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RESUMEN

Las infecciones ocasionadas por Staphylococcus aureus constituyen un problema
significativo de salud publica, debido al incremento progresivo de su resistencia a los
agentes antimicrobianos. El presente estudio se realiz6 con la finalidad de determinar el
efecto antibacteriano del aceite esencial de Clinopodium bolivianum frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Se trabajo con hojas de la planta de Clinopodium bolivianum
colectadas en el Distrito de Cusco, en la zona aledafia al centro arqueoldgico del templo de
la Luna (Amaru Marka Wasi, Chukimarca). La extraccién del aceite esencial se realizd
mediante hidrodestilacion con trampa de Clevenger, alcanzando un rendimiento de 0,73%.
El aceite esencial fue caracterizado mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) y se identificaron 21 componentes que representan el
96,47% del total de aceites volatiles donde los compuestos mayoritarios fueron: Pulegona
con un porcentaje de (21,65%) seguido del L-Mentona con (21,44%), Timol (15,32%),
Isopulegona (10,96%), Mentona (10,24%), Linalol (4,27%) y 2-Metilenobornano con
(2,17%). La actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 se evalu6
mediante la técnica de Kirby-bauer, utilizando siete diferentes concentraciones del aceite
esencial (1%, 5%, 15%, 25%, 50%, 75% y 100%). Los resultados se compararon con el
antibiético de referencia Fosfomicina de 200 pg y con un control negativo de Tween 80 al
1%. El aceite esencial al 75 % genero halos de 8,89 mm y la concentracién al 100% genero
halos de 12,74 mm. Se concluye que el aceite esencial de Clinopodium bolivianum en
concentraciones de 75% y 100% presenta actividad antibacteriana frente a Staphylococcus

aureus ATCC 25923, en comparacion con las demas concentraciones evaluadas.

Palabras clave: Clinopodium bolivianum, Staphylococcus aureus, Aceite esencial,
Inhibicion, Actividad antibacteriana.



INTRODUCCION
Clinopodium bolivianum comtiinmente denominado “Inca mufia” es una Lamiaceae de la
subfamilia Nepetoideae, conocida por sus amplias propiedades medicinales. Esta especie es
propia de las regiones altoandinas de Peru y Bolivia que crece a altitudes que van desde los
2,700 hasta los 3,800 m.s.n.m y, en algunos casos pueden encontrarse a 4000 m.s.n.m.
(Salcedo y Alonso, 2021). Es un arbusto aroméatico importante que crece en areas cerca de
los arroyos que bajan de las montafas, asi como lugares elevados de las quebradas (Mamani,
2013). Esta planta es utilizada en la medicina tradicional en infusiones para tratar afecciones
respiratorias, indigestion y diarreas (Chirinos et al., 2013).
Desde el punto de vista fitoquimico, las hojas de Clinopodium bolivianum presentan
compuestos fendlicos que se asemejan a derivados de acidos hidroxicinamicos como el
acido cafeico y el p-cumarico, ademas de flavanonas como la eriodictiol y, flavonas del tipo
apigenina que tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Yapuchura, 2010). Estos
metabolitos secundarios contribuyen a sustentar cientificamente su uso tradicional.
Entre los productos derivados de esta especie destacan los aceites esenciales, los cuales se
caracterizan por su alta volatilidad y compleja composicién quimica. Su actividad
antibacteriana se atribuye a diversas caracteristicas, entre ellas: la presencia de compuestos
fendlicos y terpenoides (como timol, carvacrol y p-cimeno) y su naturaleza lipofilica que le
permite interactuar con las membranas celulares bacterianas. Estas caracteristicas explican
sus efectos tanto bacteriostaticos como bactericidas, los cuales varian segun la
concentracion y la composicion especifica del aceite esencial (Pardo et al., 2017).
Esos efectos pueden ser ensayados contra Staphylococcus aureus que representa uno de los
principales patégenos de importancia clinica, que muestran una alta resistencia a los
antibidticos, debido a su gran impacto global en términos de carga de morbilidad,

transmisibilidad y desafios en el tratamiento (OMS, 2024). Por ende, esta bacteria puede



causar una gran variedad de infecciones que afectan a la piel, los tejidos blandos y
articulaciones 6seas, asi como aquellas que se desarrollan en pacientes que tienen protesis
o catéteres (Castafieda et al., 2018). El uso indiscriminado de antibi6ticos ha favorecido la
aparicion de cepas resistentes a penicilinas, macrélidos y cefalosporinas, lo que ha
impulsado la investigacion de nuevas alternativas terapéuticas de origen natural entre ellos
los extractos de vegetales.

Con todos estos aspectos en consideracion, este trabajo de investigacion evalud el efecto
antibacteriano del aceite esencial Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze en

Staphylococcus aureus ATCC 25923.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun el informe 2022 del Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos y de su Uso (GLASS), aproximadamente el 35% de los aislamientos de
Staphylococcus aureus reportados en 76 paises corresponden a cepas resistentes a la
meticilina (GlobeNewswire, 2025). Dicha resistencia no se distribuye de manera uniforme
en el mundo. Segun una revision sistematica de alcance global, las Américas concentran la
mayor carga, con aproximadamente con 22%; Europa se sitla en un nivel intermedio, con
cerca del 17% de los casos, mientras que el Pacifico occidental registra la proporcion méas
baja, en torno al 11% (Hasanpour et al., 2023).

En diferentes paises de América hay una carencia notable de informes y analisis acerca de la
frecuencia y aparicion de infecciones originadas por Staphylococcus aureus. En Peru la
Universidad Peruana Cayetano Heredia llevo a cabo una investigacion que examind la
mortalidad asociada con la bacteriemia en hospitales de Lima, proporcionando informacion
crucial sobre la frecuencia y el impacto de esta condicion en el entorno hospitalario cuyo
estudio identificé 150 casos, de los cuales el 54.7% mostro resistencia a la meticilina (MRSA)
y el 45.3% resultd sensible a ella (MSSA), lo que resalta el alto riesgo asociado con las

infecciones por MRSA (Cachay et al., 2018).

En el Hospital Docente Belén de Lambayeque se realiz6 una evaluacion de 70 trabajadores
del area asistencial, con el objetivo de analizar diversos aspectos de su desempefio y salud
laboral, durante el estudio se aislaron bacterias intrahospitalarias, siendo Staphylococcus
aureus la mas prevalente, con un 92.86% de los casos, ademas esta bacteria demostré una
alta resistencia a varios antibidticos, incluyendo un 84,6% a penicilina, un 38,5% a
eritromicina, un 15,4% a clindamicina y un 7,7% a rifampicina (Aguilar et al., 2015).

En 2019 el hospital Antonio Lorena de Cusco fue parte de un estudio donde se revel6 que el



47,6% de los pacientes hospitalizados recibia tratamiento con antibidticos, siendo
Staphylococcus aureus identificado como el patégeno méas frecuente en los cultivos
sanguineos del estudio (43,6%), presentando una preocupante tasa de resistencia a la
meticilina (MRSA) del 48,8%; ademas las infecciones de piel y partes blandas que estaban
relacionadas a Staphylococcus aureus representaron el 19% de los diagndsticos tratados, lo
que resalta la urgencia de mejorar el acceso a diagnosticos precisos y fortalecer los programas
de optimizacion para combatir la resistencia bacteriana en la region (Rondon et al., 2023).

Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach es conocida por su potencial para inducir
una extensa variedad de infecciones en el ser humano, como infecciones cutaneas leves hasta
afecciones graves como neumonia, endocarditis y sepsis. También incluye cepas que pueden

ser resistentes a multiples antibidticos.

Este problema es significativo debido a la creciente preocupacion global por el incremento
de la resistencia de las bacterias a los antibiéticos convencionales, 1o que ha generado un
interés en el desarrollo de alternativas naturales y efectivas. Ademas, la comunidad cientifica
y la poblacién en general estan cada vez mas interesados en el potencial de las plantas
medicinales para combatir enfermedades infecciosas. En virtud de lo expuesto, se formula

las siguientes interrogantes:

Problema general
¢Cudl sera la actividad antibacteriana del aceite esencial Clinopodium bolivianum (Benth.)

Kuntze, sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923?



Problemas especificos

1.

¢Cudl es el porcentaje de rendimiento del aceite esencial de Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze obtenido mediante hidrodestilacion con trampa de
Clevenger?

¢Cudl es la composicion quimica del aceite esencial de Clinopodium bolivianum
(Benth.) Kuntze determinada mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas?

¢Cual es la actividad antibacteriana a diferentes concentraciones del aceite
esencial de Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze sobre la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923 evaluado mediante pruebas de sensibilidad

bacteriana?

Vi



JUSTIFICACION

En vista del incremento de la resistencia antimicrobiana a los antibioticos convencionales, es
necesario explorar y desarrollar nuevas alternativas terapéuticas, preferentemente de origen
natural. Se ha demostrado que los aceites esenciales extraidos de plantas aromaticas poseen
propiedades antimicrobianas muy prometedoras, lo que lo convierte en un recurso potencial
para el desarrollo de tratamientos alternativos contra infecciones bacterianas. Las
comunidades rurales de la region andina han utilizado histéricamente Clinopodium
bolivianum con fines medicinales para tratar diversas enfermedades (Rocabado Imafia et al.,
2025). Investigaciones cientificas que validen el conocimiento tradicional y su identificacion
de los componentes quimicos responsables de su actividad terapéutica podria contribuir a la
conservacion y promocion de la medicina tradicional en el Pert (Reyes et al., 2025).
Staphylococcus aureus es una bacteria que representa un serio problema en la medicina
actual, su peligrosidad radica en que puede causar desde infecciones relativamente menores
en la piel hasta cuadros graves como neumonia, endocarditis o sepsis que pueden costar la
vida. A esto se suma la capacidad para adaptarse a distintos tejidos, escapar de las defensas
del organismo vy resistir a multiples antibidticos, caracteristicas que lo convierten en uno de
los microorganismos més dificiles de combatir en la practica clinica (Touaitia et al., 2025).
Por consiguiente, la siguiente investigacion busca contribuir conocimiento cientifico sobre el
efecto del aceite esencial de Clinopodium bolivianum procedente del distrito de Cusco
especificamente de las zonas aledafias al centro arqueoldgico del templo de la luna (Amaru
Marka Wasi), que servira para saber su efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus
y asi poder desarrollar tratamientos efectivos para estas infecciones bacterianas,
especialmente en entornos con recursos limitados como las comunidades rurales del Cusco.
Esto permitira valorar la eficiencia del recurso vegetal y revalorizar el aprovechamiento

sostenible de la flora medicinal del Cusco.

Vil



OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Clinopodium bolivianum en
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Objetivos especificos
1. Determinar el porcentaje de rendimiento del aceite esencial de Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze mediante hidrodestilacion con trampa de clevenger.
2. Determinar la composicion quimica del aceite esencial de Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze por cromatografia de gases y espectrometria de
masas.
3. Determinar la actividad antibacteriana a diferentes concentraciones del aceite
esencial Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze sobre la cepa Staphylococcus

aureus ATCC 25923 mediante pruebas de sensibilidad bacteriana.

VI



HIPOTESIS
El aceite esencial de Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze presenta efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, el cual varia en funcion de

la concentracion aplicada.



VARIABLES
VARIABLE INDEPENDIENTE
- Concentraciones del aceite esencial de Clinopodium bolivianum.
VARIABLE DEPENDIENTE
- Porcentaje de rendimiento.
- Composicion quimica.

- Actividad antibacteriana.



Tabla 1 Operacionalizacion de variable

Xl

TIPO DE

VARIABLE VARIABLE

DEFINICION

Concentracion del aceite
esencial de Clinopodium Independiente

bolivianum

Actividad antibacteriana
del aceite esencial en Dependiente

Staphylococcus aureus

Porcentaje de rendimiento Dependiente

Composicion quimica Dependiente

Magnitud que expresa cantidad del aceite esencial de
Clinopodium bolivianum presente en una solucion,
expresada como proporcién o porcentaje respecto al

volumen total.

