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RESUMEN

Los aceites esenciales (AE) estan constituidos por compuestos volatiles, por lo
general” son terpenos; la presencia de uno o varios terpenos, asi como la
abundancia=en la que se encuentran en el aceite esencial juegan un papel
importante paracque la actividad antimicrobiana pueda manifestarse. El presente
trabajo evalud la ‘actividad antimicrobiana y composicion quimica de los AE de las
hojas de tulipancillo (Malvaviscus arboreus Cav.), pimienta (Pimenta dioica (L.)
Merr.), nance (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth), guayaba (Psidium guajava L.) y
matali (Tradescantia pendudla var Zebrina). EI AE de cada especie vegetal se
extrajo por hidrodestilacién’ en.un equipo tipo Clevenger. Para la evaluacién de la
actividad antimicrobiana sesemplearon los métodos de difusibn en disco,
bioautografia y microdilucion, subsecuentemente cada extracto fue analizado por
cromatografia de gases- espectrometria de masas para conocer el perfil quimico.
El mayor rendimiento de AE se_.abtuvo de la hoja de tulipancillo seguido de la hoja
de pimienta, guayaba y nance“mientras gue de las hojas de matali no se obtuvo
AE. Los AE de las cuatro especies, preséntaron actividad antimicrobiana por el
método de difusién en agar frente a S.‘aureusS. typhimurium y B. cereus. En
cuanto a la bioautografia, la fraccion @ del AE de-la hoja de pimienta inhibio el
crecimiento de B. cereus, S. typhimurium.y S. auredsy mientras que la fraccion 3
del mismo AE fue activa para S. aureus. En el AE“de guayaba se mostraron
activas las fracciones 2, 3 y 4, las cuales inhibieron el erecimiento de S. aureus.
Los AE de nance y tulipancillo mostraron actividad antimicrobiana frente a S.
aureus sin definir fracciones especificas. En el método de mierodilucién en placa
se determiné que B. cereus fue el mas sensible a los AE de pimienta, guayaba,
nance y tulipancillo a concentraciones de 10, 5, 20 y «20 ‘mg mL™,
respectivamente. El eugenol fue el principal componente del AE de-pimienta y
guayaba, con porcentajes de abundancia de 94.86% y 33.84% determinado por

cromatografia de gases- espectrometria de masas.

Palabras claves: aceites esenciales, actividad antimicrobiana, cromatografia-de

gases- espectrometria de masas (CG-MS), eugenol.
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ABSTRACT

Essential Oils (AE) are formed by volatile compounds are usually terpenes; the
presence.of one or more terpenes and abundance in found in the essential oil play
an important_role in the antimicrobial activity may manifest . The present study
evaluated the antimicrobial activity and chemical composition of the leaves of AE of
tulipancillo (Malvaviseus arboreus Cav.), pepper (Pimenta dioica (L.) Merr.), nance
(Byrsonima crassifolias (L.) Kunth), guava (Psidium guajava L.) and matali
(Tradescantia pendula‘var Zebrina). The AE of each plant species was extracted
by hydrodistillation in%_a* Clevenger-type equipment. For the evaluation of
antimicrobial activity were used disk diffusion methods, microdilution bioautography
and subsequently each extract.was analyzed by gas chromatography — mass
spectrometry to determine the? chiemical profile. The highest yield of AE was
obtained from the leaf blade followed tulipancillo pepper, guava and nance while
the leaves of matali there was no\AE. The AE of the four species showed
antimicrobial activity by agar diffusion method against S. aureus, S. typhimurium
and B. cereus. As for the bioautography AE fraction 4 of pepper leaf inhibited the
growth of B. cereus, S. typhimurium and S. aureus;-while the fraction 3 of the same
AE was active for S. aureus. In the AE of guava were active fractions 2, 3 and 4,
which inhibited the growth of S. aureus! AE tulipancillo, nance and showed
antibacterial activity against S. aureus without defining specific fractions. The
microdilution method was determined that B. cereus wassthe most sensitive to AE
pepper, guava, hance and tulipancillo at concentrations of 10, 5, 20 and 20 mg mL-
1, respectively. Eugenol was the main component of the AE ofpepper and guava,
with Percentage of abundance of 94.86% and 33.84% determined by gas

chromatography — mass spectrometry.

Key words: essential oils, antimicrobial activity, gas chromatography“="mass

spectrometry (CG-MS), eugenol.



INTR@DUCCION

En & actualidad, se reconoce que las plantas sintetizan metabolitos secundarios,
la mayoria,con actividad antimicrobiana (Tajkarimi, 2010). Existen numerosos
estudios sebre extractos de plantas los cuales se proponen como alternativas
terapéuticas -efectivas contra las infecciones producidas por microorganismos
resistentes a los ‘antibidticos (Acosta et al., 1998). Los aceites esenciales poseen
actividad antimicrgbiana, debido a que estdn constituidos por compuestos
volatiles, la mayoria™  de ellos, terpenos. Investigaciones sobre la actividad
antimicrobiana de aceites/€senciales de diversas plantas, hierbas y/o especias,
han resaltado que dichos extractos son ligeramente més activos frente a bacterias
Gram positivas que a bacterias’"Gram negativas (Burt, 2004).

Los aceites esenciales se pueden extraer de la flor, la semilla, las hojas y/o frutos
de las plantas y tanto su concentracibn como su composicion dependen de
diversos factores como la variacion estacional (Cristiani et al., 2010), los nutrientes
del suelo (Powell y Raffa, 1999);"la parterde la planta utilizada (Pala-Padul et al.,
2005), la etapa de desarrollo de-la/mismas(Amna et al., 2010) y el método de

extraccion (Quintero et al., 2004).

El conocimiento de la composicion quimica de leS aceites esenciales ha sido
posible gracias al desarrollo de técnicas analiticas coeme_la cromatografia en capa
fina, cromatografia liquida de alta presion y cromatografia de gases, que han
permitido conocer los compuestos que integran una caonsiderable parte de los
aromas y sabores que proveen los aceites esenciales (Ricker y Daly, 1998;
Janardhanan y Thoppil, 2004). Muchos de ellos estan siendo, aplicados en la
industria de alimentos, como aditivos, conservadores y bactericidas(Tajkarimi et
al., 2010). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales de las hojas de plantas alimentarias tropicales_nativas,
Malvaviscus arboreus Cav, Pimenta dioica (L.) Merr, Byrsonima crassifelia_ (L.)
Kunth, Psidium guajava L. y Tradescantia pendula var Zebrina frente a’ires

bacterias de importancia alimentaria.



[I. ANTECEDENTES

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones
Unidas para-la Alimentaciéon (FAO) han declarado que las dos terceras partes de
la poblacién.de, nuestro planeta (aproximadamente 4 mil millones de personas)
recurre a las hierbas aromaticas y medicinales (Mendoza, 2008). Recientemente
ha aumentado el‘interés, por parte de instituciones de investigacion y compaiiias
farmacéuticas, en eleStudio de productos naturales con actividad antimicrobiana
(George et al., 2005).(Este interés se debe a los crecientes reportes sobre la
resistencia de los microorganismos a los farmacos utilizados, cuyo problema
genera cuantiosos gastos a.la’salud publica asi como a la economia del pais o
region gque los sufre (Mahady, 2005).

En Tabasco se han realizado diversos inventarios de plantas con propiedades
medicinales donde se ha reportado el"uso de diferentes partes de la planta, en
infusion o en extracto alcohoélico, =para combatir diversas enfermedades
respiratorias y gastrointestinales, )entre” @otras. Algunas de las especies son
utilizadas como alimento y/o condimentoy” por ejemplo: guayaba (Psidium
guajava), orégano (Plectranthus amboinicus), .« perejil (Eryngium foetidum),
pimienta (Pimenta dioica) y albahaca (OCimum mieranthum) (Maldonado, 2003).
Por otro lado, los aceites esenciales son los aditivos#haturales que mas interés
han generado en los ultimos afos en la industria de los_alimentos ya que ofrecen
una alternativa antimicrobiana y antioxidante que pueden;garantizar la seguridad
e inocuidad de los alimentos en donde se adicionen y sin riesgo’de contaminar el

entorno (Bosquez-Molina et al., 2009).

1. Plantas aromaéticas

La vida en la tierra depende de las plantas, su biodiversidad ha desempefiado un
papel fundamental para el desarrollo de la humanidad, que las ha utilizadogspara
sustituir necesidades basicas como vivienda, alimento y medicina (Celis et”al.,

2008), inclusive las fragancias que generan algunas plantas aromaticas ‘se



empleaban para rituales religiosos o como perfumes (Skaria et al., 2007). La
presencia de aromas o0 compuestos volatiles en las plantas se debe,
principalmente, al establecimiento de comunicacion entre insectos y/o plantas,
teniendo Ja-particularidad de inducir cambios en el comportamiento de los que
tienen contacto.con ellas, ya que actian como atrayentes o no, a la alimentacion
u ovoposicion de los_ insectos, es decir como semioquimicos (Herrmann, 2010).

Las plantas arométicas son las que concentran una mayor cantidad de
compuestos volatiles~gjaromaticos y por tanto constituyen la materia prima para
su obtencion, ya sea empleando toda la planta o parte de ella como las hojas, la
flor, la raiz, etc. (Ortufio,, 2006); también pueden aportar mas de un producto
comercialmente importante,.dependiendo de factores relativos a la especie, del
medio ambiente o de los proeesos de extraccion empleados. Por ejemplo, el
naranjo es una planta tipica de Ja gque se pueden obtener distintos productos
aromaticos dependiendo de la parteé ttilizada: de las flores se obtiene la esencia
del azahar, del epicarpio de lgs.frutos=se” obtiene la esencia de naranja y de los

frutos aun verdes y hojas se obtiéne la esencia del “petit grain” (Bandoni, 2002).

