostaticos no deben
administrarse a pacientes inmunocomprometidos, ya que requieren defensas del organismo
para ser efectivos. Estos farmacos actian principalmente durante la fase estacionaria del
crecimiento bacteriano. Algunos antibidticos pueden tener efecto bactericida o bacteriostatico,

dependiendo de factores como la droga utilizada, la dosis y si se evalua in vitro o in vivo (Ishak,

2024).

1.2.6.3 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBACTERIANOS
Segtn, (Halawa, 2023):

Los compuestos que presentan actividad antibacteriana pueden reducir el crecimiento o causar

la muerte de las bacterias mediante distintos mecanismos:

e Alteracion de matriz extracelular.

e Ruptura de la membrana citoplasmatica.

e Supresion de la sintesis proteica.

¢ Interferencia con el metabolismo de nucle6tidos.
e Bloqueo de vias metabdlicas bacterianas.

e Inhibicidén de mecanismos de resistencia.

1.2.7. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria grampositiva, se conoce porque tiene la capacidad de
agruparse en racimos, actia como un agente infeccioso que afecta tanto a pacientes que se
encuentran hospitalizados y a individuos en la comunidad. Este microorganismo puede causar
infecciones localizadas, invasivas y mediadas por toxinas, afectando principalmente la piel, los
tejidos blandos, las articulaciones, el sistema respiratorio, los huesos, y el sistema
endovascular. Ademas, S. aureus puede provocar intoxicaciones alimentarias cuando los
alimentos contienen la enterotoxina B termoestable preformada. Muchas personas, tanto nifios
como adultos, son portadores intermitentes de esta bacteria, y esta se puede encontrar en las
vias respiratorias superiores, el intestino, la piel y la vagina. Su alta patogenicidad se debe a
numerosos factores virulentos que le permiten evadir y neutralizar los mecanismos de defensa

del huésped (Helmi, 2022).
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1.2.7.1 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Cervantes-Garcia et al. (2014) afirman lo siguiente:

Este género estd integrado por los cocos Gram positivos que son bacterias que se tifien de azul
cuando se les aplica la tincion diferencial (Gram), que presentan un tamafio de 0.5 a 1.5 pm,
unidos como unicas células, formando racimos de uvas, en pares, tétradas o cadenas cortas. El
termino Staphylococcus se introdujo, a partir de la palabra griega staphyle, que se usa para dar
a conocer a los cocos que se encargan de la irritacion y secrecion. Estas bacterias son sésiles,
tampoco son formadoras de esporas y no presentan capsula. La gran mayoria de los
estafilococos tienen la capacidad de producir catalasa, esta es una propiedad que se utiliza para
diferenciar el género Staphylococcus de otros géneros considerados como catalasa negativa. Al
comienzo los estafilococos fueron considerados parte de la familia Micrococacea en el género
de Micrococcus, sin embargo, en recientes estudios se observaron algunas diferencias entre los
géneros Staphylococus y Micrococcus como la cantidad de guanina y citocina, también la
secuencia e hibridacion del DNA. Por otro lado, la diferencia entre Staphylococus y
Micrococcus es la composicion de la menaquinona y el citocromo presente en la cadena

respiratoria de los estafilococus.

1.2.7.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion taxonomica del Staphylococcus aureus es la siguiente:

Dominio : Bacteria
Filo : Firmicutes
Clase : Bacili
Familia : Staphylococcacene
Género : Staphylococcus
Especie 1 8. aureus

(Lozano & Berenice, 2018)

1.2.7.3 ENFERMEDADES CAUSADAS POR Staphylococcus aureus

Se consideran las siguientes enfermedades:

- Lesiones cutaneas como impétigo, celulitis fascitis, paroniquia, mastitis.
- Infecciones en el sistema nervioso central.

- Infecciones en el tracto respiratorio.

- Infecciones en el tracto urinario.

Lozano & Berenice (2018)
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1.2.7.4 METODOS DE EVALUACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO

a) M¢étodo de prueba de difusion por disco - Esta prueba es mejor conocida como la prueba
de Kirby Bauer, esta basado en el potencial de difundir diversos agentes antimicrobianos en
agar el cual forma una gradiente continua de concentracion. Luego en una placa previamente
inoculada se coloca un disco que contiene el antimicrobiano, donde se impedird que el
microorganismo crezca este se analizara utilizando la gradiente y tendremos como resultado al
area de manera concéntrica con el disco que se encarga de la inhibicion de crecimiento. El
Instituto de estandares clinicos y de laboratorio, demuestra que el andlisis del halo en donde se
presenta la inhibicion estd basado en la relacion del didmetro y la CMI. Para que este método
se realice de manera adecuada se debe tomar en cuenta: la concentracion del inoculo debe
corresponder en la escala de McFarland a una turbidez de 0.5, el medio de cultivo que se debe
utilizar es el medio de Muller-Hinton, donde para el antimicrobiano que se estudiara se tiene
que ajustar las concentraciones estandar (Lozano & Berenice, 2018).

Este método de difusion en agar es altamente reproducible. Esta técnica estd basada en el
método descrito por Bauer (Cabrera, 2019).

Figura 19

Meétodo de difusion en disco

Nota. Tomada de Pruebas de sensibilidad antimicrobiana: metodologia de laboratorio, 2000
https://formaciontss.es/wp-content/uploads/2021/02/Pruebas-de-sensibilidad-a-los-

antimicrobianos.pdf
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b) M¢étodo de dilucion en caldo — La prueba de dilucion en caldo es utilizada para la
determinacion de la Concentracién Minima Bactericida e Inhibitoria (CMB - CMI). El cual
consiste en preparar el antimicrobiano a diferentes concentraciones, después se realiza la
inoculacién e incubacion para que se pueda dar a cabo el crecimiento bacteriano, pasado el
tiempo de incubacion se realizan las lecturas, finalmente se determina cual es la proporcion
que inhibe el crecimiento del microorganismo. Para poder determinar el efecto antimicrobiano
considera a un subcultivo o control sin antimicrobiano en los medios que fueron inoculados
anteriormente (Lozano & Berenice, 2018).