Capacidad para inhibir desarrollo, crecimiento y

reproduccion de la bacteria.

Relacion porcentual entre la cantidad de aceite

esencial

Conjunto de compuestos quimicos volatiles presentes
en el aceite esencial, identificados mediante técnicas
analiticas como cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC -MS).

DIMENSIONES INDICADORES
50uL/mL (5%)
250uL/mL (25%) Concentracion
500 pL/mL (50%) uL/mL
750puL/mL (75%)
1000pL/mL (100%)

Halos de inhibicion en (mm) Escala de Duraffourd:

<8 Resistente (R)
8_14 Sensible (S)
15-20 Muy sensible (MS)

>20 Altamente sensible (AS)

Volumen de aceite obtenido(mlL)
%R = x 100

Porcentaje (%
peso de la muestra (g) orce taje ( o)

Nudmero total de compuestos .
P n (Cantidad)

identificados.

Abundancia

Porcentaje de abundancia (%)




CAPITULO I. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
1.1 ANTECEDENTES
1.1.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES
Apaza Ticona et al., (2024), realizaron un estudio en Madrid, Espafa sobre la actividad
antiinflamatoria, antibacteriana e inhibicién bacteriana de los diterpenos aislados de
Clinopodium bolivianum que fueron colectados en el departamento de La Paz (Bolivia),
mediante procesos de extraccion y fraccionamiento aislaron cuatro compuestos diterpenoides:
15-Hydroxy-12-oxo0-abietic acid, 12a-hydroxyabietic acid, Jolkinolide E 'y 15-
Hydroxydehydroabietic acid, mostraron actividad antiinflamatoria por inhibiciéon de la
activacion del NF-kB, asi como propiedades antibacteriana especialmente con bacterias Gram
positivas y accion antibiofilm frente a bacterias Gram negativas. Tanto el diterpeno Jolkinolide
E y 15-Hydroxydehydroabietic acid demostraron los efectos antiinflamatorios mas
significativos en lineas celulares HBEC3-KT y MRC-5, con valores de Clso inferiores a 24 uM,
ademas ambos compuestos fueron particularmente efectivos contra Staphylococcus
pneumoniae y Staphylococcus aureus; llegando a la conclusion que este estudio respalda el uso
tradicional de Clinopodium bolivianum en tratamiento de infecciones respiratorias y resalta el
potencial de los compuestos aislados como candidatos prometedores en el desarrollo de nuevos

farmacos ante la creciente resistencia bacteriana.

Salcedo & Alonso (2021), realizaron una recopilacion exhaustiva en Argentina sobre la
composicion fitoquimica , estudios preclinicos y clinicos de la especie Clinopodium bolivianum
antes denominada Satureja boliviana (Benth.), cuyo objetivo fue identificar y agrupar sus
actividades mas destacadas en categorias especificas para lo cual abarcan fuentes disponibles

en internet, revistas y libros encontrando un total de 45 referencias bibliograficas que sirvieron



para elaborar una revision organizada en sinonimias, descripcion botanica , composicion

quimica , toxicologia, estatus legal y formas de uso de Saruteja boliviana (Benth).

Noriega et al., (2018), realizaron una investigacion en la provincia de Pichincha, Ecuador del
aceite esencial de Clinopodium nubigenum (Kunth) frente a patogenos respiratorios, el aceite
esencial lo obtuvieron por destilacion al vapor de las hojas y flores, que posteriormente
mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas obtuvieron como componentes
principales: acetato de carvacrol (42,1%), carvacrol (20,6%), pulegona (6,3%) y timol (5,5%).
La capacidad antioxidante lo realizaron en ensayos DPPH (Clso: 1,8 pl/ml), ABTS (Clso: 0,3
pl/ml) y B-caroteno (Clso: 0,031 pl/ml), comparando con Thymus vulgaris y el antioxidante
sintético BHA; llegando a la conclusion que Clinopodium nubigenum tiene una significativa
actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus (2,5 % v/v), Streptococcus pyogenes,
Streptococcus. pneumoniae 'y Streptococcus. mutans (0,6 % v/v), lo que sugiere su potencial

como alternativa natural frente a bacterias resistentes a antibioticos.

Morocho et al., (2018), realizaron un estudio en Saraguro provincia de Loja (Ecuador), sobre
la fitoquimica de metabolitos volatiles y fijos de Clinopodium taxifolium (Kunth), el aceite
esencial lo obtuvieron por hidrodestilacion en dos periodos diferentes y posteriormente se
analizaron por GC-MS y GC acoplado a detector de ionizacion de Llama (GC-FID),
encontrando 54 compuestos y los de mayor porcentaje fueron carvacrol metil éter (18,9-23,2%),
carvacrol (13,8-16,3%) y acetato de carvacril (11,4-4,8%); las actividades antibacterianas se
determinaron como concentracion minima de inhibiciébn contra Staphylococcus aureus ,
Enterococcus faecalis , Escherichia coli , Klebsiella pneumoniae , Proteus vulgaris ,

Pseudomonas aeruginosa y Micrococcus luteus; llegando a la conclusion de que el metabolito



aislado de acido ursélico mostrd la mejor concentracion inhibitoria media IC50, indicando un

posible efecto sinérgico de los diferentes compuestos presentes en esta fraccion.

Torrenegra et al., (2016), realizaron un estudio en Colombia, sobre el aceite esencial de
Minthostachys mollis, colectado en la region de Norte de Santander, lo primero que se evalu6
fue el contenido quimico que lo determinaron utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas dando como resultado a dos Monoterpenos de alta actividad
antibacteriana tales como el timol y el carvacrol, y respecto a la actividad antibacteriana se
hicieron uso del método de microdilucion en caldo con ayuda de un lector de microplacas para
medir el desarrollo bacteriano, arrojando resultados que si son sensibles al aceite esencial en

Gram positivas como el género Staphylococcus.

Fonseca (2016), realizé un estudio en Ecuador con el aceite esencial de sunfo (Clinopodium
nubigenum), que fueron colectados en el paramo de la parroquia de Pintag en Ecuador, que
posteriormente realiz6 multiples pruebas para la actividad antibacteriana en cuatro patdgenos
de afecciones respiratorias, la actividad antibacteriana lo realizaron en pruebas in vitro de
antibiogramas a diferentes concentraciones, generando como resultados que si hay halo de
inhibicién para Staphylococcus aureus a concentraciones de 2,5% y 5% pero desde una

perspectiva estadistica, su efectividad es inferior en comparacion con el control positivo.



1.1.2 ANTECEDENTES NACIONALES
Reyes et al., (2025), realizaron un estudio en Acobamba, provincia de Huancavelica sobre la
actividad antibacteriana del aceite esencial y del extracto acuoso de Clinopodium bolivianum
frente a Staphylococcus aureus 25923; tanto el aceite como el extracto se realizaron en hojas
frescas, el porcentaje de rendimiento obtenido fue superior en extracto acuoso en comparacion
con el aceite esencial, la identificacion de compuestos bioactivos se realizaron mediante
cromatografia de gases-espectrometria de gases dando como resultado los compuestos como
Ciclohexanona, 5-metil-2-(-metil etill)-(2R-cis)(Isomentona) al 28,74%, Linalol al 17,50% y
pulegona al 12,05%. La actividad antibacteriana se evalué mediante halos de inhibicion (IZD),
concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima bactericida (MBC). Llegando
a la conclusion que el aceite esencial de hojas secas mostr6 mayor efectividad contra
Staphylococcus aureus (1ZD 23.30+ 1.15 mm, MIC 2.74 g/L, MBC 5.49 g/L), superando al de

hojas frescas y los extractos acuosos.

Obispo et al., (2025), realizaron un estudio en la provincia de Yunguyo de Puno sobre los
componentes volatiles del aceite esencial de Clinopodium bolivianum y su capacidad
antioxidante en tratamientos capilares, la recoleccion de material vegetal fue en el distrito de
Ollaraya, Puno a una altitud de 3827 m.s.n.m. El aceite esencial se obtuvo mediante destilacion
de arrastre por vapor con trampa de Clevenger durante tres horas. Para la identificacion quimica
se emple6 Cromatografia de gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS). Los
resultados del analisis fitoquimico revelaron que los componentes mayoritarios del aceite
esencial fueron la pulegona con 66,85%, 1,8-cineol (6,47%), isocitral (4,57%) y carvacrol
(4,30%). En cuanto a la actividad biologica, el aceite esencial mostro una capacidad

significativa de captacion de radicales libres.

Laura et al., (2024), realizaron un estudio en Juliaca, departamento de Puno cuyo objetivo era

evaluar el efecto antimicrobiano de dos fuentes de aceites esenciales frente a Staphylococcus
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aureus y Coliformes fecales, utilizaron el aceite esencial de muia y de eucalipto para evaluar
su porcentaje de rendimiento y su caracterizacion fisicoquimica respectiva, las diluciones de
ambos aceites que utilizaron fueron a 25%, 50% y 75% obteniéndose resultados de la actividad
antibacteriana del aceite esencial de muna frente a Coliformes fecales a 75% un halo promedio
de 13,27mm y para Staphylococcus aureus un halo de 13,15mm, para el aceite esencial de
eucalipto también al 75% obtuvieron mejores halos con un promedio de 14,58 mm para
Coliformes fecales y para Staphylococcus aureus un halo de 14,37 mm, evidencidndose que en

ambos aceites esenciales poseen una actividad antibacteriana moderada.

Carbajal & Condori (2023), realizaron una investigacion en Lima, sobre estudios en los
ultimos 20 afios sobre Clinopodium bolivianum, recopilados en una revision sistematica basada
en fuentes como Google Académico, Proquest, Pubmed y Scielo donde se analizaron 29
investigaciones, en su mayoria de Perti y Bolivia, que destacaron y ratificaron de manera
cientifica sus propiedades medicinales, incluyendo efectos antibacterianos, antiespasmodicos,

antioxidantes, antiinflamatorios, gastroprotectores, antifungicos y antivirales.

Osorio (2022), en su trabajo de investigacion realizado en Nuevo Chimbote, en el departamento
de Ancash cuyo objetivo fue determinar la eficacia antibacteriana del aceite esencial de
Minthostachys mollis (Mufia) contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli , el aceite
esencial se logro obtener mediante el método de arrastre a vapor de agua y para ver el efecto
bacteriano se utiliz6 el método Kirby-bauer, dando como resultados que a las concentraciones
de 75% y 100% generaron una sensibilidad intermedia con halos de 14,40 mm y 15,11 mm
respectivamente, con estos datos podemos afirmar que el aceite esencial de mufa tiene un

potencial para ser considerado en futuras aplicaciones terapéuticas.

Baron & Velasquez (2021), realizaron un estudio en Santa Cruz departamento de Cajamarca

donde obtuvieron aceite esencial de mufia mediante destilacion por arrastre de vapor para



enfrentarlo a cepas de Staphylococcus aureus en diferentes concentraciones mediante la técnica
difusion en pozos excavados y llegando a la conclusion que las concentraciones de 75% y 100%
llegaron a generar halos de inhibicion de 11,57 mm y 14,20 mm respectivamente que indica
que si son eficaces contra la bacteria Staphylococcus aureus, en contraposicion de la

concentracion al 50% que no presentaron actividad antibacteriana.

Hospino & Mallma (2019), realizaron una investigacion en la provincia de Acobamba,
departamento de Huancavelica para investigar la composicion quimica que presentaba el aceite
esencial de Clinopodium bolivianum “Inca mufa”, tanto en estado fresco como en seco
obteniendo 60 componentes en fresco y 107 en estado seco, lo que nos indica segun estos
estudios que en el proceso de secado hay una mayor detectabilidad de ciertos componentes que
no se encuentran o estan en niveles muy bajos en su estado fresco, en cuanto a la actividad
antibacteriana se obtuvieron resultados positivos en bacterias de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli que en ambos casos resultaron ser sensibles obteniéndose halos mayores de 21

mm.