2. Plantas con actividad biol6gica.

Los hombres primitivos reconocieron su‘dependenCia-por la naturaleza tanto en la
salud como en la enfermedad. Conducido por instinto, gusto y experiencia, la
gente primitiva se curaba de las enfermedades usandorplantas, animales y los
minerales que no eran la parte de su dieta habitual. De hecho, la mayor parte de
las farmacopeas de medicina cientifica fueron elaboradas @ partir de la ciencia
herbaria de pueblos nativos (Kim, 2005).

Para determinar el potencial y promover el empleo de plantas.con actividad
biologica, es esencial intensificar el estudio de plantas medicinales .que se

encuentran en el conocimiento popular (Buenz, 2005).



2.1 _Pimienta (Pimenta dioica (L.) Merr).

Pertenece a la familia Myrtaceae, es nativa de la region del Caribe especialmente
de paises‘como Meéxico, Cuba y Jamaica, también se le puede identificar
(sinonimia.botanica) como Pimenta officinalis Lindl, Myrtus dioica L.; Myrtus
pimenta L.;.Pimenta officinalis Esta especie aromatica es importante en la
industria alimentaria, farmacéutica y de cosméticos. El aceite esencial se usa
como aditivo alimentario y como antioxidante facilitando la conservacion de la
carne. Las semillas eontienen entre un 3 y 4% de aceites esenciales asi como
resinas, taninos, azucar y.gomas (Martinez et al., 2004). En el campo medicinal
se ha usado como anestésico'y en perfumeria se usa el aceite esencial de hoja o
de fruto debido a su caracteristico aroma (Macia, 1998).

Dentro del saber tradicional ‘popular se emplea para combatir el vomito que
implica administrar por via oral ladecoccion, con sal, de la semilla en asociacion

con la corteza de la canela (Cinnanomum verum) (Germosén- Robineau, 2005).

2.2. Nance (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth)

En América latina, se le conoce por-los siguientes nombres comunes: Maricao,
manteco, chi, maricao verde, nange,, nance .agrio, nance verde, nanche.
Pertenece a la familia Malpighiaceae y €s originario de Mesoameérica (Centurion et
al., 2004).

En la medicina tradicional, la infusion de hojas de esta _especie es empleada
contra infecciones cutaneas, para corregir desordeness gastrointestinales, es
digestivo, emenagogo, febrifugo, vulnerario y se recomienda para tratar la
leucorrea y problemas de las encias, mientras que su corteza.tiene _propiedades
astringentes y la infusion de la misma es empleada comaosantidiarreico,
inflamaciones de la vejiga, contra la sarna y en la cicatrizacion_de _.heridas
(Centurién et al., 2004; Gonzalez, 2007).

De la corteza de esta planta se obtienen fibras muy resistentes que contienen de
17-28% de taninos y 3% de &cido oxalico; las flores son una importante fuente de

néctar para las abejas y sus frutos son ricos en vitamina C (90-240 mg 100 g%),

4



éstos’se consumen crudos o cocidos y a veces se dejan reposando en distintos

tipos-de licor para incrementar su sabor (Gonzalez, 2007).

2.3. Matali.(Ffradescantia pendula var. Zebrina)

Es originaria‘de México, El Caribe y Centroamérica (Restrepo et al., 2005). La
coloracion de susiyhojas es debido a las antocianinas, que pueden usarse como
colorantes alimentarios, asi como a los flavonoides, zebrinina y el compuesto
mono-decafeilado (Argleta et al., 1994). La infusion de esta planta se usa contra
trastornos digestivos o(para controlar la diabetes mellitus tipo 2 (Restrepo et al.,
2005). La toxicidad de dicha especie se ha reportado para infusiones en dosis
altas (750 mg kg* dia™®) lacual produce un porcentaje bajo de alteraciones
hepéticas, en especifico, tumefaccion celular (Isaza et al., 2005).

2.4. Tulipancillo (Malvaviscus arbareus Cav.)

La planta es originaria de MéXice. En-ia sinonimia popular se le conoce como
chocho, manzanilla, manzanita de_pollo, manzanito, monacillo, tulipan, tulipan de
monte, tulipancillo, tulipancillo de“monte. Mientras que en la sinonimia botanica
destacan: Malvaviscus acapulcensis Kunth; Malvaviscus mollis DC. El fruto es
comestible y la infusién de las hojas seusa para {avar el pelo y dejarlo lustroso y
suave (Arboretum UFM, 2007) y también es utilizado.para la tosferina; su raiz se
usa como antiséptico urinario, enfermedades del rifion y.como diurético. La flor o
tallo y hojas macerados se aplican localmente contra el sarampion (Argueta et al.,
1994).

2.5. Guayaba (Psidium guajava L.)

Pertenece a la familia Myrtaceae y se cultiva en zonas tropicales. ‘Su’arigen es
incierto pero se le ubica en Mesoamérica. En México se encuentra silvestre_desde
el Sur de Tamaulipas, Este de San Luis Potosi y al Norte de Puebla hasta
Veracruz y en la Peninsula de Yucatan en la vertiente del Golfo, de Sonora hasta

Chiapas en la vertiente del Pacifico. Dentro de los nombres comunes con el cual



se letonoce estan: Al-pil-cal (I. chontal, Oaxaca.); A’sihuit’t (I. totonaca, Puebla.);
Bjui=-Bui, Pehui, Yaga-huii (I. zapoteca, Oaxaca.); Ca"aru (I. cora, Nayarit.); Chak-
pichi, Pichi* (I. maya, Yucatan.) y Guayaba manzana (Tabasco). (CONAFOR,
2009). Su.fruta es utilizada para hacer bebidas, dulces, jalea, pasta o para
consumirla ‘en’ fresco; contiene mas del doble de Vitamina C que la naranja y
puede contener, dependiendo de la variedad, entre 486 mg y 871 mg de Vitamina
C por 100 g de fruterfresco. La hoja es usada para tefiir seda por los malayos asi
como curar enfermedades gastrointestinales, escalofrios y dolor de estomago
(Argueta et al., 1994).

3. Aceites esenciales (AE)

El término “Aceite Esencial” (AE) lo utilizdé por primera vez Paracelso en el siglo
XVI, quien utilizé dichos aceites camo medicamento (Ortufio, 2006).

Las aplicaciones de los AE en distintas industrias se muestran en la Figura 1, en
cosmética se utilizan como/_fraganeiaS, o lociones por sus caracteristicas
aromaticas, en la industria de™\alimenteS se emplean como saborizantes o
conservadores, y, por ultimo, en lajindustriagfarmacéutica son aprovechadas sus
propiedades para la elaboracion de€ jantisépticos, analgésicos, antibibticos,
anticancerigenos y recientemente ha despuntado-su uso en la aromaterapia
(L6pez, 2004; Guentert, 2007).

La demanda mundial de AE esté tradicionalmente cubierta por algunos paises;
mas del 50% de la produccion mundial proviene de paises en desarrollo lo que
demuestra la importancia de los climas tropicales o subtropicales para las
especies productoras de aceites esenciales, ademas de disponer de mano de
obra barata para poder competir en calidad y precio en el mercado global.
Sudamérica representa desde 1998 la segunda region del mundo queprevee de
aceites esenciales a Estados Unidos de América (USA); entre los '35 paises
lideres proveedores de este mercado se encuentra ocho paises de lairegion:
Brasil, Argentina, México, Chile, Per(, Paraguay, Guatemala y Republica

Dominicana (Bandoni, 2002).
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Figura 1. Industrias y ecategorias donde se emplean AE.

Fuente. Douglas et al., 2005

Los AE o esencias son parte del\metabolismo de las plantas, estdn constituidos
generalmente por terpenos, la mayoria de ellos volatiles. Se pueden localizar en
diferentes partes de la planta tales como)la floryas semillas, las hojas y los frutos.
Constituyen entre 0.1% y 1% del peso seco de laplanta y cuando estan frescos a
temperatura ambiente son incoloros, por lo general.sen menos densos que el
agua y con un alto indice de refraccion (Lopez, 2004). Los’AE se pueden clasificar
con base en diferentes criterios, por ejemplo por su consisténcia y origen (Cuadro
1).

Cabe destacar que los AE varian, en concentracién y composicion, debido a
diversos factores como son: la variacion estacional (Toncer et al.,_.2010; Cristiani
et al., 2010), los nutrimentos del suelo (Powell y Raffa,1999), la parte_de la planta
utilizada (Pala-Padul et al., 2005) y la etapa de desarrollo de la misma (Amna et al.,
2010), asi como las condiciones de secado (Mejia et al., 2007), el metode, de

extraccion (Quintero et al., 2004), entre otros factores.



Cuadro 1. Clasificacion de los aceites esenciales (AE).

CRIFERIO CLASIFICACION | EJEMPLOS

Liquidos muy volatiles a temperatura
Fluidos ambiente: esencias de menta, salvia,
limén, albahaca, etc.

De consistencia espesa, poco volatiles y

Consistencias~Balsamos propensos a polimerizarse: balsamo de
Peru.

Liquidos muy viscosos 0 sustancias

Oleowresinas semisolidas: caucho, gutapercha,

oleorresina de paprika, etc.

Se obtienen directamente de la planta y no
se someten posteriormente a ninguna
modificacién fisica o quimica: esencias de
plantas aromaticas y flores.

Se obtienen a través de los procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con
uno de sus componentes principales, o son
la mezcla de varias esencias naturales, por
gjemplo, esencia de anis enriquecida con
anetol,

Mezelas de diversos productos quimicos
obtenidos sintéticamente.