Figura 20

Meétodo de dilucion en caldo

Nota. Fuente propia

Para la evaluacion del efecto antibacteriano se utiliza el método de difusion en agar modificado
el cual consiste en preparar el medio el cual es el TSB (Tryptic Soy Broth, es un medio de
cultivo liquido compuesto principalmente de soya, triptona, cloruro de sodio y agua que

permiten el desarrollo de una amplia variedad de bacterias aerobias y anaerobias).
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Este método nos permite determinar:

Concentracion minima bactericida: Es la menor concentracion de un antimicrobiano capaz
de eliminar cerca del 99% de los microorganismos incubandolo durante 24 horas, en el caso
de algunas bacterias es importante poder determinar su actividad bactericida por este
método para comprobar la actividad de los agentes antimicrobianos (Whyte, 2024)
Concentracion minima inhibitoria: Es la concentracion minima de un antibidtico que inhibe
el crecimiento de una cepa bacteriana. Una prueba de sensibilidad que se puede cuantificar
ayuda a determinar qué clase de antibiotico es mas eficaz para poder realizar una seleccion
mas adecuada para el tratamiento contra un patdégeno y podrd combatir la resistencia a
antibioticos (Horna, 2023).
Concentracion bacteriostatica: Es la menor cantidad de un antimicrobiano que tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento y la multiplicaciéon de una bacteria, este efecto es
reversible una vez que el antimicrobiano se retira (Zhang, 2025).

1.2.8. HIPOTESIS

1.2.8.1. HIPOTESIS GENERAL

El aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. posee compuestos

quimicos activos que le confieren un efecto antibacteriano representativo frente a

Staphylococcus.aureus ATCC 29213.

1.2.8.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS
La extraccion del aceite esencial del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.

King & H. Rob. produce un rendimiento suficiente para su caracterizacion fisicoquimica y
biologica.

El aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. presenta
propiedades fisicoquimicas compatibles con aceites esenciales bioactivos de interés
terapéutico.

La composicion quimica del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King
& H. Rob., determinada mediante GC-MS, incluye metabolitos como monoterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropanos asociados al efecto antibacteriano.

El aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. presenta efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213, aumentando su efecto

inhibitorio a diferentes porcentajes.
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CAPITULO II
2. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.1. TIPO DE ESTUDIO

El estudio de las caracteristicas fisicoquimicas y composicion quimica del aceite esencial es de
tipo descriptivo, pero el estudio del efecto antibacteriano del aceite esencial contra al
Staphylococcus aureus ATCC 29213 es experimental ya que la bacteria esta expuesta al aceite
esencial en diferentes concentraciones. La parte experimental de la caracterizacion
fisicoquimica (fndice de refraccion, densidad relativa, solubilidad, indice de acidez, indice de
saponificacion), y el andlisis cromatografico se llevd a cabo en el laboratorio de fitoquimica
del Departamento Académico de Quimica y los analisis bacteriologicos se llevaron a cabo en
el laboratorio de Microbiologia que pertenece al Departamento Académico de Biologia de la

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (Pliego, 2020).
2.2. VARIABLES

2.2.1. VARIABLES DEPENDIENTES

- Efecto antibacteriano del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King &
H. Rob.

2.2.2. VARIABLES INDEPENDIENTES

X — Concentracion del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob.

2.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.3.1. MATERIALES

Material Bioldgico

- Plantas de Ageratina cuzcoensis.

- Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Material de Campo

- Bolsas de papel.

- Tijeras.

- Guantes para jardineria.

Material de Laboratorio

- Balén de 500 mL.

- Condensador.

- Tijeras.

- Tubos de ensayo de 5 mL.
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Gradillas.

Frascos de vidrio &mbar.
Picnémetro

Buretas.

Matraz aforado de 100 mL y 50 mL.
Vasos de precipitado 50 mL.
Goteros.

Equipo de reflujo.

Placas Petri.

Papel filtro.

Tubos de ensayo de 10x12 mm.

Tubos ependorf.

Tips para micropipeta de 100-1000 uL.

Tips para micropipeta de 10-100 uL.
Frascos de vidrio.

Piscetas.

Medios de Cultivo

Caldo TSB.

Agar Manitol salado.
Agar Muller Hinton.
Agar TSA.

2.3.2. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Balanza analitica marca Swiss made Backlit.

Equipo de hidrodestilacion con trampa Clevenger — movilab.

Estufa marca thermo scientific.

Centrifuga de 1500 — 4500 rpm. marca powerspin.

Cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas marca thermo scientific modelo

trace 1310.

Refrigerador marca Samsung modelo RT29K5710SS8.

Polarimetro marca Rudolph’s.

Incubadora.

2.3.3. REACTIVOS

Sulfato de sodio anhidro Na;SO4 QP.
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- n-heptano QP grado reactivo ACS.

- Solucioén estandar de hidroxido de potasio al 0.1N KOH.

- Etanol neutralizado.
- Fenolftaleina 0.1%.
- Agua destilada H>O.
- Etanol 50%.

- Etanol 70%.

- Etanol 96%.

- Etanol absoluto.

- Metanol CH30OH QP grado reactivo ACS.

- Acetona C3HsO QP.

- Cloroformo CHCI; QP.

- Hexano Ce¢H14 QP grado reactivo ACS..

- Solucidn estandar de hidroxido de sodio al 0.1N NaOH.

- Solucidn estandar de acido Clorhidrico al 0.1N HCI.

2.4. PROCESO EXPERIMENTAL

El presente trabajo de investigacion de la especie de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.

King & H. Rob. se desarroll6 considerando el siguiente diagrama de flujo (figura 21):

Figura 21

Diagrama de flujo del proceso experimental

Recoleccion de la especie
Ageratina cuzcoensis

Identificacién hotanica |

Obtencion del aceite.

Efecto antibacteriano

Anélisis Fisicoquimico.

Anadlisis cromatografico

Anédlisis bacterioldgico.

2.5. RECOLECCION DE MUESTRAS Y UBICACION GEOGRAFICA

La especie Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. fue colectado por el

método de muestreo intencionado en forma aleatoria simple del lugar de Cruz Orcco que se

encuentra entre el distrito de Chinchero a una altura de 3762msnm y el Distrito de
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Huayllabamba a una altura de 2868m de la provincia de Urubamba — Cusco, el area de estudio
del cual se obtuvo la muestra de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. se ubica
en la Provincia de Urubamba del departamento de Cusco, a una distancia de 30 km del Cusco.
Se colectd 15kg en el mes de Junio del 2023 y fueron llevadas al laboratorio para la extraccion
del aceite esencial.

Las plantas fueron obtenidas en el campo, cortadas manualmente, colocadas en sacos de
papel kraft, y posteriormente llevadas al laboratorio de fitoquimica de la escuela profesional
de quimica, la muestra representativa se obtuvo a partir de la planta entera (hojas, tallos y
flores), estos fueron seleccionados y cortados para luego ser sometidos a hidrodestilacion.

La coleccion de la muestra se realizd en las siguientes condiciones:
- Horario: De 8 a 10 a.m.

- Clima: Ligeramente soleado.