Tapia et al.,, (2019), en su trabajo de investigacion realizado en provincia de Pallasca,
departamento de Ancash cuyo objetivo fue evaluar la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Clinopodium pulchellum in vitro contra dos microorganismos de importancia
clinica, las muestras vegetales fueron colectados en la regiéon de Ancash que posteriormente
extrajeron el aceite esencial mediante un sistema de destilacion a vapor de agua para
posteriormente realizar tanto su analisis fitoquimico como su porcentaje de rendimiento, la
actividad antimicrobiana se realizé en cuatro concentraciones diferentes, y concluyen que para
Staphylococcus aureus presenta actividad antimicrobiana significativa alcanzando halos de
inhibicion mayores de 30 mm al 25% y halos de 35mm para las concentraciones de 75% y
100%, pero para Pseudomona aeruginosa los halos de inhibicion no presentaron ninguna

actividad antibacteriana.



Cotera & Yauri (2018), realizaron un estudio en el distrito de San Juan de Pillo en Huancayo,
para analizar como la presion y la temperatura durante la extraccion con fluidos supercriticos
afecta el rendimiento, la capacidad antioxidante y el contenido de compuestos volatiles del
aceite esencial de inka mufia para esto se utilizaron un tamafio predominante de 0,595 mm
(52%) con particulas mas pequefias en menor proporcion; la extraccion se realizd durante 30
minutos dando mejores resultados a una presion de 200 bar y una temperatura de 50 °C y los
principales componentes identificados de este estudio fueron Beta-thujene, p- cimeno, d-
limoneno, ademas se observo que la capacidad antioxidante estaba directamente relacionada

con el contenido de compuestos volatiles.

Mollo (2017), realizaron una investigacion en el distrito de Pocsi, Arequipa sobre los extractos
de Clinopodium bolivianum obtenidos por dos métodos frente a cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Para la evaluacion de la actividad antibacteriana emplearon el método de difusion
en disco (Kirby-Bauer), mientras que la concentracion minima inhibitorio y bactericida se
determinaron mediante el método de dilucién en caldo, llegando a la conclusioén que el aceite
obtenido por hidrodestilacion gener6 un halo de inhibicion de 10 mm, una CIM DE 6,25% y
una CBM de 25%, mientras que el extracto por infusién no mostré halo de inhibicion y presento
una CIM de 12,5% y la misma CBM, lo que demuestra que el método de extraccion influye en

la efectividad antibacteriana del extracto.



1.1.3 ANTECEDENTES LOCALES
Huanqui (2019), realiz6 un trabajo de investigacion en la ciudad de Cusco, con aceite esencial
de “Cjuiiuca” Clinopodium bolivianum para determinar la actividad antibacteriana contra la
cepa ATCC 6919 Cutibacterium acnes, para este estudio realizaron la colecta en la comunidad
de Chiara, distrito de Combapata provincia de Canchis del Cusco y posteriormente se sometio
a Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-SM) para ver su
composicion quimica resultando con mayor porcentaje pulegona con 38,69% e isopulegona con
11,94% que son compuestos de alta capacidad bactericida, la actividad antibacteriana dio un
resultado con un halo méximo de 15,76 mm a 150 pg/mL de concentracion, concluyendo que
el aceite esencial de “Cjufiuca” tiene una actividad antibacteriana moderada frente a la cepa

Cutibacterium acnes.



1.2 Descripcion de Clinopodium bolivianum

1.2.1 Ubicacion taxonémica

Reino: Plantae
Filum:Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Geénero: Clinopodium

Especie: Clinopodium bolivianum

Nombres comunes: Inca mufia, fiut'u mufia, cjufiuca, Cjufiu mufia (Yapuchura, 2010).

1.2.2 Habitat y distribucion

La especie se encuentra en las regiones altoandinas surefias de Peru, Bolivia y Argentina. Es
tolerante a la altura y se encuentra desde los 1500 a 4200 msnm, en laderas himedas, hasta
semi secas y semi sombreadas; en otras palabras, no esté presente en zonas muy himedas ni

tampoco muy secas (Cachuta y Ramon, 2010).

1.2.3 Descripcion botanica
Es un arbusto erguido que alcanza hasta 1 metro de altura, presenta ramas cuadrangulares
con carinas en cada angulo, las hojas son pequefias, simples, opuestas, decusadas, elipticas
a ovadas con margen entero de peciolo corto, presenta inflorescencias axilares, cimosas; con
flores blancas pequerfias con céliz tubular, 4 estambres, ovario stpero y de fruto en drupa
oblonga (Rodriguez, 1988). Clinopodium bolivianum (Benth.) Kuntze, antes denominada

Satureja boliviana (Wood, 2011), es una especie que se encuentra ampliamente distribuida



en la region andina del Peru, donde abunda especialmente en la sierra, siendo conocida en el

departamento de Cusco con los nombres de “mufia mufia” y “cjufiuca” (Zirena, 1945).

Figura 1 Estructura vegetal de Clinopodium bolivianum

Descripcion de la estructura vegetativa: Tallo cuadrangulares, hojas cortamente pecioladas con
margen entero, inflorescencia de flores axilares solitarias, corola blanca pubescente en el exterior y
con estambres didinamos. (Royal Botanic Gardens kew, 2025)
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1.2.4 Floracion y reproduccion

Clinopodium bolivianum ha sido recolectado en estado de floracion entre enero y marzo en
el departamento de Huancavelica, Perd, periodo que coincide con la temporada de lluvias en
los andes peruanos (Reyes et al., 2025). Otros reportes de Clinopodium bolivianum indican
que florece principalmente durante la estacion seca de invierno, entre mayo y noviembre;
Mientras que registros de herbarios muestran especimenes con flores desde abril hasta
agosto, lo que sugiere que la época de floracién puede variar segin la altitud y las

condiciones ambientales locales (Royal Botanic Gardens kew, 2025).

1.2.5 Usos y medicina tradicional

Es habitual su empleo en infusiones a fin de mitigar espasmos intestinales y aliviar
problemas estomacales, la preparacion con sus hojas y partes florales se usa para prevenir el
mal de altura y en dosis muy elevadas como abortivo, algunos pobladores realizan un licor
a partir de esta planta macerando en alcohol con la creencia medicinal de fortalecedor

estomacal y tonico estimulante (Yapuchura, 2010).

1.2.6 Composicion quimica de Clinopodium bolivianum

Los principales componentes del aceite esencial de Clinopodium bolivianum son:
isomentona, que representa el 24,08 %, la mentona con 16,13 %, el timol con 15,82 %,
seguido del p-cimeno (10,17 %), y- terpineno (6,65 %), pulegona (6,55 %) y eucaliptol (2,87

%) (Solis, 2021).

1.3 ACEITE ESENCIAL

Son compuestos del metabolismo vegetal, formado principalmente por terpenos, que pueden

encontrarse solos 0 acompafiados de otros compuestos, la mayoria son volatiles y en conjunto



son responsables del aroma caracteristico de la planta (Bandoni, 2000).

Son sustancias complejas y volatiles que dan a ciertas plantas su caracteristico aroma
agradable, se obtienen principalmente mediante destilacion por arrastre de vapor o la
liberacion del pericarpio de ciertos frutos, a veces denominados esencias, este término es
mas general e incluye no so6lo los aceites esenciales sino también otras sustancias obtenidas

de diversas formas de extraccion (Kuklinski, 2000).

Son solubles en sustancias como alcohol, éter y aceites fijos, pero no en agua a temperatura
ambiente, estos aceites suelen ser liquidos e incoloros y tienen un aroma distintivo.

Generalmente, su densidad es menor al agua (Sanchez y Garcia, 2022).

1.3.1 Distribucion natural

Los aceites esenciales pueden encontrarse en practicamente todas las partes de las plantas
aromaticas, se almacenan en las flores (como lavanda y rosa), en las hojas (como eucalipto,
menta y laurel), en raices (como vetiver), rizomas (como jengibre y calamo), semillas (como
las de carvi y cilantro), frutos (como anis y las cascaras de citricos), asi como en la madera

y corteza de algunas especies (canela, sandalo y palo de rosa) (Dhifi et al., 2016).

Los aceites esenciales en las plantas se sintetizan y acumulan en distintas estructuras, ya sea
en el exterior, en tricomas y papilas glandulares presentes en familias como Asteraceae,
Geraniaceae 0 Lamiaceae, o en el interior, en células especializadas como las secretoras, asi
como en canales intercelulares o bolsas secretoras tipicas de familias como Anacardiaceae,

Rutaceae y Myrtaceae (Butnariu y Sarac, 2018).
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1.3.2 Funcion de los aceites esenciales en la planta

Los aceites esenciales son mezclas de compuestos volatiles que cumplen diversas
funciones importantes en las plantas como a enfrentar el estrés ambiental, protegerse
de herbivoros y microbios, comunicarse con otras plantas, influir en el crecimiento
de especies cercanas y atraer polinizadores como animales que dispersan sus

semillas (Sharifi-Rad et al., 2017).

1.3.3 Componentes fitoquimicos (Metabolitos secundarios)

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos complejos producidos por
las plantas que se producen y almacenan, generalmente en vacuolas, para interactuar
con otros seres vivos o defenderse de amenazas como herbivoros, microorganismos
o condiciones adversas del entorno, ademas estos compuestos pueden acumularse
en diferentes tejidos y comportamientos celulares especialmente en vacuolas donde
se almacenan de forma segura antes de cumplir una funcién biolégica (Khan et al.,

2025). Dentro de este grupo de compuestos se incluye en:

1.3.4 Terpenos

Los terpenos son compuestos hidrocarbonados formados por unidades de isopreno
(CsHs), en las plantas se sintetizan de precursores isopentenil difosfato (IPP) y
dimetilalil difosfato (DMAPP), producidos por las vias del &cido mevalonico en el
citosol y del metileritritol fosfato en los plastidios; cuya diversidad estructural de
estos compuestos se genera mediante las terpene sintasas, enzimas que catalizan
reacciones de ciclacion y originan estructuras lineales, monoc{iclicas y biciclicas

(Bergman et al., 2024).
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1.3.5 Monoterpenos
Los monoterpenos son los compuestos mas simples dentro de los terpenos,
exceptuando los hemiterpenos, que son poco comunes, estan formados por dos
unidades de isopreno(Cs), lo que lo confiere una estructura de diez atomos de
carbono (Bergman et al., 2024). Los monoterpenos constituyen el grupo
predominante de muchos aceites esenciales, los comouestos mas representativos se
encuentran el a-pineno, B-pineno, limoneno, linalool, geraniol, mentol, mentona,
carvona, timol y 1,8-cineol, metabolitos responsables de numerosas propiedades

bioldgicas y del aroma caracteristico de diversas especies vegetales (Lange, 2015).

Figura 2 Estructuras moleculares de algunos monoterpenos

Fuente: (Chizzola, 2013)
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1.3.6 Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos estan constituidos por tres unidades de isopreno, equivalentes a
quince atomos de carbono, todos derivan biosintéticamente del farnesil difosfato (FPP),
precursor que experimenta diferentes reacciones de ciclacion y dar una gran variedad
de esqueletos carbonado (Riyadi et al., 2023). En funcion de su estructura los
sesquiterpenos pueden presentarse en formas aciclicas (lineales) o ciclicas incluyendo
estructuras monociclicas y triciclicas, o que contribuye a su diversidad quimica y

bioldgica (Riyadi et al., 2023).

Figura 3 Estructuras moleculares de algunos sesquiterpenos hidrocarburos

Fuente: (Chizzola, 2013)
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1.3.7 Fenilpropanos

Los fenilpropanoides son compuestos organicos que las plantas producen a partir
del aminoéacido L-fenilalanina mediante la via del shikimato, y aunque son menos
abundantes que los terpenos, presentan una gran diversidad estructural gracias a la
modificacion de un nacleo comun formado por un anillo de fenilo unido a una

cadena de tres carbonos (C3) (de Sousa et al., 2023).