Naturales

Origen
Artificiales

Sintéticos

Fuente: Gil y Saéz, 2005.

3.1. Procesos de extraccion de AE

La extraccion es una operacion unitaria de transferencia de materia basada en la
disolucion de uno o varios componentes en un disolvente selectivo (Costa et al.,
1991). Para extraer los compuestos que poseen las plantas:és necesario poner en
contacto la fuente natural, que contenga a dichos compuestes, con una fase
liquida (solvente). Los métodos tradicionales de extraccion(se han generado
aprovechando las caracteristicas fisicas y quimicas de los compuestos; entre ellas
el método Soxhlet, hidrodestilacion y maceracion, donde el disolvente puede ser
agua, alcohol o grasa caliente, los cuales requieren de prolongados tiempos de
contacto (soluto-solvente) y grandes volumenes de solventes (Cuadro 2).-Con el
objeto de acortar el tiempo de extraccion, aumentar el rendimiento y mejorar-ia
calidad de los extractos se han desarrollado técnicas nuevas para la extraccion de

solutos en matrices sélidas, dentro de éstas destacan: la extraccidon asistida con
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ultrasonido, la extraccion asistida por microondas, extraccion liquida a alta presion
y lavextraccion con fluidos supercriticos (Velasco et al., 2007).

Para el’caso de los AE, el proceso de extraccion debe ser cuidadoso para no
alterar los..metabolitos del material vegetal. ElI rendimiento y la composicion
quimica de\los, AE seran distintos segun cada método de extraccidon que se
emplee, ya que unos favorecen la volatilidad y solubilidad de determinados
compuestos (Quintero et al., 2004). No obstante, la técnica mas utilizada para la
obtencion de AE es’laxdenominada por arrastre de vapor, aunque también pueden
obtenerse por extraccion.con disolventes organicos a temperatura ambiente
(Romero, 2004; Lopez, 2004)-

Cuadro 2. Principales métodos;de.extraccion de AE, ventajas y limitaciones.

Método Ventajas Limitaciones
Buenos rendimientos “en aceite | Procesos colaterales de
Arrastre  con | extraido. Obtencion ‘del” aceite | polimerizacién y resinificacion de
vapor. puro, libre de selvente. terpenos o hidrdlisis de ésteres.
Bajo costo. Destruccion térmica de algunos
componentes.
Extraccion Uso de temperaturas bajas. Costoso, contaminante, riesgo de
liquido-liquido | No provoca termodestruccion, ‘ni-incendio y explosion.
(solventes alteracion quimica de los aceites. " [ Dificil separar completamente el
volatiles). solvente.

Extraccion con
fluido
supercritico
CO..

Alto rendimiento.

No contamina. Se puede reciclar
el solvente.

No hay alteraciébn quimica del
aceite.

Acidos grasos, pigmentos y ceras
tambi€n pueden ser extraidos junto
con el AE.

Alta inversion inicial.

Maceracion
(solventes no
volatiles y
Enfleurage).

No hay destruccién térmica y
deterioro quimico de los
compuestos.

Extraccion de esencias de flores
delicadas (rosa, jazmin, azahar,
etc.).

Poco rendimiento del AE.
Dificil separaciondel solvente

Fuente: Gil y Saéz, 2005.

3.2. Identificaciéon de componentes en los AE

La interaccion microorganismo—planta ha generado una gran variedads de
compuestos, muchos con actividad antimicrobiana (Cuadro 3), de la cual se

estima que se han aislado tan solo 12,000 compuestos, lo que constituye el 10%
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de _os metabolitos secundarios, por ejemplo: fenoles simples, quinonas,
cumarinas, taninos, flavonas y alcaloides (Tajkarimi et al., 2010).

El coneCimiento de los componentes de los AE y de su estructura molecular ha
permitido/el=desarrollo de la industria de perfumes y aromatizantes sintéticos,
mientras que’ en la industria de alimentos los componentes con actividad
antimicrobianasejusan para la preservacién de los alimentos y para prevenir 0
controlar el crecimiento de microorganismos patégenos (seguridad alimentaria).
Cabe aclarar que “lesymétodos, mecanismos de accion, toxicidad y efectos
sensoriales en los alimeptos aun no estan bien comprendidos (Primo, 1995;
Tajkarimi et al., 2010). Conaocer el perfil quimico de los AE no hubiera sido posible
si no se hubieran desarrollade’en el campo de la quimica una gran cantidad de
herramientas sofisticadas entre”las cuales destacan: técnicas cromatograficas
como la cromatografia de capa/fina, cromatografia liquida de alta presion y
cromatografia de gases; de hechg,“una considerable parte de los aromas y
sabores que proveen las plantas-han sido identificados en los AE utilizando estas
técnicas (Ricker y Daly, 1998; Janardhanan'y Thoppil, 2004).

Cuadro 3. Principales grupos quimicos contenidos en diversas plantas con
actividad antimicrobiana.

Grupos quimicos | Compuesto Planta Inhibe

Fenoles simples Ac. antémico Matricaria chamomilla~, | S. aureus,S. typhimurium

Quinonas Hipericina Hypericum perforatum _» VIH

Taninos Quercus rubra Virus y bacterias

Cumarinas Matricaria chamomilla [¥Virus

Flavonas Catequina Camellia sinensis Shigella, S. mutans

Alcaloides Coca Erythroxilum coca Cocos Gram positivos.
Pipericina Piper nigrum Hongos, Lactobacillus

Fuente: Modificado de Domingo y L6pez-Brea, 2003.

3.2.1. Cromatografia en Capa Fina (CCF)
LA CCF es ampliamente utilizada en la separacion, identificacion y cuantificacion
de diversas sustancias de origen bioquimico, quimico-biologico, farmaceéutico 'y

toxicoldgico, ya que es rapida y con una adecuada resolucion (Skoog et al., 2001):
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En general, una CCF se realiza afiadiendo pequefias gotas de solucion cerca del
extremo inferior de la placa (matriz de soporte que se denomina fase
estacionaria). Dicha placa se sumerge en un pequefio volumen de fase movil
(mezcla de-solventes). La polaridad de la mezcla de solventes se elige de acuerdo
a la mezcla\de compuestos que se desea separar. Como sélo la base de la placa
gueda sumergida, el solvente asciende por capilaridad. Al recorrer la placa, la
fase movil va arrastrando a las sustancias apolares y aquellas mas polares son
retenidas por la fase~€stacionaria dando lugar a la separacion. Finalmente, una
vez que la placa esté desarrollada, se deja secar y se revela con un reactivo que
colorea las substancias de.intérés. La movilidad relativa o referencia frontal (Ry) es
la relacion entre la distancia_recorrida por la mancha de un compuesto, dividida
entre la distancia recorrida por-el frente de solvente al momento de sacar la placa
del solvente (Marcano y Hasegawa,,2002).

Entre las investigaciones realizadas empleando este tipo de separacion
cromatografica, se tiene la determinaci@n cuantitativa de vitaminas liposolubles,
pesticidas clorados y fosforados, analgésicos, purificacion de fungicidas,
cuantificacion de aflatoxinas en alimentos para’ ganado tales como cacao, maiz,
algodon, antioxidantes de aceites y” grasas;” separacion e identificacion de
polifosfatos y acidos organicos, acido citrico o acido.lactico, usados como aditivos

en productos céarnicos y actividad antioxidante (Lopez.y*Valadez, 2008).

3.2.2. Cromatografia de Gases (CG)

En la CG se hace pasar el analito en forma gaseosa a traves de la columna,
arrastrado por una fase movil gaseosa, llamada gas portador..En cromatografia
gas-liquido, la fase liquida es un liquido no volatil que recubre la pared interior de
la columna, mientras que en la cromatografia gas-sélido el analito_se adsorbe
directamente sobre las particulas solidas de la fase estacionaria. La muestra se
inyecta a través de un septo (diafragma de silicona), en un inyector caliente en
cuyo interior se evapora rapidamente. El vapor es arrastrado a través deé la

columna por el gas portador que puede ser He, N, o H y los analitos después de
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separados llegan al detector cuya respuesta aparece en la pantalla de un
ordemador o registrador. La columna debe estar lo suficientemente caliente para
que los7analitos alcancen una presion de vapor adecuada y eluyan en un tiempo
razonable’(Harris, 2007).

Las principales.ventajas de la CG son su alta resolucion, rapidez, sensibilidad,
sencillez y resultados cuantitativos, necesita de pequefias cantidades de la
muestra (microgramos y miligramos en ocasiones); sus desventajas son que las
muestras deben ser~Vvolatiles o capaces de volatilizarse, muestras puras, la
presencia de compuestos<con mismos tiempos de retencion que impiden su
identificacion. Este tipo ,de” cromatografia es ampliamente utilizado en la
separacion de diversos “.componentes de origen bioldgico, bioquimico,
farmacéutico, alimentario, toxieologico y ambiental. Algunos ejemplos practicos
que se tienen son:. proteina del) suero afectado por las altas presiones
hidrostéaticas, la degradacion _de <limoneno por Bacillus stearothermophilus,
determinacién de antocianinas..en zarzamora (Rubis occidentales), efecto de
nitritos en oxidacion de productes volatieés a partir de croleina en productos
carnicos curados, la calidad de aceitesde maiz con base en el contenido de &cidos
grasos y B-caroteno, asi como antioxidantes ‘naturales y principios amargos en

aceite de oliva virgen (L6pez y Valadez, 2008).