- Las plantas se encontraban en tiempo de floracion.

Figura 22

Lugar de muestreo

NOTA. Fuente propia

2.5.1 EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL Y PORCENTAJE DE EXTRACCION.
Se realiz6 con 15 kg de muestra fresca, el total de agua destilada utilizada fue de 15 L, donde
se utilizo el método de extraccion de hidrodestilacion con trampa de Clevenger, la extraccion

del aceite esencial se realizo por secciones, descrita de la siguiente manera:
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La extraccion del aceite esencial se desarrolld en cinco ciclos consecutivos, en cada uno de
ellos se empled 450g de muestra previamente picada, se agregd 550 mL de agua destilada y se
coloco en un balon de vidrio de 2 L (Kumar, 2018).

Las condiciones de extraccion fueron:

Temperatura de manta calefactora: 90°C

Tiempo: 1 hora con 40 minutos.

El proceso de extraccion consiste en que el aceite esencial junto con el vapor de agua es
arrastrado, este vapor es condensado y el producto es captado en la trampa de Clevenger
finalmente el aceite esencial se queda en la parte superficial por las distintas densidades que
presentan. Luego se separo el aceite esencial obtenido, se centrifugd, después fue colocado en
una botella de vidrio color &mbar con sulfato de sodio anhidro para deshidratar el aceite y este
se conservo a bajas temperaturas.

El aceite esencial extraido, presenta color amarillo ligeramente verde, espeso y al estar en
contacto con la piel presenta levemente un cambio en su color al observarse un color blanco.

El porcentaje de extraccion se expresa mediante la siguiente formula:

) v (mL)
%extraccion = * 100%

m(9

v = Volumen de aceite esencial en mililitros.

m = Masa de la muestra en gramos.
2.6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.6.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
Para la determinacién de las propiedades fisicoquimicas se utiliz6 diferentes métodos
estandarizados que sigue el laboratorio los cuales se encuentran bajo las Normas Legales o

Normas Técnicas Peruanas.

2.6.1.1 DENSIDAD

La densidad se determiné siguiendo el método NTP-ISO 279:2011 mediante el uso de un
picnémetro sin termometro. El procedimiento se basa en comparar la masa del picnémetro
vacio con la masa del picnémetro lleno de agua destilada y la masa del picnometro lleno de la

muestra, a fin de calcular la densidad relativa del aceite esencial

La densidad relativa se describe de la siguiente manera:
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Doénde:

dr: Densidad relativa.

m: peso en gramos del picnémetro vacio.

m;: peso en gramos del picndmetro con el aceite esencial a 20°C.

v: volumen del picnémetro.

Procedimiento:

Para la determinacion de la densidad relativa se tomaron tres valores experimentales: la masa
del picnémetro limpio y seco, la masa del picnometro lleno con agua destilada enrasada hasta
la marca del capilar, y la masa del picnémetro con la muestra de aceite esencial, también
enrasada al nivel del capilar. Antes de cada medicion, el picnémetro fue lavado con etanol y

secado completamente para asegurar la precision de los resultados.

2.6.1.2 INDICE DE REFRACCION
Se emple6 el método NTP 280:2011 (Instrumental), el cual consiste en utilizar un refractoémetro

que asocia la velocidad de la luz en el vacio y en medio de una muestra.

El ntD (indice de refraccion) a temperatura especifica de 20°C, se describe de la siguiente
manera:
ntD = n'D + 0.0004 (t' —t)
Doénde:
ntD: Indice de refraccién a temperatura especifica de 20°C.
nt'D: Lectura de indice de refraccion tomada a la temperatura de trabajo.
t": Temperatura de trabajo.
t: Temperatura especifica de 20°C.
Procedimiento:
Para asegurarnos de una medicion correcta primero se calibra el refractdmetro con agua
destilada, se seca con papel tisi y para la determinacion del indice de refraccion del aceite

esencial se coloca una gota de este en el prisma del refractometro y se realiza la lectura.

2.6.1.3 ROTACION OPTICA
Se empleo el método Instrumental, el cual consiste en utilizar el polarimetro donde se
determina si la muestra es dextrogira o levogira. (Taype, 2021).

Procedimiento:
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Se coloco etanol absoluto en la celda del polarografo y se calibro con agua destilada colocando
a 0°. Posteriormente, se prepard una solucion de aceite esencial al 1% utilizando etanol
absoluto; luego, se colocd 10 mL de esta solucion en la celda y finalmente se realizo la lectura

de la rotacion oOptica.

2.6.1.4 INDICE DE ACIDEZ

Se empleo el método — NTP 319.085:1974 (Volumetria), el cual consiste en titular con KOH
para de esa manera poder neutralizar los 4cidos grasos libres.

Este se expresa en miligramos de KOH que se utilizan para neutralizar los 4cidos libres en 1g
de aceite esencial.

El indice de acidez se determina con la siguiente formula:

. , 561V *N
Indice de acidez (1.A.) = ———

Donde:

56.1 = meq de KOH

V = volumen de KOH gastados en la titulacion (mL)

N = Concentracion del KOH

m = masa del aceite esencial.

Procedimiento:

Para determinar el indice de acidez, el aceite esencial fue preparado en un matraz Erlenmeyer
de 50 mL, donde se pesaron 0.5000 g de aceite esencial y se disolvié en 10 mL de etanol
neutralizado. Luego, se afiadieron tres gotas de fenolftaleina al 0.1% como indicador. La mezcla
fue titulada con una solucidén de hidroxido de potasio 0.1 N estandarizada, registrandose el
volumen inicial y el volumen final de la bureta. El punto final se identificé por el viraje de color

transparente a un tono rosado tenue.

2.6.1.5 INDICE DE SAPONIFICACION

Se desarrolld por el método Volumétrico, que consiste en un proceso de reflujo para
posteriormente ser valorado con HCI 0.1N.

Este indice indica los mg de KOH que seran necesarios para saponificar 1 gramo de aceite.

El indice de saponificacion se describe de la siguiente manera:
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o SOLEN(L = Vy)
N m

Donde:

N = Concentracion del HCI

56.1 = Miliequivalente de KOH en mg

V1 = Volumen de HCI gastados en blanco.

V2 = Volumen de HCI gastados en muestra.

m = masa de muestra.

Procedimiento:

Para determinar el indice de saponificacion, el aceite esencial fue preparado en un balon de 250
mL, donde se pesaron 0.3000 g de aceite esencial y se anadieron 10 mL de KOH 0.1 N. La
mezcla de aceite hidroxido se sometidé a reflujo durante 1 hora. Una vez finalizado el
calentamiento, se dejo enfriar y se incorporaron tres gotas de fenolftaleina al 0.1% que nos sirve
como indicador. Luego, se procedi6 a titular con una solucion de HCI 0.1 N previamente
estandarizada.