Figura 4 Estructuras quimicas de fenilpropanoides que se encuentran en los aceites

esenciales
0]
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Fuente: (de Sousa et al., 2023)
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1.4 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES
Los aceites esenciales pueden obtenerse de las plantas utilizando diferentes técnicas, como el
arrastre de vapor, la destilacion con vapor de agua, la extraccion con solventes volatiles o el uso

de fluidos supercriticos, entre otras opciones.

1.4.1 Destilacion por arrastre con vapor seco
La destilacion por vapor seco es un proceso utilizado para extraer aceites esenciales mediante
vapor generado en una caldera externa. El material vegetal se coloca sobre una rejilla perforada
por donde pasa el vapor, el cual arrastra los compuestos volatiles sin superar los 100 °C,
evitando su degradacion. Gracias al vapor controlado y su eficiencia, este método es uno de los

mas utilizados a nivel industrial para la obtencion de aceites esenciales (Cardenas, 2014).

1.4.2 Extraccion con disolventes
La extraccion con disolventes se utiliza en materiales vegetales delicados que no soportan el
calor de la destilacion por vapor. Consiste en mezclar el material con un disolvente como
hexano, etanol, metanol, éter de petrdleo o acetona, y calentarlo suavemente para disolver los
compuestos aromaticos. Luego, la mezcla se filtra y el disolvente se evapora, obteniéndose un
concentrado llamado resinoide o concreto. Este concentrado se trata con alcohol puro para
separar el aceite esencial, el cual se obtiene tras destilar a baja temperatura y evaporar el alcohol,
dando lugar al aceite absoluto. Aunque eficaz y adecuado para compuestos sensibles, este

proceso es lento y eleva el costo del producto final (Tongnuanchan y Benjakul, 2014).

1.4.3 Extraccion con fluidos supercriticos
El estado supercritico que se alcanza al someter un fluido a altas presiones y bajas temperaturas.
En estas condiciones, el fluido combina propiedades de liquido y gas: tiene la densidad de un

liquido y la viscosidad de un gas, lo que le otorga gran capacidad de difusion y un excelente
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poder disolvente. Por ello, la extraccion de aceites esenciales en este estado resulta altamente
selectiva y no agresiva, siendo el didéxido de carbono (CO-) el fluido mas utilizado (Dominguez

y Parzanese, 2013).

1.4.4 Destilacion por arrastre de vapor
En la técnica de destilacion por arrastre con vapor de agua, se utiliza una muestra vegetal,
generalmente fresca y troceada en pequefias partes que se coloca dentro de una cdmara inerte;
alli, se expone a una corriente de vapor de agua sobrecalentado que arrastra las esencias
volatiles y que posteriormente, estas esencias se condensan, se recolectan y se separa del agua;
es muy aplicado en la industria gracias a su eficiencia, la alta pureza del aceite obtenido y su

baja dependencia de tecnologia compleja (Martinez, 2003).

La destilacién por arrastre de vapor es un método econdémico y comun para extraer aceites
esenciales, aunque tiene la desventaja de usar altas temperaturas que pueden dafar compuestos

sensibles al calor y dejar residuos de solventes en el producto (de Souza et al., 2020).

1.4.5 Hidrodestilacion
La hidrodestilacion es uno de los métodos mds comunes para extraer aceites esenciales, su
proceso es similar al de la destilacion por arrastre con vapor, pero con una diferencia clave: el
material vegetal estd en contacto directo con agua hirviendo esto facilita una extraccion mas

eficiente de los aceites contenidos en los tejidos de las plantas (Cerpa, 2007).

No obstante, si el material vegetal permanece mucho tiempo en contacto con agua caliente,

algunos compuestos pueden degradarse o sufrir hidrolisis (Machado et al., 2022).
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1.5 CONSERVACION DE ACEITES ESENCIALES
Tras la extraccion, los aceites esenciales deben conservarse en condiciones controladas, ya que
su composicion en compuestos volatiles como monoterpenos y sesquiterpenos los hace
sensibles a la luz, el oxigeno, el calor y los cambios de temperatura, factores que directamente
afectan su estabilidad y vida 1til (Ganosi et al., 2023). Los aceites esenciales deben conservarse
en frascos de vidrio &mbar u oscuro, en un ambiente que los mantenga protegidos de la
exposicion directa a la luz solar (Flores, 2010), con el aumento de temperatura los aceites
esenciales tienden a volverse menos estables ya que el oxigeno disuelto en ellos es mas soluble
a bajas temperaturas, lo que influye en su conservacion, por ello se recomienda mantenerlo en

un ambiente fresco o refrigerado entre 4 y 10 °C (Mohtashami et al., 2018).

1.6 AGENTE EMULSIFICANTE TWEEN 80
Los tensioactivos mds empleados en la preparacion de sistemas coloidales con aceites
esenciales son los polisorbatos Tween 80 y Tween 20, debido a que permiten obtener
formulaciones estables sin requerir la adicion de un co-tensioactivo; esto representa una ventaja
tanto en la parte de formulacién como en el aspecto toxicologico, ya que simplifica el sistema
y evita el uso de compuestos con posibles efectos adversos (Pavoni et al., 2020). El monooleato
de polioxietileno sorbitol, conocido cominmente como polisorbato 80, es un tensioactivo
comunmente utilizado en la elaboracion de productos biofarmacéuticos, como emulsionante no
i6nico, generalmente se emplea en concentraciones que van del 0.01 % al 0.1% (v/v) (Braun et
al., 2015), es uno de los emulsionantes sintéticos mas utilizados y cuenta con equilibrio
hidrofilico-lipofilico de 15, lo que le permite mezclarse facilmente en la interfase entre el aceite
y el agua, generando una buena estabilidad y capacidad de emulsion (Marhamati et al., 2021).

Sin embargo, los emulsionantes sintéticos pueden representar cierto riesgo para la salud, por lo
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que actualmente muchos investigadores orientan sus estudios hacia el uso de emulsionantes

naturales que sean seguros y no toxicos (Liidtke et al., 2022).

1.7 CROMATOGRAFIA DE GASES — ESPECTROMETRIA DE MASAS
Es una técnica analitica la cual es utilizada para separar y analizar compuestos volatiles y
semivolatiles de una mezcla (Gutiérrez y Droguet, 2002). Una vez separados, identificados e
incluso cuantificados todos sus componentes, el Unico dato con el que se cuenta para la
identificacion de cada uno es el tiempo de retencion de los correspondientes picos
cromatograficos que con ayuda de la espectrometria de masas puede identificar de forma
precisa cualquier sustancia pura, pero no es capaz de identificar los componentes individuales
de una mezcla sin separar previamente sus componentes, por lo que la asociacion de la
cromatografia de gases y espectrometria de masa da lugar a una técnica combinada la cual

permite la separacion e identificacion de complejas mezclas (Gutiérrez y Droguet, 2002).

1.7.1 Espectrometria de masas
Es una técnica micro analitica la cual se utiliza para la identificacion de compuestos
desconocidos, cuantificacion de compuestos conocidos y para aclarar la estructura y
propiedades quimicas de las moléculas, se requiere minimas cantidades de muestra de la cual
obtiene informacion como el peso, se basa en la obtencion de iones a partir de moléculas
organicas en fase gaseosa, obtenidos estos iones se separan de acuerdo con su masa y su carga

y finalmente son detectados por un adecuado dispositivo (Gutiérrez y Droguet, 2002).
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1.7.2 Acoplamiento cromatografia de gases - espectrometria de masas
La cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS) es considerada una técnica
analitica hibrida ya que mezcla por una lado la capacidad de separacion de un cromatégrafo de
gases con las capacidades de deteccion de un espectrometro de masa lo cual proporciona una
mayor eficiencia en el analisis de muestras, el GC se encarga de separar los componentes
volatiles de la muestra y el MS actia fragmentado estos componentes e identificindolos en

funcién a su masa (SOLINSA, 2017).

En el proceso la muestra se introduce por un inyector y la temperatura debe ser adecuada para
que sus componentes se vaporicen. El gas portador generalmente helio, nitrogeno, hidrégeno o
argon, todos inertes, estables y libres de oxigeno y agua transporta la mezcla a través de la
columna. Los compuestos se separan seguin su afinidad con la fase estacionaria o su tendencia
a permanecer en la fase movil. Sin esta interaccion, todos se moverian a la misma velocidad y
no habria separacion. Luego, cada componente aislado pasa a un detector, normalmente un

espectrometro de masas (Solis et al., 2018).

En el espectrometro de masas las moléculas ionizadas se fragmentan sin descomponerse en
atomos, y sus iones se registran segun la relacion masa/carga (m/z). El analizador cuantifica
estos iones, generando un espectro de masas. Comparando estos espectros con una base de
datos, es posible identificar la naturaleza de cada sustancia y, ademas, obtener informacion

cuantitativa mediante el area o la altura de los picos cromatogréficos (Solis et al., 2018).

1.8 Staphylococcus aureus ATCC 25923 subsp. aureus Rosenbach
1.8.1 Descripcion
Es un coco Gram positivo que se dispone en racimos, con un didmetro aproximado de 0,5 — 1,5
um, anaerobio facultativo, catalasa y coagulasa positivo, e inmdvil; algunas cepas presentan

capsula asociada a mayor virulencia (Murray P. et al., 2023).
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1.8.2 Ubicacion taxonomica

Reino: Monera
Filum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: Staphylococcus aureus
ATCC:25923
Segun la clasificacion del (NCBI, 2022)

Figura 5 Micrografia electronica de Staphylococcus aureus

Fuente: (Centers for Disease Control and Prevention, s,f)
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1.8.3 Caracteristicas de cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
La cepa Seattle 1945 de Staphylococcus aureus corresponde a un aislado clinico cuya secuencia
genodmica completa ya ha sido determinada. Su principal utilidad en el laboratorio es servir
como referencia estandar para garantizar la calidad de diversas pruebas y procedimientos, como
el analisis CAMP, la valoracion del agar Mueller-Hinton, el estudio de productos lacteos y
concentrado de humo de lefia, la verificacion de medios de cultivo, los ensayos de difusion en
disco bajo los estandares CLSI, y la validacion de sistemas Abbott y Autobac (American Type

Collection, 2013).

1.8.4 Estructura de la bacteria Staphylococcus
En Staphylococcus aureus se han identificado once tipos de capsulas diferentes (serotipos), los
serotipos 5 y 8 son los principales responsables de infecciones en humanos esta capsula
desempeifia un papel protector al evitar que los leucocitos polimorfonucleares (PMN) fagociten
las bacterias. Ademads, la mayoria de los estafilococos producen una biopelicula compuesta por
azucares simples, proteinas y pequefios péptidos, que facilitan su adhesion a tejidos y materiales
como catéteres, valvulas y protesis. Esta biopelicula es especialmente crucial para la
supervivencia de especies de estafilococos menos virulentos, como los coagulasa negativos, en

entornos hospitalarios (Murray P. et al., 2023).

1.8.5 Habitat
El Staphylococcus aureus convive habitualmente con el ser humano como parte de su
microbiota normal, instaldindose principalmente en la piel y las mucosas. Aunque puede hallarse
en distintas zonas del cuerpo como la garganta, las axilas, la ingle o el intestino, su habitat
preferido es la parte anterior de la cavidad nasal. Esta convivencia no siempre es permanente,
ya que en algunos casos la colonizacidn es pasajera y en otros se mantiene a lo largo del tiempo.

En cualquiera de los dos escenarios, representa un punto de partida relevante, ya que las
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personas colonizadas tienen mayor riesgo de desarrollar infecciones oportunistas o de transmitir

el microorganismo a otros (Murray P. et al., 2023).