3.2.3. Cromatografia de Gases-Espectrometria de masas (CG-MS)

La cromatografia de gases (CG) se puede combinar con otras técnicas
espectroscopicas como la espectrometria de masas (MS).0 espectroscopia
infrarroja (IM), proporcionando de esta manera una poderosa herramienta para la
identificacion de compuestos de una mezcla compleja. El procedimiento mas
usado para la identificacion y cuantificacion de componentes volatilesyen.los AE,
es la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masa (Marcano y
Hasegawa, 2002). En la Cromatografia de Gases-Masas, el cromatografo, se
encuentra acoplado al espectrometro de masas de manera que los analitos

separados, anteriormente, en la columna cromatografica penetran directamente
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en la‘camara de ionizacion registrandose asi el espectro de masas de cada uno
de ellos. (Climent et al., 2005).

El espeCtrometro de masas mide razones carga/masa de iones, calentando un
haz de material del compuesto a analizar hasta vaporizarlo e ionizar los diferentes
atomos. El haz_de iones produce un patron especifico en el detector que permite
analizar el compuesto quimic. Se identifica cada uno de los compuestos mediante

librerias (base de datos) comerciales (Marcano y Hasegawa, 2002).

4. Enfermedades transmitidas por los alimentos

La seguridad o inocuidad dedos alimentos es un requisito al que deben conceder
la méxima prioridad tanto_sas instituciones publicas como las industrias
alimentarias (Piedrola, 2002),wa.que el aumento de la densidad poblacional
genera una mayor dependencia de, la produccién de alimentos y por lo tanto se
incrementa la probabilidad de registrar casos de brotes de enfermedades
transmitidas por los alimentos {(ETA’s),4as cuales tienen graves consecuencias en
la salud, causando principalmente trastornos en el tubo intestinal, dolores
abdominales, diarrea y vomito (Bello,~2005).

Las ETA’s se dividen en dos categorfas: A) Enfermedades ocasionadas por la
ingestibn de bacterias vivas en una_ dosis propicia para el crecimiento y
multiplicacion en el alimento, y B) enfermedades ocasionadas por la absorcion de
toxinas sintetizadas por microorganismos durante sus crecimiento sobre un
alimento (Pascual, 2005). No se conoce la incidencia exagta de las ETA"s debido
a las limitaciones inherentes de los sistemas de informacioh epidemioldgica. De
acuerdo al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), las ETA’s
son consideradas enfermedades de caracter relevante para la saladpublica en
México debido a que generan costos substanciales para los enfermos, los
productores de alimentos y la economia nacional, por lo cual son constantemente

monitoreadas (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Casos de enfermedades potencialmente transmitidas por alimentos en

México de 1996 a 2000.

Padecimiento 1996 1997 1998 1999 2000
Colera 1,088 2,356 71 9 5
Fiebre Tifoidea 9,149 12,608 11,546 8,893 7,567
Paratifoidea y.Qtras Salmonelosis 151,895 | 192,967 | 215,155 | 181,239 | 99,722
Shigelosis 32,256 38,140 45,372 39,029 | 36,397
Intoxicacion alimentaria bacteriana 48,267 51,820 35,081 42,661 | 31,665

Fuente: SINAVE,2010:

Las bacterias mas frecuentemente asociados a enfermedades alimentarias son

Salmonella spp,

Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Shigella,

Bacillus cereus, Campilobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,

entre otras. Dentro de las tOxinas destacan las enterotoxinas producidas por

Staphylococcus aureus y Bacillus’cereus (Cuadro 5). Estos llegan a los alimentos

mediante agua contaminada, tierra,.aire, fauna nociva, entre otros (Bravo, 2004).

Cuadro 5. Algunos agentes ausantestde enfermedades transmitidas por los
alimentos (ETA’S).

Agente causante
(enfermedad)

Alimentos tipicos.transmisores

Contaminacion

B. cereus (intoxicaciéon
alimentaria, diarreico)

Productos carhicos, sopas, salsa,
vegetales

De la tierra o el polvo

C. perfringens
(intoxicacion alimentaria)

Pollo y carne defres cocidos

De la tierra y alimentos
crudos

Enterotoxina de S. | Jamén, productos carnicos#y,| Operarios con resfrios,
aureus (intoxicacion | avicolas, pasteleria rellena de )dolor de garganta o
alimentaria) crema, mantequilla batida Yy | cortadas que estén
queso. infectadas, rebanadoras de

carne
E. coli. (infecciones | Alimentos crudos Contaminacion fecal

enterotoxigénicas)

humana, directa o a través

del agua
Salmonella Huevos crudos o mal cocinados, | Alimentossde‘origen animal,
(salmonelosis) leche, carne y pollo crudos infectados y heces
humanas

Fuente: Knabel, 2010.

5. Actividad antimicrobiana de extractos derivados de plantas

Aproximadamente el 20% de las plantas en el mundo han sido sometidas’ a

evaluaciones bioldgicas y/o farmacolégicas generando una cantidad considerable
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de nutevos antibidticos (Suffredini et al., 2004); estas evaluaciones tienen la
finalidad de encontrar alternativas terapéuticas efectivas contra las infecciones
producidas ‘por microorganismos resistentes a los antibioticos y para el control de
contaminacion microbioldgica (Acosta et al., 1998).

El proceso..para encontrar productos naturales, derivados de plantas, con
actividad antimicrabiana implica el examen de los extractos de alguna parte de la
planta de interéss~en ensayos in Vvitro, seguido de un bioensayo con
fraccionamiento guiad0, con extractos activos y por ultimos el aislamiento y
purificacion de los actives constituyentes (Cragg y Newman, 2005). Los
organismo internacionales, Federation of Drugs and Foods (FDA), International
Committee for Susceptibility"Test (ICS), National Committee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS) y Centerfor.Disease Control (CDC), proponen que las
técnicas para ensayos de susceptibilidad a antimicrobianos sean una difusion en
medio solido con discos de carga ‘constante (Kirby-Bauer) dos de dilucion, en
medio sélido y liquido, respectivamente; en las cuales se utiliza una gama de
concentracion del antimicrobiane,) con ‘el” fin de determinar la concentracion
minima inhibitoria(CMI) o menor concentracign del antimicrobiano capaz de inhibir
el crecimiento bacteriano; la eleccionde, la téenica depende en gran medida del
material disponible y de la experiencia del personal.del laboratorio, para asegurar
la exactitud y reproductibilidad (Garcia et al., 1997).

5.1. Difusién en agar

Es el método de eleccibn en el laboratorio por su Sencillez, su exacta
reproduccion, su facil ejecucion, la facilidad de lectura y la. fiabilidad de sus
resultados. Este método consiste en inocular masivamente una placa de agar con
el microorganismo de interés; el extracto impregnado en el disco deypapel filtro
difunde en el medio y después de un tiempo determinado, el microorganismo se
desarrolla en toda la placa excepto alrededor de los discos, en el caso de” que el
extracto presente actividad antimicrobiana. La lectura se lleva acabo midiendo el

diametro de los halos de inhibicion del crecimiento con una regla, esta medida 'se
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expresa en mm, clasificando al microorganismo en sensible o resistente de
acuerdo con el didmetro critico establecido. El didmetro del halo de inhibicion del
crecimiento® expresa la sensibilidad o resistencia del microorganismo: su tamafio
esta influeneiado por el grosor del medio de cultivo, la concentracion o densidad
del inoculo,.Ja carga del disco, entre otros (Garcia et al., 1997). La correlacion
diametro/CMI no se efectla en términos cuantitativos, porque la técnica no es lo
suficientemente €xaeta como para permitir cuantificar con precision las CMI en

relacion a los halos‘de.inhibicién producidos (Prats, 2005).

5.2. Dilucion en agar

En el método de diluciébn en_agar, el agente antimicrobiano es incorporado en el
medio de cada placa que conténga una concentracion diferente del mismo. El
in6culo puede ser aplicado rapida,y simultaneamente a la superficie del agar
utilizando un aparato de replicacién.del inéculo. Las placas inoculadas se dejan
reposar hasta que el inoculo/se-absorba completamente y luego se incuba en
condiciones optimas para el crecimiento del'microorganismo Hood et al., 2003).
La CMI representa la menor concentracion del antimicrobiano capaz de producir
inhibicién total del crecimiento. Es un métode” adecuado para probar muchas
cepas simultaneamente; presenta mejor, reprodueibilidad que el método de
dilucion en caldo; sus desventajas incluyen el trabajosequerido para preparar las

placas de dilucion en agar (Garcia et al., 1997).

5.3. Dilucién en caldo

Este método es apropiado para el estudio simultaneo de varies‘antimicrobianos
frente a un microorganismo (Garcia et al.,, 1997). En esta prueba; los tubos
(macrodiluciéon) o microplacas (microdilucion) contienen concentraciones
crecientes de un determinado antibiotico o extracto. El organismo en ‘estudio es
inoculado en los diferentes tubos o pocillos de la microplaca y la CM\ es
determinada tomando en cuenta la menor concentracion del antibiético o extracto

a la cual se produce inhibicion total microorganismo (Palavecino, 1997).

16



5.4~Epsilon-test (E-test).

Este método ha sido desarrollado més recientemente y representa una sofisticada
combinacion-de los métodos descritos anteriormente. El E-test es mas simple que
otros métodos para obtener una CMI. Utiliza una tira de plastico que contiene
concentraciones'crecientes de un determinado antibiético que van desde 0,016 ug
mL™ hasta 256 |{g-mL". Esta tira se pone sobre una placa de agar que ha sido
inoculada con el micreorganismo en estudio. Después de incubar la placa por 16
a 18 horas, se forma un area de inhibicion de forma eliptica, donde la
concentracion minima inhjbiteria sera la concentracion del antibidtico o extracto,
localizado en la tira, donde ‘intercepte el halo de inhibicion (Palavecino, 1997). El
E-test es un método alternativo para el estudio cuantitativo de la sensibilidad
antimicrobiana del que cabe destacar su sencillez y buena correlacion con la
técnica estandar de dilucion. Es unatécnica con caracteristicas intermedias entre

las técnicas de difusién y dilucion-(Prats;«2005).