Para el ensayo en blanco, se emplearon tinicamente 10 mL de KOH 0.1 N en ausencia de la
muestra de aceite esencial. Este blanco fue sometido nuevamente al proceso de reflujo y

posterior titulacion bajo las mismas condiciones experimentales.

2.6.1.6 SOLUBILIDAD

Se empled el método — NTP 319.084:1974 (Pruebas de solubilidad), el cual consiste en someter
la muestra en diferentes solventes.

Procedimiento:

Para evaluar la solubilidad del aceite esencial, se distribuyeron 0.5 mL del aceite esencial en
nueve tubos de ensayo previamente codificados. A cada tubo se le afiadi6 un disolvente
distinto, empleandose agua, etanol al 50%, etanol al 70%, etanol al 96%, etanol absoluto,

metanol, acetona, cloroformo y hexano.

2.6.2 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA

Se empled el equipo de cromatografia de gases - espectrometro de masas.

Procedimiento:

Se prepard una solucion al 3% del aceite esencial utilizando n-heptano como disolvente,
obteniéndose un volumen final de 1000 pL. Los analisis cromatograficos se realizaron bajo las
siguientes condiciones: el sistema de inyeccion tomod un volumen de 1 pL, la temperatura del

horno inicialmente fue de 60 °C con un incremento de 5 °C/min hasta llegar a 50 °C, y se
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empled helio como fase movil (gas portador con un flujo de 1 mL/min). Tanto el inyector como
el detector se mantuvieron a 250 °C, y la fase estacionaria el 5% fenil-95% dimetilpolisiloxano

de tipo TG-5SiIMS con longitud de 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm.

Los cromatogramas obtenidos permitieron calcular el porcentaje relativo de cada componente,
a partir del rea bajo cada pico en relacion con el area total. La identificacion de los compuestos

se efectud segun la comparacion de los espectros de masas registrados.

Para el andlisis en el espectrometro de masas, los parametros en los cuales operd fueron:
temperatura de la fuente de 230 °C, temperatura del cuadrupolo de 150 °C, energia de

ionizacion de 70 eV y un rango de barrido de masas entre 40 y 400 m/z.

2.6.2.1 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPONENTES QUIMICOS

La identificacion de los componentes quimicos se realizd por comparacion con las librerias de
Willey, Mainlib, Replib donde se selecciond las curvas con mayor abundancia, y se exportaron
al programa AMDIS, luego se compard con el espectro de masas de los componentes presentes
en las librerias, los compuestos se identificaron por la coincidencia con la libreria mayor al
90%, posteriormente la cuantificacion se determin6 por la integracion del area de pico de cada

componente.

2.6.3 DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO
Segun (Abers, 2021):

Para la determinacion del efecto antibacteriano se empled el método de difusion en Agar
modificado, donde se esterilizo los materiales a utilizar, asa de col, placas Petri, recipientes de
vidrio para almacenar soluciones en la autoclave a 121°C a 15 libras de Presion, se esterilizo
tubos de ensayo con tapones de algodon, tubos ependroff, hisopos, pipetas en el horno durante
1 hora a 180°C, se prepard una solucion del medio de cultivo de manitol salado pesando 23.1¢g
del reactivo manitol salado y se aforo a 300mL, esta solucion se llevo al autoclave durante
quince minutos a una temperatura de 121°C para esterilizarlo, se esper6 hasta que se enfrie de
45° a 50°C y se trasvasd aproximadamente 20mL de la solucion en las placas Petri,
posteriormente se coloco las placas Petri en paquetes de cuatro en la refrigeradora durante 24
horas para que se solidifiquen.
Activacion de la cepa de Staphylococcus aureus 29213

Para el cultivo de la cepa se abre la cepa de Staphylococcus cuidadosamente, se utilizo el asa

de col y un hisopo previamente esterilizados, se colocd la cepa en una placa en medio de
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manitol salado durante 24 horas a 37°C, como blanco se utilizé una placa con manitol salado
sin cepa, posteriormente se prepard caldo TSB con 0.025mL de BaCl, y 4.975mL H>SOs al
1%,y este se llevo a 0.5 en la escala de McFarland utilizando una de las colonias que se formé
en la placa Petri (Malbran, 2023).

Preparacion de diluciones
Para la preparacion de las diluciones, en el tubo Eppendorf N.° 1 se colocaron 400 uL del caldo
TSB no contaminado y se afiadieron 400 puL del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis
(Hieron) R.M. King & H. Rob., obteniéndose asi la solucion A, correspondiente a una dilucion
1:2. A partir de esta primera dilucion se prepararon las soluciones sucesivas mediante
diluciones seriadas en caldo TSB. En el tubo Eppendorf N.° 2 se mezclaron 200 pL de la
solucion A con 200 puL de caldo TSB para obtener la solucidon B, equivalente a una dilucion
1:4. Luego, en el tubo Eppendorf N.° 3 se combiné el mismo volumen de la soluciéon B con
caldo TSB para generar la solucion C, correspondiente a una dilucion 1:8.
Este procedimiento se continud de manera secuencial. En el tubo Eppendorf N.° 4 se mezclaron
200 pL de la solucion C con 200 pL de caldo TSB, obteniéndose la solucion D (1:16). En el
tubo Eppendorf N.° 5 se preparo la solucion E mezclando 200 pL de la solucion D con 200 uL
de caldo TSB, logrando una dilucion de 1:32. Finalmente, en el tubo Eppendorf N.° 6 se
combinaron 200 pL de la solucion E con 200 pL de caldo TSB, obteniéndose la solucion F,
correspondiente a una dilucion 1:64.
Una vez preparadas todas las diluciones, se afiadieron 10 pL de caldo TSB con la cepa ajustada
a 0.5 en la escala de McFarland a cada uno de los seis tubos. Asimismo, se prepararon dos
tubos adicionales para los controles. En el control positivo se colocaron 200 uL de caldo TSB
y se afiadieron 10 uL del caldo con la cepa ajustada a 0.5 en McFarland. En el control negativo
se mezclaron 200 pL de caldo TSB con 200 uL del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis.
Finalmente, todos los tubos fueron incubados a 37 °C durante 24 horas.