1.8.6 Supervivencia ambiental
Una de las razones por las que el Staphylococcus aureus resulta tan dificil de controlar es su
extraordinaria capacidad para sobrevivir fuera de un organismo vivo. Esta bacteria puede
persistir hasta 318 dias en superficies secas y varia segiin el material, en superficies no porosas
como vidrio o plastico dura hasta 60 dias, mientras que en superficies porosas como papel o
algoddén su permanencia es mayor alcanzando hasta 168 dias (Porter et al., 2024). A ello se
suma su tolerancia a condiciones adversas: resiste la sequedad mejor que la mayoria de las
bacterias, soporta altas concentraciones de sal, e incluso puede aguantar temperaturas de hasta
60 °C por periodos cortos, todo lo cual le otorga una ventaja considerable sobre otros patdgenos
y explica su amplia presencia tanto en entornos hospitalarios como en la vida cotidiana (Murray

et al., 2020).

1.8.7 Infeccion estafilococica
1.8.7.1 Intoxicacion alimentaria por estafilococos
La intoxicacion alimentaria por estafilococos es una de las enfermedades mas comunes
transmitidas por los alimentos en todo el mundo. Ocurre cuando una persona consume comida
contaminada con ciertas cepas de estafilococos capaces de producir toxinas, conocidas como

enterotoxinas estafilococicas (Pal et al., 2020).

El Staphylococcus aureus tiene la capacidad de resistir en ambientes secos e incluso crear
biopeliculas, lo que le permite mantenerse por largo tiempo en lugares donde se manipulan o
procesan alimentos. Aun asi, la mayoria de los brotes se producen cuando los alimentos se
contaminan después de haber sido procesados o cuando no se mantienen bajo una adecuada

temperatura (Hennekinne et al., 2012).
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1.8.7.2  Sindrome de piel escaldada estafilocdcica
El sindrome de piel escaldada estafilococica es una enfermedad causada por toxinas
epidermoliticas que produce Staphylococcus aureus. Estas toxinas dafian las uniones entre las
células de la epidermis, lo que provoca que la piel se desprenda de manera superficial. Como
consecuencia, aparecen lesiones cutaneas con enrojecimiento, celulitis eritematosa y ampollas
que pueden extenderse a grandes areas del cuerpo. Se trata de una infeccién mediada por toxinas
que afecta principalmente a nifios, aunque también puede presentarse en algunos adultos

(Faundes et al., 2019).

El sindrome de piel escaldada estafilocdcica en adultos es poco comun, por lo general aparece
en personas con algun factor de predisposicion, aunque no siempre existe una enfermedad de
base. En los nifios, la mortalidad ronda en 4%, mientras que en los adultos la tasa puede superar

el 60% (Patel y Finlay, 2012).

Staphylococcus aureus es un microorganismo Gram positivo que cominmente se encuentra en
piel humana como un microorganismo comun, pero cuando atraviesa la barrera cutanea, puede
provocar diversos tipos de infecciones, tanto superficiales como sistémicas, ya sea en entornos
médicos como comunitarios, ademas de su papel como un organismo que actiia fuera de las
células, se ha reconocido a esta bacteria también como un patdgeno que actua dentro de las
células, lo que puede contribuir a su persistencia, su resistencia a los antibidticos y su capacidad

para evadir el sistema inmunologico (Tapia et al., 2019).

1.8.7.3  Sindrome de shock toxico estafilocécico
El sindrome de shock toxico (SST) es una infeccion poco comun pero muy peligrosa, ya que
esta mediada por toxinas que pueden desencadenar un shock repentino y severo, provocar fallo

multiorgdnico y, en muchos casos, la muerte. Casi siempre estd asociado a cepas de

25



Staphylococcus aureus o Streptococcus pyogenes (estreptococo del grupo A) capaces de

producir estas toxinas (Atchade et al., 2024).

1.8.7.4  Bacteriemia por Staphylococcus aureus
La bacteriemia causada por Staphylococcus aureus (BAS) es una de las infecciones mas graves
y representa una de las principales causas de mortalidad bacteriana a nivel mundial. La
enfermedad puede presentarse con distintos niveles de severidad, lo que dificulta su evaluacion:
mientras algunos pacientes responden bien el tratamiento y se recuperan pronto, otros pueden
desarrollar complicaciones serias como diseminacién hematdgena o endocarditis (Minter et al.,

2023).

Las complicaciones de la bacteriemia por Staphylococcus aureus son frecuentes, con una
incidencia que varia entre el 11% y el 53%. Dependiendo del lugar afectado y de lo dificil que
resulta llegar a un diagndstico rapido, algunas de estas complicaciones pueden requerir ingreso
a la unidad de cuidados intensivos y, en ciertos casos, tener un desenlace desfavorable

(Bashabsheh et al., 2023).

1.8.7.5  Endocarditis estafilococica
La endocarditis infecciosa por Staphylococcus aureus (EAI) es una enfermedad severa que
conlleva alta morbilidad y mortalidad, y se ha observado que su frecuencia va en aumento.
Como sus manifestaciones clinicas no son especificas, siempre debe considerarse la posibilidad
de EAI en cualquier paciente con bacteriemia por S. aureus, incluso cuando no exista una fuente

evidente de infeccién (Murray P. et al., 2023).
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1.8.7.6  Osteomielitis estafilococica
La osteomielitis (OM) es una infeccion que provoca inflamacion en el hueso y la médula dsea,
pudiendo ocasionar un dafio 6seo progresivo. En la mayoria de los casos, sobre todo en la forma
cronica, el principal causante es Staphylococcus aureus, considerado el patogeno mas comun y
agresivo, gracias a su capacidad de resistir tanto a la respuesta del sistema inmunitario como a

los tratamientos con antibidticos (Song et al., 2025).

1.8.7.7 Neumonia estafilococica
La neumonia causada por Staphylococcus aureus necesita ser detectada de manera temprana,
ya que puede derivar en complicaciones serias como neumonia necrosante, bacteriemia o
incluso sepsis, con o sin shock. Esta infeccion también puede aparecer después de un cuadro

viral (Farmer et al., 2026).

1.8.8 Terapéutica
El tratamiento de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus depende del perfil de
susceptibilidad antimicrobiana, la localizacion de la infeccion y la gravedad del cuadro clinico.
En las cepas sensibles a meticilina (MSSA), los antibidticos B-lactdmicos resistentes a
penicilinasas, como oxacilina, nafcilina o cefazolina, constituyen la terapia de eleccion debido

a su elevada actividad bactericida frente a este microorganismo (Murray et al., 2020).

En el caso de las cepas resistentes a meticilina (MRSA), el tratamiento requiere el uso de
antimicrobianos alternativos como vancomicina, daptomicina o linezolid, especialmente en
infecciones invasivas como bacteriemia, endocarditis, neumonia u osteomielitis. La duracion
del tratamiento varia segun la complejidad del cuadro clinico, pudiendo extenderse desde
infecciones cutaneas no complicadas hasta infecciones profundas que requieren terapias

prolongadas (Tong et al., 2015).
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1.8.9 Resistencia antibidtica
La resistencia a los antimicrobianos se manifiesta cuando bacterias, virus, hongos y parasitos
evolucionan con el tiempo y dejan de ser afectados por los medicamentos y esto complica el
tratamiento de las infecciones, incrementa el riesgo de propagacion de enfermedades y conduce
a la aparicioén de formas mas graves de enfermedades y a un aumento de la mortalidad, debido
a esta resistencia, los antibioticos y otros medicamentos antimicrobianos pierden su eficacia lo
que hace que las infecciones sean cada vez mas dificiles o incluso imposibles de tratar (OMS,

2021).

Las bacterias que inicialmente presentan sensibilidad a los antibidticos pueden desarrollar
biopeliculas mas robustas o adoptar un estado de persistencia tras la exposicion a dichos
compuestos. Asimismo, los procesos de transformacion, transduccion, conjugacion y
vesiculacion de membrana externa constituyen mecanismos fundamentales de variacion
genética en las poblaciones bacterianas, favoreciendo no solo su adaptacion y supervivencia
frente a la presion antibiotica, sino también la transferencia horizontal de genes de resistencia

hacia otras bacterias (Lee et al., 2022).

En los ultimos veinte afios, la forma en que se presentan las infecciones por Staphylococcus
aureus ha cambiado notablemente: por un lado, se ha incrementado el nimero de casos ligados
a la atencion médica, sobre todo en infecciones como la endocarditis y aquellas relacionadas
con protesis; y, por otro, se ha extendido en la comunidad una ola de infecciones en la piel y
tejidos blandos, causada por cepas que combinan factores de virulencia con resistencia a los

antibioticos B-lactdmicos (Tong et al., 2015).

1.9 PRUEBA DE SENSIBILIDAD BACTERIANA (ANTIBIOGRAMA)
Se utilizan para evaluar la susceptibilidad de un microorganismo a los medicamentos

antimicrobianos, estas pruebas implican exponer una muestra estandarizada del
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microorganismo a diversos farmacos para observar su efectividad; se pueden realizar en
bacterias, hongos o virus y a menudo los resultados de sensibilidad a un medicamento
especifico pueden ayudar a prever la respuesta del microorganismo a otros fArmacos similares,

lo que permite reducir el nimero de medicamentos que necesitan ser probados directamente

(Vasquez et al., 2025).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
2.1 UBICACION DEL AREA DE PROCEDENCIA DE LA MUESTRA BOTANICA
La colecta de las muestras de Clinopodium bolivianum “Inca mufia”, se realizd en zonas
aledafias del centro arqueolédgico del templo de la Luna (Amaru Marka Wasi), ubicado en el

distrito y provincia de Cusco, Pert, a una altitud de 3,630 m.s.n.m., en las coordenadas

(13°30'16.2"S 71°57'48.3"W).

Figura 6 Punto de muestreo de Clinopodium bolivianum

Fuente: Google Eerth Pro, 2025.
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2.2 Procedencia de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue obtenida del cepario del Laboratorio de
Biotecnologia 2° piso de la Escuela Profesional de Biologia, en la Facultad de Ciencias

Biologicas - UNSAAC. Av. La cultura 733 distrito y Provincia del Cusco.

2.3 AREA DE PROCESAMIENTO
La extraccion del aceite esencial de Clinopodium bolivianum se llevo a cabo en el pabellon B,
laboratorio de Fitoquimica B-308 de la Facultad de Quimica, mientras que las actividades
experimentales con las bacterias se desarrollaron en el pabellon de Control de Calidad de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas (Laboratorio de Microbiologia de Aguas y Alimentos N° 204),
ambas Facultades pertenecen a la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco y estan

situadas en la ciudad universitaria de Perayoc Av. La cultura 733 distrito y Provincia del Cusco.

2.4 MATERIALES:

2.4.1 Materiales Biolégico
- Cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach - ATCC 25923.
- Especie vegetal Clinopodium bolivianum “Inca munia” (hojas), 750 g.

- Aceite esencial de Clinopodium bolivianum en 7 concentraciones (10 mL)

2.4.2 Material de campo
- Camara fotografica
- Cinta adhesiva
- Boligrafos
- Papel Kraft

- Marcador indeleble
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Libreta de notas
Guantes
Tijeras de poda

Prensa botanica

2.4.3 Equipos de laboratorio

Autoclave (Phoenix modelo AV-75 PLUS 121X 15)
Balanza analitica (H.W.Kessel S.A modelo EK-200)
Incubadora (H.W.Kessel S.A MODELO EK-610)

Equipo de hidrodestilacion con trampa de clevenger.

Equipo de cromatografia de gases (Modelo Agilent Technologies 6890N Network GC

Sistema) acoplado a un espectrometro de masas (Modelo Agilent Technologies 5973B

Inter XL EI/CI MSD)

Estufa marca Memmert.

Horno con aire circulante.