5.5. Bioautografia

Es usado como una técnica de seleccion, representa la Unica forma de descubrir
antibiéticos en extracto crudos que han sido fraccionados en cromatogramas de
capa fina o de papel, ya sé que se basa en el efecte-inhibitorio o promotor del
crecimiento del microorganismo expuesto a las fraeciones del extracto o
antibiotico (Touchstone, 1992). Dicha técnica es la combinacién del método de
difusion en agar y la cromatografia, ya que consiste en./«olocar la placa
cromatografica que contiene a los extractos previamente eluidos,“sobre una placa
de agar. Después se vierte el agar liquido que contiene la suspensién:bacteriana
de determinada densidad, de tal forma que el agar liquido cubra la placa
cromatografica, posteriormente se somete a un periodo de incubacién y se
observan las zonas de inhibicion del crecimiento bacteriano (Ramirez'y Diaz,
2007).
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana y la composicion quimica de los aceites

esenciales de lasshojas de Malvaviscus arboreus Cav., Pimenta dioica (L.) Merr.,

Byrsonima crassifolia (L.) Kunth, Psidium guajava L. y Tradescantia pendula var.

Zebrina frente a tres baeterias patogenas.

Objetivos especificos

Evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales por el método de
difusién en agar.

Identificar las componentes activos.de los aceites esenciales mediante el
meétodo de Bioautografia.

Determinar la concentracion .minima inhibitoria y la concentracibn minima
bactericida de los aceites esenciales, utilizando el método de microdilucién en
placa.

Caracterizar la composicion quimicas preliminas”de los aceites esenciales

mediante cromatografia de gases acoplada a masas.
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IV.- MATERIALES Y METODOS

4.1. Acondicionamiento de la materia prima

El material aegetal, tulipancillo, pimienta, nance, guayaba y matali, se adquirid
durante el mes®de Septiembre en el mercado “José Maria Pino Suarez’ de
Villahermosa, Tabasco. Durante la limpieza de las hojas, se eliminaron las que
estaban incompletas”y/o con algun color diferente al caracteristico de cada
especie; a continuacign_se realizo el proceso de lavado mediante inmersion en
agua purificada duranteres minutos, repitiéndolo tres veces con el fin de eliminar
restos de suciedad, insectos; larvas y huevecillos; el agua residual se eliminé
mediante una centrifuga manualypara vegetales. Posteriormente, para secar las
hojas se esparcieron sobre papel de estraza, protegidas de la luz (sombra) a una
temperatura promedio de 32 °C. ‘WYna,vez completado el secado, se redujo el
tamafio de particula en un molino de' martillos y sucesivamente se tamizé en una
malla nimero 60. Finalmente se“envasé en bolsas de polietilieno almacenadas en
recipientes de tereftalato de polietileno (PEF) de boca ancha en un lugar fresco y

SecCo.

4.2. Extraccién de aceite esencial

Los aceites esenciales se obtuvieron de las hojas de_las especies vegetales de
interés por la técnica de hidrodestilacién empleando el eguipo tipo Clevenger. En
el matraz de bola se colocaron 500 g de muestra molida y 3 L.de agua destilada la
cual se mantuvo a 100 °C durante 7 h. El destilado se recolectd en frascos de
vidrio de 250 mL cubiertos de papel aluminio. Posteriormente, el aceite esencial
se separd del producto destilado adicionando hexano residual, en un embudo de
separacion; dicho aceite se depositd en frascos de color ambar, evaporédndose el
hexano residual mediante una corriente de gas nitrégeno, y se almacen6\a 4 °C
(Toncer et al., 2010).
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4.3, _Evaluacion de la actividad antimicrobiana

4.3 4<Activacion de la cepa y ajuste del inoculo

La activacion de las cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella
typhimurium=(ATCC 4028) y Bacillus cereus (ATCC 11778) se realizd en cajas
Petri con Agar Tripticaseina de Soya (TSA) por estrias multiples; se incubo a 28°C
durante 24 h.y,) después de la incubaciébn se realiz6 la propagacion del
microorganismo €p~cajas Petri con Agar TSA sembrando por estrias para su
posterior us6 en los. bioensayos. El inoculo de la bacteria correspondiente
utilizada para los ensayosy’se preparo ajustando al tubo 0.5 del Nefelémetro de

MacFarland equivalente a 1x¥0°® UFC mL™.

4.3.2. Actividad antimicrobiana por la técnica de difusién en agar

Se realizé de acuerdo a los descfitdo por Moulari et al. (2006), para lo cual se
utilizaron discos de papel filtro Whatman No.1 estériles previamente impregnados
con 10 pL de la solucién que 'se_obtuvo de disolver 0.005 g del aceite esencial en 1
mL de hexano, como control positivo se utilizg 10 yL de soluciéon de amikacina al
1% y 10 pL de hexano como control-negative; posteriormente, se distribuyd cada
uno de los discos de papel filtro en yna caja-Petri con agar TSA, previamente
inoculada con 0.1 mL de la bacteria correspondientes~Las cajas Petri se incubaron
a 37°C durante 24 h y después de este tiempo com el Vernier se realizo la
medicion del diametro de la zona de inhibicibn de creecimiento producto de la

accion antimicrobiana de los aceites esenciales diluidos.

4.3.3. Identificacion de los componentes activos de los aceites esenciales
mediante el método de Bioautografia

En seguida, de una solucion diluida de cada aceite esencial al 2% ‘en.hexano
(0.002 g del aceite esencial en 1 mL de hexano) se tomaron 10 yuL con.ayuda de
una pipeta automatica y se impregno el punto de referencia de cada muestra en
dos placas de cromatografia en capa fina (CCF, fase normal), las cuales se

eluyeron en un sistema de hexano-acetona (80:20). Una vez finalizada la elucian,
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a upa placa de CCF, que se utiliz6 como referencia, no se le impregno los
controles, amikacina al 1 % y hexano, y la placa fue revelada con acido
fosfomelibdico; mientras que la otra placa de CCF si se le impregnaron dichos
controles §..se depositd en una caja Petri con 15 mL de TSA. Posteriormente, se
tomé 0.3 mL.de la suspensién bacteriana con 1x10® UFC mL™ el cual se mezclé
en 30 mL dejagar, TSA (previamente desgelificado y atemperado), se agito
suavemente y se midieron 10 mL de la suspension en un tubo Falcon, teniendo
una concentracion finahde 1 x10° UFC mL™, que se adicionaron sobre la placa
cromatografica cuidando de cubrir totalmente la misma. Una vez que gelifico el
agar TSA, la placa se dej6 incubando en una estufa bacteriol6gica durante 24 h a
37 °C. Cuando finalizo el periodo de incubacion se inicio la fase de revelado, para
la cual se adicionaron 3 mL de-gloruro de 2,3,5-trifenil-2H-tetrazolio (MTT) al 1% a
la placa y se dejo en agitacion constante dentro de un orbitador durante una hora.
La presencia de bacterias vivas s&observd por la coloracién rojo intenso; se
evalué la presencia de los shales de=inhibicibn y se compard con la placa
cromatografica revelada con acida fosfomelibdico para corroborar la presencia de
fracciones con actividad antimicrobiana registrando su R; (referencia frontal)
(Moulari et al., 2006).

4.3.4. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida
por el método de microdilucion en placa

Primeramente se inocul6é S. aureus, S. typhimurium y B. cereus en Caldo Mueller
Hinton (MHB) ajustando la turbidez al patron 0.5 del Nefelometro de MacFarland.
Por otra parte, se diluyd el aceite esencial de cada muestra al 2% en
Dimetilsulfoxido (DMSO). Posteriormente, se procedié a llenar losp0zos de una
microplaca estéril: a la primera columna de los pozos se le adicionaron/190 pL de
caldo MHB y 10 pL del aceite esencial diluido, el resto de los pozos se-llenaron
con 100 pL de caldo MHB. Seguidamente, con la ayuda de una pipeta multicanal,
se agitd 2 veces en sentido horario, succionando y depositando de nuevo dentto

del mismo pozo; este procedimiento se repitid cinco veces con la finalidad de
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mezelar homogéneamente el aceite esencial con el medio MHB; después se
transfirieron 100 pL de esta mezcla a la siguiente columna de pozos y asi
sucesivamente hasta la columna de pozos que contiene la ultima concentracion
del aceitelesencial, descartando los ultimos 100 pL de la dilucion. En el caso de
los controles,¥en los pozos del control positivo, se adicionaron 98 puL de medio
MHB, 2 L de @mikacina al 1% y 100 pL del microorganismo a evaluar con una
concentracion de” x40 UFC mL™. Los pozos de control negativo de DMSO, se
llenaron con 190 uk.de medio MHB mas 10 pL de DMSO y 100 pL del
microorganismo a la concentracion anteriormente citada. Con respecto al control
negativo del microorganismoy se adicionaron 100 pL de medio MHB y 100 uL del
microorganismo a la concehtracion anteriormente citada y, por ultimo, los pozos
gue contenian el control negativo se llenaron con 200 pL de medio MHB. La
concentracion final de los AE qued& comprendida en un rango de 20 mg mL™, 10
mg mL™, 5 mg mL™?, 2.5 mg mL™, 25 mg mL™?, 0.62 mg mL™?, 0.31 mg mL'y
0.0156 mg mL™. La microplaca sesincub6:a737 °C durante 18 h (Andrews, 2001).