Concentracion Minima Bactericida — CMB
Para la evaluacion de las diluciones preparadas, se tomaron 10 pL de cada una de las soluciones
A, B, C, D, EyF, los cuales se colocaron por separado en tubos de ensayo que contenian 2 mL
de caldo TSB. Cada solucion fue transferida en condiciones estériles y mezclada
cuidadosamente con el medio de cultivo para asegurar una distribucion homogénea.
Una vez preparados todos los tubos, estos fueron llevados a la incubadora y mantenidos a 37
°C durante un periodo de 48 horas. Paralelamente, se prepararon los controles necesarios para
validar el ensayo. El control positivo consistié en caldo TSB inoculado con Staphylococcus

aureus, permitiendo confirmar el crecimiento habitual de la bacteria bajo las condiciones
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experimentales. Por otro lado, el control negativo estuvo constituido inicamente por caldo TSB

sin presencia de la bacteria, con el fin de asegurar la ausencia de contaminacion.

Concentracion Bacteriostatica

Para la preparacion del medio de cultivo, se elaboraron 250 mL de solucion de Manitol Salado.
Para ello, se pesaron 19,3 g del medio deshidratado, se afiadieron a un volumen inicial de agua
destilada y se agitd hasta su completa disolucion. Posteriormente, la solucion se llevo a
ebullicion con el fin de asegurar la correcta disolucion de los componentes y la esterilidad del
medio.

Cuando la solucion estuvo lista, se procedi6 a la siembra de las diferentes diluciones. En cada
placa Petri se colocaron 10 pL de las soluciones A, B, C, D, E y F respectivamente. Sobre cada
una de ellas se vertieron 25 mL de la solucion de Manitol Salado aun caliente,
homogenizdndose cuidadosamente para garantizar una distribucion uniforme del inoculo en el
medio antes de su solidificacion.

Después de que el medio solidifico completamente, las placas se trasladaron a la incubadora y
se mantuvieron a 37 °C durante 48 horas. Cumplido este tiempo, se procediod al recuento de las
colonias formadas en cada una de las placas para evaluar el crecimiento bacteriano asociado a

cada dilucion.

Concentracion minima inhibitoria - CMI

Para la preparacion del medio de cultivo, se elaboraron 500 mL de solucién de Mueller Hinton.
Para ello, se pesaron 19 g del medio deshidratado, se afiadio agua destilada y se mezclo hasta
lograr su completa disolucion. La solucion se llevo posteriormente a ebullicion para asegurar
su correcta homogenizacion y esterilidad.

Una vez preparado el medio, se distribuyeron 25 mL de la solucion caliente en cada una de las
17 placas Petri, las cuales fueron luego colocadas en refrigeracion durante 24 horas para
favorecer la adecuada solidificacion del agar. Después de este periodo, en 13 de las placas se
realizaron tres perforaciones equidistantes, con una separacion de 22 mm entre cada una. Para

este proceso se empled una pipeta Pasteur, una jeringa y la manguerita del equipo de venoclisis,
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previamente esterilizados. Luego se inocul6 el caldo TSB contaminado esparciendo encima del
agar suavemente con la ayuda de un hisopo.

Paralelamente, se prepararon las soluciones del aceite esencial en diferentes concentraciones:
100%, 75%, 50%, 25%, 12,5% y 6,25%, utilizando etanol absoluto como disolvente. Estas
soluciones fueron destinadas a evaluar el efecto antimicrobiano en las placas perforadas.

Tabla 3

Cuadro de diluciones preparadas

Concentracion 100%  75% 50% 25% 12.50% 6.25%

Aceite 200 150 100 50 25 125
EtOH 50 100 150 175 1875
\%3 200pL 200uL 200uL 200pL 200uL 200uL

En la placa Petri N.° 1 se depositaron 50 pL de la solucion al 100 % en cada una de las tres perforaciones
realizadas previamente. El mismo procedimiento se repitio en la placa Petri N.° 2 utilizando la solucion
al 75 %, en la placa N.° 3 con la solucién al 50 %, en la placa N.° 4 con la solucién al 25 %, en la placa
N.° 5 con la solucion al 12,5 % y finalmente en la placa N.° 6 empleando la solucion al 6,25 %. Este
procedimiento se replico en otras seis placas Petri adicionales, manteniendo las mismas concentraciones

y volimenes aplicados a cada perforacion.

Para el control negativo, en la placa Petri N.° 13 se incorporaron 50 pL de etanol absoluto, con el fin de
confirmar que el disolvente no generara efecto antimicrobiano. Los controles positivos se realizaron en
cuatro placas Petri sin perforaciones. En la placa Petri N.° 14 se coloc6 un disco de vancomicina,
procedimiento que se efectud por duplicado. De igual manera, en la placa Petri N.° 16 se colocé un
disco de oxacilina, también en duplicado, con el proposito de validar la respuesta del microorganismo

frente a antibioticos de referencia.
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Tabla 4

Distribucion de placas Petri.

N° DE SOLUCION/ PERFORACION

PLACA ANTIBIOTICO (PRESENTA)
1 100% Si
2 75% Si
3 50% Si
4 25% Si
5 12.50% Si
6 6.25% Si
7 Etanol Absoluto No control (-)
8 Vancomicina No control (+)
9 Oxacilina No control (+)
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CAPITULO 111
3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. DE RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL
Los resultados del rendimiento porcentual de la extraccion de aceite esencial de Ageratina
cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. por el método de hidrodestilacion con trampa de

Clevenger, se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 5

Resultados del rendimiento de la extraccion del aceite esencial.

PESO VOLUMEN %
OBTENIDO  RENDIMIENTO
1.150Kg 0.8mL 0.069
1.221Kg 0.9mL 0.073
1.221Kg 0.8mL 0.065
1.674Kg 1.0mL 0.059
1.821Kg 1.0mL 0.055
1.745Kg 0.9mL 0.051
1.566Kg 0.9mL 0.057
PROMEDIO 0.061%0.008

El rendimiento promedio del aceite esencial que se obtuvo de Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R M. King & H. Rob. mediante hidrodestilacion por trampa de Clevenger fue de 0.061%, lo
cual se considera un rendimiento bajo al comparar con otras especies del mismo género
evaluadas en estudios previos. Este valor sugiere que la especie presenta una menor

concentracion de metabolitos volatiles (Gonzales et al., 2021).