Centrifugadora (HERMLE)

Bafio maria 0-100 °C (Hubner)

Refrigeradora

Microscopio Optico campo claro

Micropipetas y puntas de 5-50uL (WORNER-LAB)
Micropipetas y puntas de 10-100ul (WORNER-LAB)
Micropipetas automaticas de 1,2 uL (WORNER-LAB)

Vernier digital marca TOTAL

2.4.4 Medios de cultivo

Agar Mueller Hinton (Liofilchem)

32



Manitol salado (HiMedia)

Caldo BHI (Liofilchem)

2.4.5 Antibiotico de control

Fosfomicina de 200 ug

2.4.6 Material de vidrio de laboratorio
Matraz Erlenmeyer de 250 mL y 500 mL.
Placas petri 100 x 15mm

Probeta de 100 ml

Vasos de precipitados de 100, 250 y 400ml
Pipetas volumétricas de 1 y 5 mL

Bagueta

2.4.7 Reactivos

Hipoclorito de sodio (NaClO)
Agua destilada

Solucion Tween 80

Sulfato de sodio anhidro (Q.P. Sigma)

2.4.8 Otros materiales
Papel Aluminio.

Hisopos estériles.
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- Bolsas de plasticas

- Pinzas.

- Papel filtro.

- Pabilo.

- Algodon.

- Cocina eléctrica

- Discos de papel filtro Whatman N° 3
- Mechero bunsen.

- Agujas y asas de siembra.

- Dispositivo movil.

- Tijeras.

2.5 METODOLOGIA
2.5.1 Tipo de Investigacion
La presente investigacion es de tipo experimental, con un enfoque mixto, dado que integra datos
cuantitativos y cualitativos. El enfoque cuantitativo porque se empled diferentes
concentraciones del aceite esencial de Clinopodium bolivianum y cualitativo en la
identificacion de compuestos quimicos mediante Cromatografia de Gases — Espectrometria de

masas.

2.5.2 Linea de investigacion
La investigacion se enmarca en el area de conocimiento de Ciencias de Vida y la linea de
investigacion en microbiologia segin lo establecido en la resolucion N.° D- 2205-2022-FC-

UNSAAC.
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2.6 METODOLOGIA DE INVESTIGACION
2.6.1 Colecta de muestras de Clinopodium bolivianum
Las muestras fueron recolectadas manualmente por la mafiana, durante la temporada de lluvias
del mes abril del 2025, en etapa de floracion de la especie, teniendo en cuenta que sean
homogéneas, limpias y en buen estado, con una colecta total de 10 kg correspondiente a la parte
acrea de la planta. Una vez recolectado se envolvio en papel kraft y se llevo al laboratorio para

su posterior procesamiento y extraccion del aceite esencial (Baron y Velasquez, 2021).

2.6.2 Determinacion taxonomica
Para realizar la determinacién taxonomica de las muestras, se seleccionaron los mejores
ejemplares en papel Kraft y se prensaron para su secado. Al finalizar el secado, las muestras

secas fueron enviadas al especialista del Herbario Vargas CUZ para su identificacion.

2.6.3 Seleccion y seccionamiento de hojas
Se seleccionaron 750 gramos de Clinopodium bolivianum eligiendo las hojas en buen estado,
enteros y sin signos de deterioro (Baron y Veldsquez, 2021). Las hojas se seccionaron en partes
mas pequefias de manera manual, tratando que tengan un tamafio de un 0,5 cm. Estas partes
fraccionadas se trasvasaron a un baldn de destilacion de 2000 ml de capacidad, al que se
afiadieron 250g de material vegetal y 980 ml de agua destilada, asegurando la adecuada

inmersion de la muestra durante el proceso (Baron y Velasquez, 2021).

2.6.4 Obtencion del aceite esencial de Clinopodium bolivianum
Para la extraccion del aceite esencial se utilizd el método de hidrodestilacion con trampa de
clevenger modificado (Pefa y Gutiérrz, 2017). El equipo incluye un balén donde se coloca la
materia prima triturada junto con una cantidad especifica de agua pura; al calentarse de manera
constante, el agua y el aceite esencial se evaporan simultdneamente y un condensador conectado

al balon, mediante una conexion en forma de “D”, permite recolectar y separar el aceite esencial
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de la mezcla condensada, el agua floral condensada retorna al balon a través del desbordamiento
de la conexion (Cerpa, 2007). Las muestras de Clinopodium bolivianum fueron sometidas a
hidrodestilacién durante 3 a horas. El aceite esencial obtenido fue recogido en un frasco que
posteriormente se procedid a deshidratar el aceite con sulfato de sodio anhidro (1 g por cada 10
mL de muestra) y finalmente el aceite fue almacenado en un frasco de color ambar a 4°C en
condiciones de refrigeracion y oscuridad, hasta su posterior andlisis y caracterizacion (Huanca,

2021).

Figura 7 Hidrodestilacion con trampa de clevenger

Fuente: (Cerpa, 2007)

36



2.6.5 Determinacion del porcentaje de rendimiento del aceite esencial de
Clinopodium bolivianum
El porcentaje de rendimiento se obtuvo del peso total de la muestra fresca de 250 g y el peso del
aceite obtenido de 2 mL (Huanca, 2021).

Mediante la siguiente formula:

o Peso del aceite esencial obtenido
% Rendimiento = Peso de la muestra (9) x 100

% Rendimiento = 250,19

% Rendimiento = 0,73%

2.6.6 Determinacion de los componentes quimicos del aceite esencial
La determinacion de los componentes quimicos del aceite esencial de Clinopodium bolivianum
se realizé en el laboratorio de cromatografia y espectrometria- Pabellon de Control de Calidad
N° 110 de la Universidad Nacional De San Antonio Abab Del Cusco. El aceite fue determinado
en un cromatografo de gases (Agilent 6890N) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent
Technologies 5973B). Se inyectd 1 pl la muestra con las siguientes condiciones: temperatura
del horno, comenzando 60°C, gradiente 5 °C/min, finalizando con una temperatura de 240 °C
(5 min); el gas de helio tuvo un flujo de 1uL y una relaciéon de Split 1:20. Luego de la corrida
se tuvo los resultados del cromatograma, el contenido porcentual de cada uno de los
componentes, se calculé comenzando del area bajo el pico y se compara con el total del pico
areas de todos los componentes; por otro lado la identificacion de los componentes de cada

cromatograma se realizé mediante la obtencion del espectro de masa (Zuniga, 2022).
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En el espectrometro de masas, se establecieron los siguientes parametros: la temperatura de la
fuente fue de 230°C, del cuadrupolo fue de 150°C; la energia de ionizacion se fijé en 70 eV, y

se selecciono un rango de masas de 40 a 400 m/z (Zuniga, 2022).

2.6.7 Evaluacion antibacteriana (método de difusion en discos)
Consiste en colocar discos de papel filtro impregnados con concentraciones conocidas de
diferentes antibioticos sobre la superficie de una placa de Agar Muller-Hinton, previamente
inoculada con el microorganismo de Staphylococcus aureus, luego estas placas se incuban
durante 18 a 24 horas a una temperatura de 35-37°C, durante este tiempo, el antibiotico se
dispersa radialmente desde el disco hacia el agar, disminuyendo su concentracion a medida que
se aleja del disco, lo que genera un gradiente de concentracion y tras un periodo de incubacion,
los discos pueden estar rodeados por una zona donde el crecimiento bacteriano ha sido inhibido
o no (Huanca, 2021). El didmetro de halo de inhibicion se interpretd con las categorias de
sensibilidad nula < 8mm, sensible 8-14mm, muy sensible 15-20mm y altamente sensible

>20mm (Duraffourd et al., 1986).

2.6.8 Activacion de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
La cepa fue obtenida del cepario de la Facultad de Ciencias Biologicas (Laboratorio de
biotecnologia) perteneciente Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco y
reactivada mediante siembra en agar nutritivo, incubandose a una temperatura de 35-37 °C
durante 18-24 horas. Posteriormente, se realizd6 su subcultivo en agar manitol salado,
manteniéndose en las mismas condiciones de incubacion, con la finalidad de favorecer su

propagacion y confirmar su crecimiento caracteristico (Collection, American Type, 2013)
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2.6.9 Tincion de Gram para la caracterizacion bacteriana
Se coloco una colonia de la muestra bacteriana sobre un portaobjetos, se extendié en una
pelicula fina y se dejo secar al aire. Seguidamente se pasoé el portaobjetos suavemente por llama
del mechero repetidas veces para fijar las bacterias (Tortora et al., 2024). Posteriormente se
cubrid el frotis con cristal violeta y se dejo actuar por 1 minuto, luego se enjuago suavemente
con agua destilada para eliminar exceso de colorante, se aplicoé Lugol durante 1 minuto y se
enjuago nuevamente para eliminar el exceso de mordiente, seguidamente se agregd el agente
decolorante alcohol acetona durante 30 segundos hasta que el solvente que escurre este casi

claro, luego se enjuag6 con agua para detener la decoloracion (Tortora et al., 2024).

Finalmente se cubri6 con safranina durante 1 minuto para tedir las células que se decoloraron,
se enjuago con agua y se dejo escurrir y secar con papel absorbente antes de la observacion
(Tortora et al., 2024). La observacion se realiz6 en un microscopio Optico usando aceite de

inmersion con el objetivo de 100X.

2.6.10 Preparacion de concentraciones del Aceite esencial
Las diferentes concentraciones de aceite esenciales se prepararon en base a la siguiente tabla 2,
usando como disolvente Tween 80. El volumen inicial disponible de aceite esencial fue de 10
mL, a partir del cual se realizaron las diluciones correspondientes; todas las concentraciones se

prepararon en tubos de centrifuga de 1,5 mL estériles (Huanca, 2021).
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Tabla 2 Concentracion del aceite esencial Clinopodium bolivianum utilizada en el
antibiograma

i Concentracion de Aceite Disolvente (Solucion
" aceite esencial (%) esencial (uL) Tween 80 al 1%) (uL)

1 1% 10 990

2 5% 50 950

3 15% 150 850

4 25% 250 750

5 50% 500 500

6 75% 750 250

7 100% 1000 -

Fuente: (Huanqui, 2019)

2.6.11 Preparacion de discos
Los discos se fabricaron perforando papel filtro Whatman N° 4, obteniendo discos de 6mm de
diametro, los cuales se esterilizaron en autoclave a 121°C, las aplicaciones de las diferentes
concentraciones de aceites esenciales en los discos se realizaron bajo condiciones de esterilidad,
cada disco se aplicara una cantidad de 10 pL de aceite esencial (5 pL por cada cara) con ayuda
de micropipetas, este proceso se llevo a cabo el dia de la prueba microbioldgica dos horas antes,
debido a que los discos deben encontrarse secos y conteniendo el aceite esencial (Huanca,

2021).

2.6.12 Preparacion del agar Muller Hilton (MH)
Para la parte experimental se llend cada placa Petri con 30 mL del agar Muller Hinton preparado
(placa de 10 cm de diametro), se obtuvo un grosor de 4 mm de agar en la placa en base a lo cual

se realizaron los célculos (Huanca, 2021).
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Luego, se prepar6 el medio deshidratado segun las instrucciones del fabricante, se peso la
cantidad requerida y se disolvi6 la muestra con agua destilada, el medio se esterilizd en
autoclave por 15 minutos a 121°C, y se dejo enfriar hasta alcanzar una temperatura de 45 - 50
°C, posteriormente se distribuyd el medio en placas petri previamente esterilizadas, que se
dejaron enfriar y se almacenaron en condiciones estériles hasta su uso, finalmente estas placas

luego de ser utilizadas fueron desechadas (Huanca, 2021).

2.6.13 Preparacion del inoculo
Se us6 un tubo de ensayo con 3 mL de agua destilada esterilizada, luego se agregd 1 colonia de
Staphylococcus aureus, la turbidez se ajusto al equivalente del estandar de 0.5 en la escala de
McFarland el cual corresponde a una media de 1.5 x 108 Bacterias/mL (CLSI, 2024). Se
prepard 525 mL para cubrir 40 placas, manteniendo la proporcion de 34,0 g de agar por cada

1000 mL de agua destilada.