Para la determinacion de la Conecentracion Minima Inhibitoria (CMI), se observo
visualmente la presencia de turbidez-en los*pozos y se adicionaron 100 pL de
MTT al 1%. La presencia de las bacterias vivas_se confirmd por una coloracion
roja segun la técnica realizada por Andrews (2001). Posteriormente, para la
determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB), se realiz0 una
réplica de la microplaca tomando 1 pL de cada pozo y.se depositd en una caja
con medio MHB la cual se incub6 a 37 °C durante 24 h observando la presencia o

ausencia de bacterias (Taylor et al., 1983).

4.3.5. Identificacion de compuestos en los aceites esenciales por
cromatografia de gases- espectrometria de masas

Se utilizé un cromatégrafo de Gases Marca Agilent Technologies 6890N.acoplado
a un detector selectivo de masas 5973N. Las condiciones cromatogréaficas’fueron
las siguientes: inyeccion de modo Split: 1 uL del AE a una concentracion de”1%

en hexano en una columna HP5 MS Fenil, con didmetro interno de 0.25 myL y.
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longitud de 30 m, empacada con metil silicona; como gas acarreador se utilizd
Helie“Grado cromatogréfico, a flujo constante de 1 mL min™. Las muestras se
analizaron, a una temperatura inicial de 60 °C por min después de la inyeccion,
incrementando a 260 °C con un gradiente de 10 °C por minuto. La identificacion
de los compuestos en el aceite Split se realiz6 mediante la comparacion entre los
patrones de fragmentacién de cada compuesto y los compuestos de la biblioteca
NIST 02L (Pala-Paudket al., 2005; Pala-Padul et al., 2007; Raseetha et al., 2009).

4.3.6. Disefio experimental’y analisis estadistico.

Para la actividad antimicrobiana por la técnica de difusion en agar, se realiz6 un
disefio completamente al azar.con una distribucion factorial 4x3: Cuatro especies
vegetales: tulipancillo, pimienta,. nance y guayaba; tres microorganismos
(Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium y Bacillus cereus) con un total
de 12 tratamientos, con tres repeticiones. Para determinar si existian diferencias
significativas en cada uno de lgs.tratamientos, se realiz6 un analisis de varianza y
se aplico la prueba de comparaciones de medias de Tukey al nivel de significancia
del a<0.05.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Extraccion de aceite esencial

El rendimiento de aceite esencial AE de las hojas de las especies vegetales
estudiadas se'presenta en el Cuadro 6 encontrando que el mayor rendimiento fue
para Malvaviscus arboreus 0.043+0.016 % y en, orden decreciente, Pimenta dioica
0.027+0.005%, “Psidium guajava. 0.011+0.006%, Byrsonima crassifolia
0.004+0.004% y Tradeseantia pendula var Zebrina 0%.

Cuadro 6. Rendimiento (%) de los aceites esenciales.

Especie vegetal Rendimiento de AE (%)
Pimienta (Pimenta dioica'(k?) Merr.) 0.027+0.005
Nance (Byrsonima crassifolia((L,) Kunth) 0.004+0.004
Guayaba (Psidium guajava’L.) 0.011+0.006
Matali (Tradescantia pendula.var. Zebrina) 0.0
Tulipancillo (Malvaviscus arboreus Cav.) 0.043+0.016

Todos los datos estan expresados en'base a la media + desviacién estandar (n=3).
El porcentaje estan en masa/masa (mg_de AE/ 100g°de material vegetal seco).

Un porcentaje inferior fue determinado por Boughalleb.et al. (2005), para el aceite
esencial de la hojas de tulipancillo con un rendimiento de 0.005%, destacando que
dicho aceite esencial fue obtenido el método de arrastre.de vapor, siendo ocho
veces mas bajo a lo determinado en el presente trabajo (0.043%) Para el caso del
aceite esencial de la hoja de pimienta se ha reportado rendimientos de 0.7-2.9%
(Rao et al., 2010), destacando gue el aceite esencial fue obtenido pertarrastre de
vapor, valor que es mayor a lo determinado en este estudio. Par\otra parte,
Aparecida de Oliveira et al. (2009), reportaron un rendimiento de 1.02% " para la
hoja de la misma especie cultivada en Brasil, secadas en una estufa de ventilacion
forzada a 50 °C durante 5 h, siendo un valor mayor al obtenido en la presente
investigacion. Con respecto al rendimiento de los aceites esenciales de las hojas

de guayaba y nance no se encontraron datos en la literatura consultada acerca de
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dichoparametro. Debido a que en las hojas de matali no se obtuvo rendimiento de

aceite’esencial, se decidio descartar esta especie de los analisis posteriores.

5.2. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

5.2.1 Actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar

Los aceites esenciales de las hojas de las cuatro especies vegetales presentaron
actividad antimicrobiana tanto para Staphylococcus aureus como Bacillus cereus,
con halos de inhibicionde 8.0+1.7 mm hasta 17.06£2.9 mm y 13.46+2.2 mm hasta
18.16£3.2 mm, respectivamente; Sin embargo, Salmonella typhimurium presento
mayor susceptibilidad al aceite esencial de la hoja de Malvaviscus arboreus Cav. y
Pimenta dioica L. Merr presentando halos de inhibicion de 21.8+0.8 mm vy
19.4645.1 mm, respectivamente-(Cuadro 7), valores semejantes a los registrados
para el control, amikacina, el cual fegistro un diametro de inhibicion de 22.83+2.7
mm. El microorganismo que present§ mayor sensibilidad a los aceites esenciales
de las hojas de las cuatro eSpecies estudiadas fue Bacillus cereus. Mientras que
Salmonella typhimurium fue susegeptible al/aceite esencial de la hoja de Pimenta
dioica (L.) Merr. y Malvaviscus arboreus Cav.

Cuadro 7. Actividad antimicrobiana por el método«de-difusion en agar de los AE.

Aceite esencial al 5% Halos de.inhibicion (mm)
S. aureus S. typhimurium B. cereus

Pimienta 17.06° +2.9 19.46%%5.1 13.46°+2.2
(Pimenta dioica (L.) Merr.)
Nance 15.3°+5.2 0.0 18.16°+3.2
(Byrsonima crassifolia (L.) Kunth)
Guayaba 8.0°+1.7 0.0 13.8°+1.2
(Psidium guajava L.)
Tulipancillo 10.0* 2.0 21.8°+0.8 1M.2°+1.5
(Malvaviscus arboreus Cav)
Amikacina 1% 23.839+2.7 22.837+2.7 28.967+2)2

Todos los datos estédn expresados en base a la media + desviacion estandar (n=3).

Letras diferentes indica diferencias estadisticamente significativamente (Tukey, a=0.05).
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En estudios realizados por Gouvech y Girova (2009) con AE comercial de hojas de
Pimenta. dioica (L.) Merr, reportaron que S. aureus presentd un halo de inhibicion
de 41.77mm mientras que el valor obtenido en el presente estudio fue menor
(17.06£2.9.mm) debido a que se utilizé el AE crudo. Sin embargo, Girova et al.
(2010) reportaron que el AE de las hojas de Pimenta dioica L. inhibieron el
crecimiento de bacterias Gram positivas con un halo de inhibicion de 12-13.7 mm
y para Gram negativas de 10-11 mm, al comparar con los resultados obtenidos se
observan los halos de-inhibicion fueron mayores para Gram positivas (B. cereus y
S. aureus) entre 13 y 17 mm, y de igual manera para la bacteria Gram negativa
(S. typhimurium) que presentd un halo de inhibicion de 19 mm. Para las otras

especies vegetales no se reportan datos en la literatura.

5.3. Identificacién de los compoOnentes activos de los aceites esenciales
mediante el método de Bioautografia

En el cuadro 8 se muestran las_referencias frontales (Ry) para los AE estudiados.
En el aceite esencial de la hoja dé\pimienta’se encontré un compuesto (fraccién 4)
con un R de 0.42 cm y con™actividad® antimicrobiana frente a los tres
microorganismos estudiados (Bacillas)y cereuS,. Salmonella typhimurium vy
Staphlococcus. aureus) mientras que para Staphylecoccus aureus también fue
activa la fraccion 3 con un R¢ de 0.34 (Figura 2). El aceite esencial de la hoja de
tulipancillo solo present6 una banda de inhibicion de crecimiento en
Staphylococcus. aureus sin definirse fracciones espeeificas (Figura 2). No
obstante, el aceite esencial de la hoja de guayaba presento_tres fracciones de
inhibicion referentes a los compuestos 2, 3 y 4 (Rf de 0.5,.0.56 y 0.68 cm,
respectivamente). Por otra parte, los AE de las hojas de nance~y‘tulipancillo
mostraron actividad frente a Staphylococcus aureus sin fracciones ‘definidas. Es
importante  mencionar que podria existir un sinergismo en los cempuestos
presentes en el aceite esencial de las hojas de nance y guayaba frente a Baeillus
cereus debido a que dichos aceites esenciales presentaron actividad

antimicrobiana por el método de difusion en agar pero evaluando las fracciones de
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am AE por el método de bioautografia ninguno presento actividad. El aceite
esencial. de las hojas de Tulipancillo también podria presentar el mismo efecto
pero }‘Salmonella typhimurium y Bacillus cereus ya que las fracciones
generada{per el método de autobiografia no presentaron actividad pero por el
método de c&n en agar el aceite esencial si presento dicha actividad.