Al comparar este resultado con los antecedentes se observa que Fajardo et al. (2020) reportaron
rendimientos de 0.20% en Ageratina neriifolia utilizando el mismo método de extraccion esto
indica que el rendimiento obtenido de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R M. King & H. Rob. es
aproximadamente la mitad del observado en esa especie, evidenciando diferencias quimicas y
fisiologicas entre ambas especies. También en el estudio de Olmos et al. (2018) muestra

rendimientos mucho mas altos por el tipo de extraccion utilizado.
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3.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

3.3.1. DENSIDAD

Se obtuvieron los siguientes datos:

m (peso en gramos del picnometro vacio) = 15.1215g
m; (peso en gramos del picnometro con el aceite esencial a 20°C) = 19.9150g
v (volumen del picnémetro) = SmL

Reemplazando:

19.9150 — 15.1215
d= z

47935
-5

d = 0.9587g/mL

La densidad del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob.

determinada a 20°C fue de 0.9587 g/mL. Este resultado se encuentra dentro del rango habitual

para aceites esenciales de plantas de la familia Asteraceae, cuyos valores suelen oscilar entre

0.85y 1.05 g/mL, seglin lo sefialado para otras especies del género Ageratina (Gonzales et al.,

2021).

En estudios como el de Del Rio et al. (2016), quienes analizaron el aceite esencial de Ageratina

jocotepecana, reportaron valores de densidad cercanos a 1g/mL lo cual sugiere que el aceite

esencial Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. presenta caracteristicas

fisicoquimicas compatibles con las reportadas para aceites esenciales.

3.3.2. INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion se midi6 con el refractometro:
nDi: 1.5084

nDy: 1.5083
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Figura 23

Resultados de indice de refraccion

El indice de refraccion del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H.
Rob. fue de 1.5084 + 0.001 valor que se encuentra dentro del rango reportado para aceites
esenciales del género. Al compararlo con antecedentes recientes, estudios sobre Ageratina
dendroides reportan un indice de refraccion de aproximadamente 1.5001 = 0.0016 el cual se

aproxima al valor obtenido (Eduardo Valarezo, 2023).

3.3.3. ROTACION OPTICA

La rotacion optica se midi6 con el polardgrafo:

a=-0.122

a=-0.120

La rotacion oOptica del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob.
es de — 0.122+0.001, lo que indica que el aceite esencial presenta una desviacion levogira, es
decir, que rota el plano de la luz polarizada hacia la izquierda (Eduardo Valarezo, 2023). Este
comportamiento corresponde a la presencia de moléculas con actividad optica, el cual al ser
comparado con estudios previos se evidencia la consistencia en las propiedades fisicas del
aceite esencial. Al comparar este valor con el antecedente de -0.121.75 de la Ageratina

pichinchensis (Torres-Barajas, 2021), esta similitud sugiere que la composicion quimica del
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aceite esencial evaluado en este estudio se mantiene dentro del rango esperado para esta

especie.

3.3.4. INDICE DE ACIDEZ

56.1 %V * N * meq KOH
m

Indice de acidez (I.A.) =

Doénde:

56.1 = meq. de KOH

V (volumen de KOH gastados en la titulacion) = 2.7mL.
N (Concentracion del KOH) =0.1 N

m (masa del aceite esencial) = 0.3166mg

56.1 x2.7 % 0.1

Indice de acidez (1.A.) = 03166

15.147
0.3166
Indice de acidez (1.A.) = 4.784%

Indice de acidez (I.A.) = = 47.8427meq/g

El valor del indice de acidez del aceite esencial es de 4.784+0.011%, valor que refleja la
presencia de acidos grasos libres generados por procesos de oxidacion o degradacion de
algunos componentes terpénicos. Este tipo de variaciones es comun en aceites esenciales
expuestos a factores ambientales durante el procesamiento o almacenamiento (Olmos et al.,

2018).

3.3.5. INDICE DE SAPONIFICACION
56.1 %NV, — V.
/s = V1 —V3)
m

Doénde:

N (Concentracion del HCI) = 0.1N

56.1 (Miliequivalente de KOH en mg)

V1 Volumen de HCI gastados en blanco = 10.2mL
V> (Volumen de HCI gastados en muestra) = 8.6mL
m (masa de muestra) = 0.3084g

Reemplazando:

_56.1%0.1(10.2 — 8.6)
B 0.3084g
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. 8.976
~0.3084

El indice de saponificacion obtenido para el aceite esencial fue de 29.095%, valor que indica

= 29.095%

la presencia de compuestos susceptibles de reaccionar con dalcalis, principalmente esteres y
otros componentes de masa molar relativamente baja, el valor obtenido sugiere que el aceite
esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob posee una fraccion significativa
de compuestos esterificados, lo cual concuerda con el comportamiento quimico descrito en

estudios de aceites derivados de especies de Asteraceae (Vargas, 2021).

3.3.6. SOLUBILIDAD

Los resultados de solubilidad se muestran a continuacion:

Tabla 6

Resultados de solubilidad del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King &
H. Rob. .

SOLVENTE RESULTADO APARIENCIA
Agua - Dos fases
Etanol 50% - Dos fases
Etanol 70% + Lechoso
Etanol 96% + Lechoso
Etanol absoluto +H+ Emulsién amarillenta
Metanol + Precipitado blanco
Acetona ++ Solucion amarillenta
Cloroformo +H+ Solucién amarillenta
Hexano ++ Solucién amarillenta

Leyenda:

+++ = Muy soluble
++ = Soluble

+ = Poco soluble
- = Insoluble

Los resultados muestran que el aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R. M. King &
H. Rob es insoluble en agua, formando dos fases claramente diferenciadas, este
comportamiento es caracteristico de los aceites esenciales debido a su naturaleza
predominantemente hidrofobica, compuesta por monoterpenos y sesquiterpenos no polares.

Estudios previos sobre aceites esenciales de especies pertenecientes a la familia Asteraceae,
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como los reportados Torres-Barajas et al. (2012), coinciden en que estos aceites presentan nula

miscibilidad en agua, lo que confirma la similitud con los resultados obtenidos.

3.4 DE COMPOSICION QUIMICA
Para la determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de la Ageratina
cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. se determind por andlisis cromatografico y el

cromatograma obtenido fue el siguiente:

Figura 24

Cromatograma del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob.
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En la figura 24 nos muestra el cromatograma del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis
(Hieron) R.M. King & H. Rob. , se observa 16 picos caracteristicos donde el pico mas alto se
encuentra en el tiempo de retencion de 22.23 y el pico més bajo se encuentra en el tiempo de

retencion de 19.98.
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Los componentes quimicos identificados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 7

Componentes quimicos del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H.
Rob. .