2.6.14 Inoculacion de las placas
Los siguientes 15 minutos después del ajuste de la turbidez del in6culo se sumergio el hisopo
estéril en la suspension ajustada, luego se sembro6 sobre la superficie seca de la placa de Mueller
Hinton, se hizo estrias con el hisopo en tres direcciones para una distribucion uniforme del
in6culo, Antes de colocar los discos se dejo la placa a temperatura ambiente durante 5 minutos
para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido (Sacsaquispe y Velasquez,

2002).
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2.6.15 Aplicacion de los discos
Se colocaron los discos individuales sobre la superficie del agar con la ayuda de una pinza
estéril presionando suavemente sobre cada disco para asegurar un contacto completo con la
superficie del agar, en cada placa se coloco un disco con la concentracion correspondiente del
aceite esencial, un disco de control negativo (tween 80) y un disco de control positivo
(fosfomicina 200 pL) manteniendo una distancia minima de 25 mm. Cada disco con

concentracion determinada se realizara por triplicado.

Para el control de susceptibilidad se utilizard discos de Fosfomicina, las cepas de
Staphylococcus, posteriormente al proceso de incubacion se compararon los halos de inhibicion

(Huanca, 2021).

2.6.16 Incubacion
La incubacion se realizo 15 minutos después de aplicar los discos con aceite esencial, luego las

placas fueron incubadas en posicion invertida a 37°C por 24 horas (Huanca, 2021).

2.6.17 Medicion del diametro de los halos de inhibicion de crecimiento bacteriano
Después de las 24 horas de incubacion, se midieron el didmetro de los halos de inhibicion en
milimetros alrededor de los discos sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923,

para lo cual se utilizaron un vernier milimetrado (Baca y Yéabar, 2016).

2.6.18 Evaluacion de la efectividad bacteriana frente a Staphylococcus aureus
Para interpretar los halos, se utilizaron las siguientes pautas establecidas: sensibilidad nula
(<8mm), sensible (8-14mm), muy sensible(15-20mm) y altamente sensible (>20mm)

(Duraffourd et al., 1986).
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2.6.19 Diseiio experimental
El disefio experimental es unifactorial, estuvo conformado por 7 grupos y se realizaron 3

repeticiones por grupo, obteniendo un total de 21 unidades experimentales.

Figura 8 Diserio experimental para evaluar la actividad antibacteriana “in vitro™

Fuente: (Huanca, 2021) modificado
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2.7 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
Se elaboré una ficha de datos para registrar manual y visualmente los resultados de la prueba
de difusién en agar Muller- Hilton usando discos. La lectura implicé medir los halos de
inhibicion alrededor del disco, que indican el efecto del tratamiento sobre el crecimiento del

microorganismo (Baca y Yéabar, 2016).

Los datos que se obtuvieron se analizaron en funcion de las variables establecidas, los objetivos
y la hipotesis del estudio, para el andlisis estadistico se utilizo el software SPSS Statistics
version 30.0, empleando un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las diferencias
significativas de las distintas concentraciones de los aceites y la prueba de comparacion de
Scheffé con un nivel de confianza de 0=0,05 para determinar qué grupos son significativamente

diferentes entre si.
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Resultado del porcentaje de rendimiento del aceite esencial de Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze
El aceite esencial de Clinopodium bolivianum se obtuvo de hojas tiernas por el método de

hidrodestilaciéon - con trampa de Clevenger a una temperatura de 90 °C en el laboratorio de

fitoquimica de la facultad de Quimica - UNSAAC.

Tabla 3 Porcentaje de extraccion del aceite esencial de Clinopodium bolivianum

Numero de 1 2 3 Promedio
Repeticiones

Peso de 250 g 2502 g 250,10 g 250,1 g
Muestra (g)

Volumen (mL) 1,52 mL 2 mL 2 mL 1,84 mL
Tiempo 3 3 3 3
(Horas)

Rendimiento 0,60% 0,79% 0,80% 0,73%
(“o) plv

En la presente tabla muestra los resultados, del rendimiento promedio de 0,73% para el aceite
esencial de Clinopodium bolivianum, equivalente a 1,84 mL extraidos por el método de
hidrodestilacién con trampa de clevenger a partir de 250.1 g de muestra de Clinopodium

bolivianum.

Zuniga (2022) en su trabajo de investigacion extrajo aceites esenciales de muestras frescas,
mediante hidrodestilacion con trampa de Clevenger de Clinopodium bolivianum, del cual
obtuvo un rendimiento de 0,81%, mayor al del presente estudio. Esta diferencia porcentual es
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moderada pero la influencia de factores externos en la biosintesis de la planta es crucial en la

extraccion de aceites esenciales.

Reyes et al. (2025) extrajeron aceite esencial de Clinopodium bolivianum tanto en muestras
frescas como secas y mediante la técnica de hidrodestilacion convencional obtuvieron
porcentajes de rendimiento de 0,19 % y 0,45% respectivamente, a pesar que la muestra seca
tuvo mayor porcentaje sigue siendo inferior al del presente estudio y esta diferencia puede
atribuirse, entre otros factores, al método y a las condiciones de extraccion empleadas, lo que

evidencia su influencia sobre el rendimiento del aceite esencial.

Por su parte Huanqui (2019) en su estudio obtuvo un porcentaje de rendimiento de 2,03% (p/v)
siendo este un valor considerado alto, esto indica que para obtener un alto rendimiento de aceite
esencial se necesita mucha cantidad de materia vegetal, ademés que la colecta de la muestra lo
realizaron en etapa de florecimiento a diferencia de la muestra de este estudio que se colect6 en

el mes de abril etapa final de floracion, el cual hizo diferencia en la obtencion del aceite.

Finalmente, Heredia & Montenegro (2015), en su trabajo de investigacion obtuvieron un
porcentaje de rendimiento de 1,18 % (p/v) de aceite esencial de muestras secas de Satureja
boliviana ahora denominada Clinopodium bolivianum de la zona de Urubamba — Cusco, el cual
es superior al trabajo presente. Esta variacion puede atribuirse principalmente al estado de la
materia prima ya que dicho estudio utilizo material vegetal seca, lo cual tiende a concentrar las
esencias y facilitar su extraccion en comparacion con las muestras frescas. Asi evidenciando
que el rendimiento de un aceite esencial depende de muchos factores como la época de colecta,

la zona geografica, el método empleado para su extraccion.
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3.2 Resultados de la composicion quimica del aceite esencial de Clinopodium
bolivianum

Figura 9 Cromatograma de Clinopodium bolivianum obtenido de Cusco - centro
arqueologico Amaru Marka Wasi

En la Figura N.° 9 Se observa el cromatograma obtenido mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) del aceite esencial de Clinopodium bolivianum.
En el eje X se muestra el tiempo de retencion, mientras que el eje Y se registra la intensidad del
detector, expresada como abundancia o intensidad relativa. La cuantificacion de los compuestos
se realizd mediante el equipo analitico, integrando el 4rea correspondiente a cada pico del
cromatograma. Los tiempos de retencion (RT) y el porcentaje de abundancia relativa de cada

componente se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4 Composicion quimica del aceite esencial de Clinopodium bolivianum

Pico Componente TR min %

1 0-Cymene 6,83 0,22
2 Eucalyptol 7,04 0,24
3 gamma.-Terpinene 8,00 0,15
4 Linalol 8,90 4,27
5 1-Octen-3-yl-acetate 9,19 0,11
6 Menthone 10,55 10,24
7 I-Menthone 10,93 21,44
8 Isopulegone 11,25 10,96
9 .alpha.-Terpineol 11,64 0,77
10  Pulegone 13,22 21,65
11  Piperitone 13,60 2,73
12 Thymol 14,81 15,32
13 3-Methyl-4-isopropylphenol 15,04 0,80
14 2-Methylenebornane 16,27 2,17
15  2-Propenoic acid, 3-phenyl-, methyl ester 17,45 0,49
16  Caryophyllene 18,56 0,45
17 Naphthalene, decahydro-2,6-dimethyl- 19,05 1,30
18  (+)-delta-Cadinene 21,51 0,47
19  Espatulenol 23,08 1,24
20  .gamma.-Muurolene 24,78 0,66
21  Bicyclo[4.4.0]dec-1-ene, 2-isopropyl-5-methyl-9- 25,13 0,79

methylene-

Donde: TR min= Tiempo de retenciéon en minutos

%: Porcentaje de abundancia

La tabla 04, muestra la composicion quimica del aceite esencial de C. bolivianum determinada
mediante GC-MC, aunque se identificd de 40 compuestos, solo se tomo en cuenta 21, debido a

que algunos presentaron porcentaje de presencia baja.
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A partir de los datos presentados en la tabla 4, se observa que el aceite esencial de Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze estd compuesto principalmente por monoterpenos
hidrocarbonados. Se identificaron los siguientes compuestos quimicos como los constituyentes
mayoritarios: Pulegona con un porcentaje de (21,65%) seguido del L- Mentona con (21,44%),
Timol (15,32%), Isopulegona (10,96%), Mentona (10,24%), Linalol (4,27%) y 2-

Metilenobornano (2,17%).

Figura 10 Estructuras moleculares del aceite esencial Clinopodium bolivianum

Pulegona L-Mentona Timol

Isopulegona Mentona Linalol

2-Metilenobornano

Fuente: (pubchem, s.f.)
En comparacion al trabajo de Reyes et al.(2025) en el cual extrajeron compuestos bioactivos de

Clinopodium bolivianum, lograron identificar 60 compuestos volatiles de muestra fresca

teniendo como componentes predominantes a Isomentona con 28.74%, Linalol con 17.50 %y
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Pulegona al 12.05%; en el presente estudio se obtuvo una composicion quimica diferente,
caracterizada principalmente por pulegona (21.65%) y L-mentona (21.44%). Estas diferencias
en la abundancia relativa de los compuestos mayoritarios podrian atribuirse a variaciones en el

estado fenolodgico de la planta o diferencias genéticas entre las poblaciones evaluadas.

Por otra parte, Zufiiga (2022), al evaluar la composicién quimica de Clinopodium bolivianum
obtuvo 6 componentes mayoritarios: [somentona (24,08%), mentona (16,3), timol (15,82%), p-
cimeno (10,7%), terpineno (7,21%) y pulegona (6,55%). Al comparar los resultados con el
presente estudio, se observé la presencia comun de mentona, timol y pulegona, aunque con
diferentes proporciones relativas. En cambio, el porcentaje de timol fue similar, lo que podria
indicar una relativa estabilidad en la biosintesis de este compuesto dentro de la especie, a pesar

de las variaciones observadas en otros metabolitos.

Por su parte Solis (2021), obtuvo 7 componentes mayoritarios: isomentona (24,08%), mentona
(16,13%), timol (15,82%), p-cimeno (10,17%), y-terpineno (6,65%), pulegona (6,55%) y
eucaliptol (2,87%). Al comparar los resultados con el presente estudio se observa diferencias
en componentes como p-cimeno, y-terpineno y eucaliptol, esta variable podria estar relacionada
con factores ambientales, geograficos o fisiologicos que influyen en la biosintesis de

metabolitos secundarios.

Ademas, Obispo et al. (2025) en su estudio obtuvieron como componentes mayoritarios a
Pulegona con un 66,85%, iso-mentona con 1,58% y carvacrol con 4,30%. Concluyendo que el
alto porcentaje de Pulegona se debe a que la muestra utilizada corresponde a un quimiotipo con

una ruta biosintética orientada a la produccion de cetona monoterpenica.
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3.3 Resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Clinopodium

bolivianum (Benth.) (Kuntze)

Los didmetros de los halos de inhibicion producidos por el aceite esencial de C. bolivianum en

distintas concentraciones frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se presentan en

la tabla.