&

Cuadro 8. Referengias frontales en cromatografia en capa fina para cada fraccion
activa de los aceite nciales.
. . 9) Riencm
Aceite esencial de . —
(61 S. aureus S. typhimurium B. cereus
Pimienta (/ Fraccion 3y 4 Fraccion 4 Fraccion 4
(Pimenta dioica (L.) Merr.) < | R;:0.34y0.42 R¢:0.42 R¢: 0.42
Tulipancillo )
(Malvaviscus arboreus Cav) P A S-A S-A
Nance ®
(Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) V\ A S-A S-A
-
Guayaba %Fracdé?, 3y4
- : S.A SA
Psidium guajava L. :0.5, 0156,y 0.68
( guaj ) 7R 56y

A= Activo, S.A= Sin actividad. vV (,/((
7 Mo

Figura 2. Placa de bioautografia de los AE de las espe
vegetales frente a S. aureus. a) Placa cromatografica revela
con acido fosfomolibdico; b) Placa cromatografica del bioensayo

de bioautografia. (P: Pimenta dioica (L.) Merr, T: Malvaviscus ;‘0
arboreus Cav., N: Byrsonima crassifolia (L.) Kunth, G: Psidium guajava
L., A: Amikacina). O

4
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En elsaceite esencial de las hojas de pimienta (Pimenta dioica (L.) Merr) obtenido
por ‘arfastre de vapor, Borgez-Argaez et al. (2010) reportaron que la fraccion 4,
con un«Rf.de 0.5 cm, inhibid el crecimiento de Staphylococcus aureus, dato que
concuerda’.con lo determinado en el presente estudio. Para las otras especies
vegetales no.se.encontraron datos en la literatura consultada, siendo estos datos
lo primeros reportes que se obtienen para los aceites esenciales de las hojas de

Malvaviscus arboreus\Cav., Byrsonima crassifolia (L.) Kunth y Psidium guajava L.

5.4. Concentracién minima inhibitoria (CMI) por el método de microdilucién
en placa
El microorganismo mas susceptible a la presencia de los aceites esenciales de las

hojas de P. dioica (10 mg mL ™ )#P.guajava (5 mg mL "), B. crassifolia (20 mg mL )

y M. arboreus (20 mg mth) fue Bacillus cereus. El aceite esencial de la hoja de P.
guajava presenté la menor CMP (5 mg mL™) para inhibir el crecimiento de dicha
bacteria seguido de P. dioica” (0 mg wiL™?) y, por Gltimo B. crassifolia y M.
arboreus a las concentraciones.'de 20 mgrmL™ (Cuadro 9). En el caso de
Staphylococcus aureus, P. dioica (10.mg mL™Y):B: crassifolia (20 mg mL™) y M.
arboreus (20 mg mL™) inhibieron Su ‘crecimiehto, mientras que Salmonella
typhimurium fue el microorganismo menes susceptible, ya que solo dos de ellos
(P. dioica y P. guajava) inhibieron el crecimiento a concentraciones de 20 y 10 mg
mL™, respectivamente.

Borgez- Argaez et al. (2010) reportaron que el aceite esencial de la hoja de P.
dioica, obtenido por arrastre de vapor, presentd una CMI de 6:25-mg mL™ frente a
Staphylococcus aureus, por el método de microdilucion en placa, valor que es
menor a lo obtenido en el presente estudio. Si bien no se encontraron reportes
para el aceite esencial de las hojas de Byrsonima crassifolia referentes a la
concentracion minima inhibitoria, el resultado reportado en el presente trabajo era
de esperarse ya que diversas especies y estructuras de Byrsonima han mastrado
actividad antimicrobiana. Rivero-Cruz et al. (2009) determiné que el extracto

diclorometanico de corteza de Byrsonima crassifolia presentdé actividad
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. . , . . . -1
antimicrobiana por el método de microdilucion en placa, una CMI de 63 mg mL
en contra de Staphylococcus aureus.

Cuadro 9£Cencentracion minima inhibitoria (mg mL ) de los aceites esenciales.

Aceites ‘esenciales de hojas s typhi?nl\ﬂlri(ur;g mL_l)Sij Li(;eui;e esen;i-a(':ereus
(PFLTrllirr]wttz dioica (C.)Merr.) 20 10 10
gi?éiksr?guajava L.) 10 S.A 5
?Bi/?ggnima crassifolia L. Kunth) S.A 20 20
-(rl\ljg?v?vﬁglcous arboreus Cav.) S.A 20 20

CMI= Concentracion minima inhibitofia, S.A= Sin actividad.

Aungue no se encontraron dates reportados en la literatura consultada para el
aceite esencial de hojas de Psidium guajava, existen reportes de extractos con
otros solventes para Psidium guajava. que muestran actividad antimicrobiana por
el método de microdilucion. Rogéirg et,al. (2005)+eportaron que los extractos de

Psidium guajava obtenidos por maceracion (etanel;, agua) de hoja, raiz y corteza

-1
presentaron en dicha actividad, valores=de CMI de 0.5, 0.25 y 0.12 mg mL ,
respectivamente, frente a Staphylococcus aureus. Barbieri et al. (2002) reportaron

una CMI de 0.25 mg mL_1 frente a Staphylococcus aureus.con el extracto etanol-
agua (90:10) de hojas de Psidium guajava. Analizando los_datos anteriormente
expuestos, se puede establecer que la hoja de Psidium sguajava presenta
compuestos con actividad antimicrobiana aun cuando la concentracién evaluada
(2% en DMSO) no es suficiente para inhibir el crecimiento de Staphylococcus
aureus a concentraciones de 1x 108 bacterias mL™. Finalmente, no se entontraron
datos en la literatura consultada para el aceite esencial de la hoja de Malvaviscus

arboreus.
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5.5 Goncentracion minima bactericida (CMB) por el método de microdilucién
en placa

El aceite esencial de la hoja de Pimenta dioica presenté actividad bactericida
frente a Staphylococcus aureus y Bacillus cereus a concentraciones de 20y 2.5
mg mL?, respectivamente, mientras que Salmonella typhimurium requirié de una
concentracion (de) 20 mg mL™* de aceite esencial para mostrar efecto
bacteriostatico (Cuadro_10). Por otro lado, el aceite esencial de la hoja de Psidium
guajava requiri6 de”eencentraciones de 5y 10 mg mL™ del AE para presentar
efecto bactericida en Bacillus cereus y Staphylococcus aureus; mientras que el
aceite esencial de dicha especie demostro efecto bacteriostatico para Salmonella
typhimurium a la méaxima ceneentracion utilizada en el estudio (20 mg mL™). El
aceite esencial de la hoja de“Byrsonima crassifolia fue el menos efectivo para
eliminar a las cepas de los microorganismos (Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium y Bacillus cereus) yatqgue presentd efecto bacteriostatico a una
concentraciéon de 20 mg mL™ mientras-qué’Malvaviscus arboreus requirié de una
baja concentracion (5 mg mL™) dél aceite‘eSencial para eliminar a Bacillus cereus,
no asi para Salmonella typhimuritm=que requiri6 la maxima concentracion de
aceite esencial estudiada en el presénté estudio’(20 mg mL™) para eliminarlo. En
el caso de Staphylococcus aureus, el adeité esencialrequirié de 20 mg mL™ para

presentar efecto bacteriostéatico.

Cuadro 10. Concentracién minima bactericida (mg mL™) de‘aceites esenciales.

_ _ _ CMB (mg mL™) de aceité\esencial
Aceite esencial de hojas N\
S. aureus S. typhimurium B. cereus
. . 20 20 2.5
Pimenta dioica (L.) Merr. Bactericida Bacteriostatico Bactericida
Psidium guajava L lO' . 20 o 5. .
' Bactericida Bacteriostatico Bactericida
) e 20 20 20
Byrsonima crassifolia (L.) Kunth Bacteriostatico Bacteriostatico Bacteriostatico
Malvaviscus arboreus Cav 20 L 20. . 5. .
' Bacteriostatico Bactericida Bactericida

CMB= Concentracion minima bactericida.
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5.6~"ldentificacibn de componentes por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS)

5.6.1. Compeosicion quimica del aceite esencial de la hoja de Pimenta dioica
(L.) Merr

En el aceite esencial de la hoja de Pimenta dioica (L.) Merr se identificaron 10
compuestos principales con un tiempo de retencion (tg) entre 6.61 y 30.20 min
(Anexo 1); dentro deeStos compuestos destaca el eugenol con un porcentaje del
94.86%, seguido del a<terpineol con 2.45% como compuestos mayoritarios, y en
menor porcentaje el ester metilico del acido cinadmico con 1.06%, un compuesto no
identificado con 0.90%, Oxido_de cariofileno con 0.72% y de 4-terpineol, eucalipto,
cariofileno, a-selineno y p—selineno en una abundancia menor de 0.01% (Cuadro
11).

Cuadro 11. Compuestos del/aceite esencial de la hoja de pimienta (Pimenta
dioica L. Merr)

Compuesto Tiempo'de Retencion (min) Abundancia (%)
4-Terpineol 11.62 >0.01
Eucaliptol 6:61 >0.01
Cariofileno 21.24 >0.01
Oxido de cariofileno 27.51 0.72

Ester metilico del

= o 20.10 1.06
acido cinamico

Eugenol 19.28 94.86
No identificado 30.20 0.90
a-Selineno 24.20 >0.0%
a-Terpineol 12.18 2.45
B-Selineno 23.84 >0.01

Se ha reportado que el principal componente del aceite esencial de las hoja“de

Pimenta dioica (L.) Merr es el eugenol con una abundancia del 95% (Rao et al.,
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2010)"valor muy cercano a lo determinado en este trabajo. Jirovetz et al. (2007)
también.reportaron que el aceite esencial comercial de la hoja de Pimenta dioica
L. MerrsContiene eugenol (76.02%), a—selineno (1.04%), 4-terpineol (0.19%), a-
terpineol (0:09%) y B-selineno (0.52%). Aparecida de Oliveira et al. (2009)
destacaron ‘gue. el eugenol se mantiene como componente mayoritario en
porcentajes de @bundancia de 78.57 y 72.87 % para las condiciones de secado
directo al sol y setado en estufa, respectivamente.