Compuesto identificado RT Area %Area
No identificado 6.43 3270643.608 1.8
No identificado 6.58 2161579.279 1.19
No identificado 8.08 2668285.813 1.47
No identificado 8.33 2568696.736 1.42
No identificado 19.98 5173296.64 2.85
No identificado 20.37 5166868.716 2.85
No identificado 21.46 5682103.233 3.13
Acido pterin-6-carboxilico 22.08 5634645.777 3.1
D-Germacreno 22.23 42837879.66 23.61
No identificado 22.69 14791736.13 8.15
B-Cedreno 23.32 21562203.92 11.88
(E, Z)-Farsenol 25.04 19908529.25 10.97
No identificado 26.93 5899645.02 3.25
No identificado 27.25 9207214.118 5.07
No identificado 28.34 16056796.43 8.85
Geranilo 5-hidroxiundecanoato 37.56 18887557.08 10.41

NI: No identificado
RT: Tiempo de retencion

El componente que se presenta en mayor cantidad es el D-Germacreno, componente que se
presenta usualmente en el género Ageratina como indica (Fajardo, 2021) este compuesto fue
identificado con una abundancia de 23.61, también se pudo identificar al 4cido pterin-6-
carboxilico con un porcentaje de 3.1, B-Cedreno con una abundancia de 11.88, (E, Z)-Farnesol

con una abundancia de 10.97 y Geranilo 5-hidroxiundecanoato con una abundancia de 10.41.

En el aceite de Ageratina grandifolia los compuestos identificados forman el 54.6% y el

compuesto con mayor abundancia es la desmetoxiencecalina con 18% (Gutierrez, 2021).
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Los espectros obtenidos por el espectrometro de masas de los componentes mayoritarios son

los siguientes:

Figura 25
Espectro de masas del D-Germacreno —
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En la figura 25 nos muestra el espectro de masas del compuesto D-germacreno que es el
componente mayoritario del aceite esencial Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H.
Rob. , donde el pico 161 es el pico base que es de maxima abundancia relativa, el pico que
representa al ion molecular es el de 204 el cual presenta una abundancia relativa baja esto se
debe a que la molécula se fragmenta facilmente y al detector llegan muy pocas moléculas
enteras, los demas picos se dan de la fragmentacion que se generan formando cationes radicales

o iones moleculares (Dantus, 2024).

Figura 26

Mecanismos de fragmentacion del D-Germacreno
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Figura 27

Espectro de masas del  Cedreno
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En la figura 27 nos muestra el espectro de masas del compuesto f Cedreno, donde el pico 119
es el pico base que es de maxima abundancia relativa, y el pico que representa al ion molecular

es el de 204, los demaés picos se dan de la fragmentacion que se generan al pasar por el campo

electromagnético formando cationes (Dantus, 2024).

Figura 28

Mecanismos de fragmentacion del  Cedreno

e, M HaC CHa
HiC HsC _
1. + 1l — + CHy miz= 189
H .
CH
CHy

HaC

CH,

I

+ H,C=—CH, m'z= 161

CH’

58



CH,

<®+1e -
cH CH’
H
N @ 4+  CHa miz= 147
CH’

3.5. EFECTO ANTIBACTERIANO

3.5.1. Capacidad Bactericida

3.5.1.1. Concentracion Minima Bactericida CMB

La concentracién minima bactericida se realizé con la prueba de dilucion en caldo:

Figura 29

Resultados de la CMB del AE de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R M. King & H. Rob.

m/z= 147

Nota. Fuente propia

Los resultados de la capacidad minima bactericida se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 8

Resultados de la concentracion minima bactericida del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis

(Hieron) R.M. King & H. Rob. .

CcH) C() 1:22 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
CMB1 + - + + + + + +
CMB2 + - + + + + + +
CMB3 + - + + + + + +

+ = Positivo a presencia de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

- = Negativo a presencia de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Segun los resultados de la CMB se observa que el aceite esencial de Ageratina cuzcoensis
(Hieron) R. M. King & H. Rob. no llega a matar completamente a la bacteria de Staphylococcus
aureus por ello no se determind capacidad minima bactericida en las concentraciones
evaluadas, se observa que en las diluciones de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64 hay presencia de
la bacteria de Staphylococcus aureus al observar el color opaco que muestra al comparar con
la escala de McFarland mientras que en el control negativo se observa que el caldo se encuentra

mas luminiscente lo cual indica que no se ha contaminado por la bacteria.

5.5.1.2. Capacidad Bacteriostatica

La capacidad bacteriostatica se realizo por el método de dilucion en caldo:

Figura 30

Resultados de la CMB del AE de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob.
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Los resultados de la capacidad bacteriostatica se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 9

Resultados de la capacidad bacteriostdtica del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.

King & H. Rob.
CH) C@) 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
CMB1 + - + ++ ++ +++
CMB2 + - + ++ ++ +++
CMB3 + - + ++ ++ -+

+ = Positivo a presencia de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

- = Negativo a presencia de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Segun los resultados de la capacidad bacteriostatica se observa que el aceite esencial de

Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. si detiene el crecimiento de la bacteria

de Staphylococcus aureus por ello presenta capacidad bacteriostatica en la dilucion de 1/4, pero

también se observa que en las diluciones de 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64 la bacteria de propaga

gradualmente en cuanto la concentracion del aceite esencial disminuye, esto se pudo determinar

al contabilizar las colonias formadas por la bacteria de Staphylococcus aureus. En Torres-
Barajas, 2012 donde estudiaron aceites esenciales del género Ageratina observaron que estos

presentan mayor eficacia contra Staphylococcus aureus, frente a bacterias gramnegativas,

debido a la menor complejidad de la pared celular de las grampositivas, lo cual facilita la accion

de los compuestos lipofilicos del aceite.

3.5.2. Capacidad Minima Inhibitoria

Los resultados de la capacidad minima inhibitoria se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 10

Resultados de Capacidad Minima Inhibitoria.

Diluciones I (mm) II (mm) I (mm) Promedio
100% 11.38 11.36 11.48 11.452 +0.06
75% 12.33 12.31 12.73 12.387 £ 0.17
50% 13.96 13.83 13.64 13.710 £ 0.15
25% 16.78 16.42 16.02 16.488 + 0.30
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12.5% 14.73 14.38 14.85 14.785+0.22

6.25% 13.74 13.58 13.81 13.690 £ 0.16
C ) 20.53 20.01 20.38 20.257 = 0.09
C ) 16.76 16.92 16.89 16.857 £0.11
C() 0 0 0 0.00

C1 (+): Vancomicina
C2 (+): Oxacilina
C (-): Etanol

Los resultados de la CMI muestran que el aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R.M. King & H. Rob. al 25% presenta un halo de inhibiciébn mayor a 16mm, cuyo valor se
acerca al control positivo de Oxacilina en las dos pruebas realizadas, se observo que el aceite
esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. tiene mejor capacidad
bacteriostatica al 25% esto se debe por la volatilidad que el aceite esencial de Ageratina
cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. presenta, ya que al estar el aceite esencial al 100%
es mucho mas volatil y al trabajar en un ambiente inerte con calor este se volatiliza
rapidamente. Los valores obtenidos coinciden con el documento en investigaciones de aceites
esenciales ricos en sesquiterpenos, como los de Ambrosia artemisiifolia (Asteraceae),
evaluados por Ramirez et al. (2016), quienes reportaron halos entre 10 y 18mm frente a
Staphylococcus aureus en concentraciones similares a 1:2 y 1:4. Segln estos autores, la
variacion del halo depende de la proporcion de compuestos bioldgicamente activos como el D

germacreno, y el espatulenol.
Tabla 11

Resultados de capacidad minima inhibitoria, nivel de significancia.