Tabla 5 Halos de inhibicion de la actividad antibacteriana del aceite esencial de C.
bolivianum (Kuntze), frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923

N° Concentracion Repeticion 1  Repeticiéon 2 Repeticion 3 Promedio
(%)
1 1% 6,65 6,68 6,66 6,66
2 5% 6,84 7,60 6,82 7,09
3 15% 7,36 8,22 7,05 7,54
4 25% 8,16 7,12 12,02 9,16
5 50% 8,18 7,95 7,93 8,02
6 75% 8,96 8,95 8,77 8,89
7 100% 13,01 13,05 12,15 12,74
8 Fosfomicina 53,17 51,18 58,44 54,26

de 200 pg

Donde:

R1: Primer grupo de halos.

R2: Segundo grupo de halos.

R3: Tercer grupo de halos

*El promedio considera el diametro de los discos de aceite esencial.

En la Tabla 5 se presentan los didmetros de los halos de inhibicidon generados por el aceite

esencial de C. bolivianum (Benth.) Kuntze frente a S. aureus ATCC 25923 a 7 diferentes
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concentraciones. Evidenciando que, conforme aumenta la concentracion del aceite esencial,
también se incrementa el tamafio de los halos de inhibicidn, con valores que van desde 6.65
mm a una concentracion del 1 %, hasta un maximo de 13.05 mm a la concentracion del 100 %,
sin embargo en la concentracion del 50 % se observo una ligera disminucion en el diametro de
los halos, lo que sugiere una posible variacion en la respuesta bacteriana o en la accion del
compuesto activo; sin embargo, este valor volvio a incrementarse en la concentracion siguiente

de 75%, lo que refuerza la relacion de concentracion - respuesta del aceite esencial.

Reyes et al. (2025) en su trabajo de investigacion report6 que el aceite esencial de muestra seca
de C. bolivianum frente a S. aureus ATCC 25923 generaron halos hasta 23.30 mm de halos y
en muestras frescas hasta 18.03 mm de halos. Al comparar los resultados con este trabajo, se
observa que ambos estudios demostraron actividad antibacteriana frente a S. aureus. Sin
embargo, los didmetros de inhibicidon reportado por Reyes et al. (2025) son superiores, esta
diferencia esta relacionada con variaciones en la composicion quimica del aceite esencial ya
que identificaron como compuestos predominantes a Isomentona (28,74%), Linalol (17,50%)
y pulegona (12,05%). No obstante, la actividad antibacteriana de los aceites esenciales depende
de la interaccidon entre multiples compuestos bioactivos por lo que las diferencias observadas
probablemente responden al perfil quimico global del aceite esencial y no tnicamente a la

concentracion de un compuesto especifico.

Por su parte, Hospino & Mallma (2019) reportaron resultados similares del aceite esencial en
estado fresco y seco de C. bolivianum lograron generar halos de inhibicion de 22,26 mm y 23,30
mm respectivamente frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Al comparar dichos
resultados con la presente investigacion, se observa que los diametros de inhibicién fueron
mayores a los registrados en este estudio, cuyo valor maximo alcanzo 13,05 mm. esta diferencia

podria estar relacionada con variaciones en la composicion quimica del aceite esencial.
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Finalmente, Mollo (2017) reportd que el aceite esencial de C. bolivianum produjo halos de
inhibicién de 10 mm sobre cepas de S. aureus ATCC 25923, estos resultados indican una menor
actividad antibacteriana. Esta diferencia podria atribuirse a variaciones en la composicion
quimica de la fraccion volatil de la planta, la cual concentra los compuestos bioactivos

responsables de la actividad antibacteriana.

Tabla 6 Determinacion del grado de sensibilidad de Staphylococcus aureus ATCC 25923 a
diferentes concentraciones del aceite esencial de Clinopodium bolivianum (Benth) Kuntze.

N° | concentracion Grado de sensibilidad
(%) . ) - -
Sensibilidad limite, | Sensibilidad Sensibilidad
entre 8 a 14 mm (+) | media, entre 14 | alta,mas de 20
a20 mm (++) | mm (+++)

1 1% - - -

2 5% - - -

3 15% - - -

4 25% 10.54 - -

5 50% - - -

6 75% 8.89 - -

7 100% 12.74 - -

Fuente: Procesamiento de datos estadisticos 2025

En la tabla 6 se presentan los promedios de halos de inhibicion que reflejan el grado de

sensibilidad frente al aceite esencial de C. bolivianum (Benth) Kuntze., evaluados en
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concentraciones del 1% al 100% exceptuando la concentracion de 50%. Los resultados
obtenidos se ubican dentro del rango limite (8-12 mm), lo que evidencia que el aceite esencial
gjerce unicamente una actividad antibacteriana minima, atribuible principalmente a su
composicion quimica y al modo en que sus compuestos interactuan en conjunto frente a S.

aureus ATCC 25923.

Tabla 7 Analisis de varianza (ANOVA) de la actividad antibacteriana del aceite esencial de C.
bolivianum frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Suma de Media
Gl F Sig
Cuadrados cuadratica
Inter- grupos  5553,674 7 793,382 293,936 < 0,001
Intra- grupos 43,187 16 2,699
Total 5596,861 23

Fuentes: Procesamiento de datos estadisticos 2025

Donde:

gl= Grados de libertad

F= Distribucion de Fisher

Sig.= Significancia

Se obtuvo un valor de significancia de < 0,001, el cual se encuentra por debajo del umbral de
0,05 (a0 < 0.05). Esto indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre las

distintas concentraciones evaluadas.

En la tabla 8, se aprecian los resultados posteriores al ANOVA, la prueba de comparacion de

Scheffé utilizando un nivel de confianza de o= 0,05.
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Tabla 8 Prueba de Post hoc de Scheffé de la actividad antibacteriana del aceite esencial de C.
bolivianum frente a la cepa de S. aureus ATCC 25923.

concentracion | N | Subconjunto para o = 0.05

) 1 2 3

1% 3 |6,6633

5% 3 | 7,0867 7,0867

15% 3 |7,5433 7,5433

50% 3 18,0200 8,0200

75% 3 18,8933 8,8933

25% 3 19,1000 9,1000

100% 3 12,7367
Fosfomicina 3 54,2633
de 200 ug

Sig. 0.841 0,059 1,000

Fuente: Procesamiento de datos estadisticos 2025

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica=3.000.

Se identificaron tres subconjuntos diferenciados incluyendo el control positivo de Fosfomicina
de 200 ug segun el tipo de tratamiento, mostrando en cada caso la media correspondiente. En
el segundo subconjunto se registrd el valor maximo de halo de inhibicioén, con 12,73 mm,

obtenido a la concentracion del 100 % del aceite esencial.
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CONCLUSIONES

1. El porcentaje de rendimiento del aceite esencial de Clinopodium bolivianum fue de

0,73% a partir de 205,1 g materia vegetal.

El analisis por Cromatografia de gases — espectrometria de masas (CG-MS) identifico
40 compuestos quimicos, siendo 7 los compuestos mayoritarios: Pulegona con un
porcentaje de (21,65%) seguido del L-Mentona con (21,44%), Timol (15,32%),
Isopulegona (10,96%), Mentona (10,24%), Linalol (4,27%) y 2-

Metilenobornano con (2,17%).

La actividad antibacteriana del aceite esencial de Clinopodium bolivianum frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, no presento actividad antibacteriana a las
concentraciones de 1%, 5%, 15% y 25%, pero si presenta actividad antibacteriana a
las concentraciones de 50%,75% y 100%, que presentaron halos de inhibicién de 8,02
mm, 8,89 mm y 12.74 mm respectivamente pero no supero el control positivo de

Fosfomicina de 200 pL que gener0 hasta 44 mm de halo.
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SUGERENCIAS

Realizar estudios de componentes puros de aceites esenciales como Pulegona, timol, L-
mentona, Isopulegona y Mentona frente a bacterias resistentes a antibioticos.

Realizar nanoemulsiones con diferentes aceites esenciales y comparar su eficacia
antimicrobiana con emulsiones convencionales.

Ampliar méas estudios hacia otras cepas bacterianas de importancia clinica tanto Gram
positivas como negativas.

Realizar estandarizaciones de las concentraciones y métodos de extraccion del aceite
esencial, ya que la variabilidad en el proceso puede influir en la actividad antibacteriana.
Incorporar ensayos in vivo y estudios toxicolégicos preliminares, que permitan
determinar la seguridad del aceite esencial para su posible aplicacion.

Realizar més investigaciones para la revalorizacion etnobotanica de Clinopodium
bolivianum mediante difusion de los resultados en comunidades locales, incentivando
la conservacion de esta especie y su potencial uso como recurso natural con valor

agregado.
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ANEXOS

Anexo 1 Certificado de identificacion taxonomica de Clinopodium bolivianum
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Anexo 2 Permiso de investigacion SERFOR
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Anexo 3 Ficha técnica del agar Manitol salado
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Anexo 4 Ficha técnica del caldo BHI (brain heart infusion) para la conservacion de bacterias
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Anexo 5 Ficha técnica de agar de Mueller Hinton para la replicacion de bacterias
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Anexo 6 Certificado de disco de sensibilidad de Fosfomicina trometanol 200 ug
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Anexo 7 Certificado de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Anexo 8 Certificado de cromatografia de gases del aceite esencial de Clinopodium
bolivianum
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Anexo 9. Recoleccion de las muestras en estudio

Fotografia 1: Lugar de colecta de Clinopodium
bolivianum (Benth.) Kuntze, ubicado en sector del
templo de la Luna, distrito, provincia y departamento

Fotografia 2: Planta de Clinopodium
bolivianum en el lugar de colecta.

del Cusco.
Fotografia 3: Colecta de la parte aérea (tallos, hojas y Fotografia 4: Muestras vegetales
flores) de Clinopodium bolivianum. puestas en bolsas de primer uso.
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Anexo 10. Preparacion del material para la extraccion del aceite esencial de Clinopodium
bolivianum

Fotografia 6: Pesado de Ia
muestra en balanza analitica listo
para la extraccion.

Fotografia 5: Separacion de hojas sanas para la
extraccion de aceite esencial.

Fotografia 7: Vertido de agua destilada en el balén con
muestra de Clinopodium bolivianum.
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Anexo 11. Extraccion del aceite esencial

Fotografia 8: Equipo completo de Fotografia 9: Aceite esencial en la trampa de
hidrodestilacion con trampa de clevenger. clevenger.

Fotografia ~ 10:  Aceite esencial de Fotografia 11: Aplicacion de 4cido sulfato
Clinopodium bolivianum en frascos ambar. (secante a la muestra de aceite).
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Anexo 12 Preparacion del material para la actividad antibacteriana del aceite esencial

Fotografia 12: Preparacion de Agar Miiller Hinton para las pruebas microbioldgicas.

Fotografia 13: Esterilizacion de materiales en autoclave.

88



Anexo 13 Aislamiento de Staphylococcus aureus de manitol salado

Fotografia 15: Siembra de bacteria en placa Petri con
Fotografia 14: Placa con agar manitol.
manitol salado.

Fotografia 16: Placa con Staphylococcus aureus ATCC 25923 en agar manitol salado. Se
observa un crecimiento abundante de colonias acompafiado del cambio de color del medio
de rojo a amarillo.
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Anexo 14 Preparacion de las diferentes concentraciones

Fotografia 17: Purificacion del Fotografia 18: Preparacion de las diferentes
Tween 80. concentraciones para el antibiograma.

Fotografia 19: Preparacion de los

discos de papel Whatman. Fotografia 20: discos de sensibilidad.

Fotografia 21: Placas Petri con Agar Miiller Hinton.
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Anexo 15 Medicion de los halos de inhibicion

Fotografia 22: Placas Petri con halos del aceite

g Fotografia 23: Medicion de los
esencial.

halos de inhibicién.

Fotografia 24: Medicion con vernier digital
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