5.6.2. Composicion quinrica del aceite esencial de la hoja de Psidium
guajava L.

El aceite esencial de la hoja_de Psidium guajava L. presentd como compuestos
mayoritarios (Cuadro 12): al“eugenol (33.84%), cariofileno (7.08%), Oxido de
cariofileno (7.02%), B-bisaboleng’ (4.62%), longiborneol (4.33%) y nerolidol
(3.48%). Su espectro de masas_se puede consultar en el anexo 2.

Se ha reportado que el eugengl.es uno-d€ los principales componentes del aceite
esencial de la hoja de Psidium/guajava’ k., y que contiene, ademas, a-pineno,
limoneno, mentol y compuestos™ volatiles¢'como [-cariofileno, B-bisaboleno,
cariofileno, B-copaeno y eucaliptol en”menores” porcentajes (Joseph and Priya,
2011). La mayoria de estos compuestos también fermaron parte de la composicién
guimica del aceite esencial de la hoja de guayaba utilizado en el presente estudio.
Por otro lado, Karin de Lima et al. (2010) reportaron como compuestos
mayoritarios al selin-11-en-4-a-ol (22.19%), 1,8-cineol (12:83%), trans-cariofileno
(8.89%), 6xido de cariofileno (9.09%), guaieno (6.74%), a-selineno (5.79%) vy
cadinol (8.18%) en el aceite esencial de la hoja de Psidium‘guajava (variedad
silvestre) haciendo hincapié en que dicha especie fue cultivada en Brasil.

Adam et al. (2007) también reportaron diferentes compuestos mayoritarios para la
misma especie pero cultivada en Tahiti, destacando al 1,8-cineol (4.85%), B-
cariofileno (17.14%), cariofileno (0.24%), limoneno (6.41%), a-selineno?(5:79),
cadinol (8.18%), nerolidol (5.02%), a-cadinol (12.36%), valenceno (14.90%) y

biciclogermacreno (15.31%). Con los datos anteriormente expuestos, puede
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mengionarse que las diferencias etnogeograficas establecen una variacion entre la
compesicion y la abundancia de los componentes quimicos (Toncer et al., 2010,
Cristiani“et, al., 2010, Powell y Raffa, 1999, Pala-Paul et al., 2005, Amna et al.,
2010, Mejia-et al., 2007, Quintero et al., 2004).

Cuadro 12. Principales compuestos del aceite esencial de la hoja de guayaba (P.

guajava L.)

Compuestos Tiempo de Retencion (min) | Abundancia (%)
Acoradieno 22.97 0.55
Cariofileno 21.25 7.08
Cis a-bisaboleno. 24.65 2.02
Copaeno 19.50 0.53
Eugenol 19.17 33.84
Longiborneol 30.25 4.33
Nerolidol 27.06 3.48
Oxido de cariofileno 27.57 7.02
Selineno 24.22 4.0
a —Cariofileno 22.54 1.25
a -Terpineol 12.15 0.83
a-Bisabolol 31.41 0.47
B-Bisaboleno 24,89 4.62

5.6.3 Composicion quimica del aceite esencial desa hoja de Malvaviscus
arboreus Cav.

El analisis de GC-MS del aceite esencial de las hojas de tulipancillo (Malvaviscus
arboreus Cav.) permitié identificar dos compuestos, el eugenaly, diclorobenceno
(Cuadro 13, Anexo 3), en abundancias menores a 0.01%. Se puede establecer
qgue dicho aceite es pobre en compuestos aromaticos, razon por la-cual no se
pudieron analizar en el GC-MS, ya que son no volatiles. Es importante mencionar
que no se han reportado estudios de aceite esencial de tulipancillony sus

componentes en la literatura consultada.
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Cuadro 13. Composicion quimica del aceite esencial de la hoja de tulipancillo (M.

arboreus Cav)

Compuestos Tiempo de Retencion (min) Abundancia (%)
1-44diclorobenceno 6.10 >0.01
Eugenol 19 >0.01

5.6.4. Composicion quimica del aceite esencial de la hoja de Byrsonima

crassifolia (L.) Kunth:

El andlisis por GC-MS*del aceite esencial de la hoja de nance (B. crassifolia (L.)

Kunth.) presenté un “eSpectro de masas complejo (Anexo 4), donde se

identificaron tres compuestos: el 1-4- diclorobenceno, curcumeno y 1-(1,5-dimetil-

4-hexenil)-4-metilbenceno en abundancias menores al 0.01% (Cuadro 14, Anexo

4). Este puede ser de los primeros*reportes sobre la composicién quimica de los

aceites esenciales de esta especie,”ya que en la literatura no se han reportado

aceites esenciales de nance y4a composicion quimica del mismo.

Cuadro 14. Principales compuestos del aceite.esencial de la hoja de nance (B.
crassifolia (L.) Kunth).

Compuestos Tiempo de retencién (min) | Abundancia (%)
1-4-diclorobenceno 6.10 >0.01
1-(1.,5-d|metll-4-hexenll)-4- 23 82 >0.01
metilbenceno

Curcumeno 30.16 >0.01
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VI. CONCLUSIONES

Pimienta’(Pimenta dioica (L.) Merr.)

¢ El aceiteresencial de la hoja de pimienta presento actividad antimicrobiana por
el métoda de difusién en agar frente a S. aureus y B. cereus.

¢ El métodorde bioautografia permitio identificar en el aceite esencial de la hoja
de pimienta\ fracciones que inhibieron el crecimiento de B. cereus, S.
typhimurium S, aureus.

e El eugenol es_el”principal componente del aceite esencial de la hoja de
pimienta siendo¢analizado por cromatografia de gases- espectrometria de
masas (CG-MS).

Guayaba (Psidium guajava L)

e El aceite esencial de la h0ja de guayaba ejercid actividad antimicrobiana
frente S. aureus y B. cereus’per, el método de difusion en agar.

¢ Se identificaron fracciones activas en el aceite esencial de esta especie que
inhibieron el crecimiento de S. ‘aureus.

e El analisis de cromatografia de\gases- espectrometria de masas (CG-MS)
detect6 que el principal componente-del aceite esencial de la hoja de guayaba
es el eugenol.

Nance (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth)

¢ El aceite esencial de la hoja de nance demostrostener actividad antimicrobiana
por el método de difusion en agar frente S. aur€us y B. cereus.

e Por el método de bioautografia, el .aceite esencial de la hoja de nance
presentd actividad antimicrobiana frente a S. adreus sin definir fracciones
especificas.

e La composicién quimica del aceite esencial de la hgja/de esta especie esta
conformada por 1-4- diclorobenceno, curcumeno y 1-(1,5-dimetil-4-hexenil)-
4-metilbenceno, todos a la concentracibn minima_ deétectada por el
cromatodgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas.

Tulipancillo (Malvaviscus arboreus Cav.)

e El mayor rendimiento de aceite esencial se obtuvo de la hoja de tulipancillo
por el método de hidrodestilacion.

¢ Dicho aceite es pobre en compuestos aromaticos, ya que contiene eugenol y
diclorobenceno, compuestos identificados por cromatografia de Qgases-
espectrometria de masas (CG-MS).

e El aceite esencial de la hoja de esta especie inhibié el crecimiento de (S.
aureus y B. cereus por el método de difusion en agar.
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e _Por el método de bioautografia, el aceite esencial de la hoja de tulipancillo
inhibié el crecimiento de S. aureus sin definir fracciones y/o componentes
especificos.

Matali (Tradescantia pendula var. Zebrina)

e Por el metodo de hidrodestilacion no se obtuvo aceite esencial de la hoja de
matali.
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VI, ANEXOS

Anexos1.,Cromatograma del aceite esencial de la hoja de pimienta (Pimenta
dioica (L){Merr.)
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Anexo0_.2. Cromatograma del aceite esencial de la hoja de guayaba (Psidium

guajava’l.)
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Anexo_. 3. Cromatograma del aceite esencial de la hoja de tulipancillo

(Malvaviscus arboreus Cav.)

Abundance b pl DS gy S
At coocoo
Tosoocoo
A ocoococoo
Scsoocoo
SCooooo
ssoocoo
sooooo
—Fsoooo
rFooooo
ssoocoo
sooooo
sEsoooo
sooooo
asoooo
aocoooo
Esoooo
=ooooo
msoooo
m—ooooo
A soocoo

A ocoocoo
soooo

=s oo ao!loo asloo Zoeloco =sloo =olocoo =slooc acloo
Time -->

Scan 1222 (12.911 min): SIA. D {12735
Abundance Tes

Eugenol
E000
7000
€000
5000

4000
149
3000 a7 103 124

51
S8 121

1000 &5 ‘
45
N T -

ol |1 IIE“.L‘ ”\u:li T
10 20 =20 40 50 80 70O 20 50 1001107120120140150160170180150200210

2000

Mz

Abundance Sean 217 (5.091 min): SIAD (-172) ()
146

2000
5000 Diclorobenceno
7000
G000
5000
4000 111
3000
2000

50
1000

o
. GO M IR TR | T 207
T T T 1 T T T T T T T T

T T LA RSN R R
10 20 30 40 S0 &0 70 50 S0 100110120120140150160170150190200210

miz =»

48



Anexo_4. Cromatograma del aceite esencial de la hoja de nance (Byrsonima

crassifolias(L.) Kunth.)
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