Origen de las Suma de  Grados de Valor critico
F Probabilidad
variaciones cuadrados  libertad para F
Entre grupos 0.052529167 2 0.0033371 0.01916086 3.204317292
Dentro de los
354.1740375 45
grupos
Total 354.2265667 47
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Considerando el valor de la probabilidad el cual es de 0.019, al comparar con el valor de
significancia que se considera del 5% o del 0.05, este presenta un valor menor al valor de la
significancia lo que nos indica que los datos obtenidos en las pruebas de capacidad minima
inhibitoria presentan similitud y comparando la varianza entre los grupos y son considerados
valores exactos. En Cabrera, 2019 también se obtuvo un valor de significancia estadistica

menor a 0.05 en el aceite esencial de Luma chequen frente a Staphylococcus aureus.
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1.

CONCLUSIONES
El porcentaje del aceite esencial obtenido se llevo a cabo por el método de arrastre de
vapor por hidrodestilacion con trampa de Clevenger, que fue de 0.061% =+ 0.008 bajo
las condiciones del método empleado donde se utilizé 15 kg de muestra.
Las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R.M. King & H. Rob, determinados fueron el indice de refraccion donde el valor fue de
1.5084 + 0.001, el valor de la densidad fue de 0.9587 + 0.004 g/mL, la solubilidad del
aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. fue mayor en
disolventes apolares, el valor del indice de acidez fue de 4.784% + 0.011 y el valor del
indice de saponificacion fue de 29.095% =+ 0.021, estos valores evidencian un
comportamiento caracteristico de este tipo de sustancias destacando su naturaleza
hidrofobica y valores compatibles con aceites esenciales reportadas en literatura.
La composicion quimica del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M.
King & H. Rob. por cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas
permitié una identificacion parcial de los componentes del aceite esencial donde los
componentes identificados fueron el D-Germacreno con un porcentaje de 23.61 %,
acido pterin-6-carboxilico con un porcentaje de 3.1 %, f-Cedreno con un porcentaje de
11.88 %, (E, Z)-Farnesol con un porcentaje de 10.97 % vy Geranilo 5-
hidroxiundecanoatocon un porcentaje de 10.41 %, los resultados sugieren un perfil con
predominio de componentes sesquiterpenicos; sin embargo la presencia de compuestos
no identificados limita la caracterizacion completa del aceite esencial.
Se evalud el efecto antibacteriano del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis mediante
pruebas de Capacidad Minima Bactericida, Capacidad Bacteriostatica y Capacidad
Minima Inhibitoria frente a Staphylococcus aureus. Los resultados evidenciaron que el

aceite esencial no presentd capacidad bactericida, ya que no logrd eliminar
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completamente a la bacteria; sin embargo, mostrd capacidad bacteriostatica,
principalmente en la dilucion de 1:4, disminuyendo su efecto conforme la dilucion del
aceite esencial disminuyo, lo que indica una potencia antimicrobiana moderada. La
mayor capacidad minima inhibitoria se observé al 25% con un halo de inhibicion de

16.48mm el cual fue cercano al control positivo de la oxacilina.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir con mas estudios utilizando nuevos aceites esenciales, ya que el Pera
cuenta con una amplia variedad de especies vegetales que pueden tener usos medicinales.
Realizar investigaciones de extractos probando la capacidad antibacteriana, frente a
bacterias que causan diferentes enfermedades.

Evaluar la actividad antimicrobiana frente a diferentes tipos de bacterias grampositivas y
gramnegativas.

Realizar las diluciones con un compuesto menos volatil que el etanol en las pruebas
bioldgicas para determinar la capacidad bacteriostatica donde se necesita el aceite esencial
a diferentes concentraciones.

Realizar estudios preliminares para poder utilizar el aceite esencial como agente
antimicrobiano en diferentes industrias.

Aislar el componente mayoritario del aceite esencial (D-germacreno) para potenciar el
poder antibacteriano y ser utilizado como principio activo de medicamentos utilizados

contra infecciones.
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Anexo 1 Determinacion taxonOmica.

ANEXOS
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ANEXo 2 Recoleccion de muestra

Se realizo la recoleccion de la muestra vegetal.

Anexo 3 Tratamiento de muestra

Se realizo la trituracion y separacion de la muestra.
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Anexo 4 Obtencion del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob.

A: Armando el equipo de destilacién con trampa de Clevenger.

B: Destilacion de la Ageratina cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob. .
C: Centrifugando el aceite esencial.

D: Separacion del aceite esencial del agua.

E: Agregando sulfato de sodio anhidro.
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Anexo 5 Caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial

A B C

A: Preparando los reactivos a utilizar.

B: Determinacion del indice de refraccion del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis
(Hieron) R.M. King & H. Rob.

C: Determinacion se la solubilidad del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R.M. King & H. Rob.

D: Determinacion del indice de saponificacion del aceite esencial de la Ageratina
cuzcoensis (Hieron) R.M. King & H. Rob.

E: Determinacion de la rotacion Optica del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis
(Hieron) R.M. King & H. Rob.

F: Determinacion del indice de acidez del aceite esencial de la Ageratina cuzcoensis

(Hieron) R.M. King & H. Rob.
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Anexo 6 Andlisis cromatografico

Anexo 7 Espectros de masa de compuestos identificados
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Anexo 8 Activacion de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 2521 3.

A B C

A: Cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213.
B: Inoculacion de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213 en el agar.
C: Incubacion de la cepa en el agar.

Anexo 9 Andlisis de actividad antibacteriana.

A B
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A: Preparacion de diluciones para la capacidad bactericida.

B: Incubacién de las soluciones inoculadas con la bacteria de Staphylococcus aureus.
C: Preparacion de placas con agar.

D: Diferencia de agar en presencia y ausencia de la bacteria Staphylococcus aureus.

E: Medicion de los halos de inhibicion del aceite esencial de Ageratina cuzcoensis (Hieron)
R.M. King & H. Rob.
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