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RESUMEN

Las plantas aromaticas, son consideradas de gran interés por la gran cantidad de
compuestos bioactivos presentes en ellas. Los extractos de plantas tienen una
fuerte actividad antimicrobiana, ya que inhiben el crecimiento y supervivencia de
microorganismos tanto bacterias, protozoos y hongos. El objetivo fue evaluar la
actividad antibacteriana de extractos de orégano en bacterias gram negativas y
positivas. Metodologia: Recoleccion de la planta de orégano (Origanum spp.),
preparacion de los extractos, caracterizacion quimica por cromatografia de gases
y evaluacion de la actividad antimicrobiana por el método de difusién en disco. Los
principios activos presentes en mayor concentracion fueron el terpineno con
15,700 mg/mL en el extracto alcohdlico, seguido por el carvacrol (165 mg/mL) y
timol (24 mg/mL) para el extracto oleoso. El extracto de orégano con mayor
actividad antibacteriana frente a las bacterias evaluadas (Escherichia coli,
Clostridium spp, Salmonella spp. Pseudomona spp. Staphylococcus aureus y
Streotococcus spp.) fue el oleoso, ya que es el extracto que tienen la mayor
concentracion de los principios activos. Los extractos acuosos (coccion e infusién)
tienen halos de inhibicién nulos, por lo que no inhiben el crecimiento de las
bacterias. Se encontr6 que la accion biolégica de los extractos, depende de la
composicion quimica y concentracion de principios activos, asi como el método de
preparacion de los mismos. Los extractos de orégano oleosos, podrian ser
utilizados como alternativa en medicina para nuevas fuentes terapéuticas contra
las bacterias resistentes a los antibioticos.

INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas como una alternativa en medicina
tradicional alrededor del mundo por milenios. Las plantas aromaticas, son
consideradas de gran interés por sus propiedades organolépticas, quimicas y
medicinales, debido a la gran cantidad de compuestos bioactivos presentes, los
cuales tienen grandes beneficios nutracéuticos y son ampliamente utilizados como
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tratamiento para enfermedades de la piel, digestivas, respiratorias, entre otras,
ademas con fines antivirales y antimicrobianos?, aprovechando este Ultimo efecto
muchos de los antibidticos actualmente utilizados para tratar infecciones
bacterianas fueron aislados a partir de plantas aromaticas?, los cuales
proporcionan nuevas fuentes terapéuticas contra las bacterias resistentes a los
antibidticos.

Estudios muestran que las plantas aromaticas de la familia Lamiaceae
tienen efecto antioxidante y antibacterial, esto atribuido a la gran cantidad de
compuestos fendlicos, flavonoides y terpenoides presentes en las planta3. Dentro
de esta familia, el orégano (Origanum spp.), es probablemente una de las plantas
mAas usada cuyos extractos y aceites son particularmente ricos en monoterpenos
fendlicos principalmente carvacrol y timol?.

Los extractos de plantas son compuestos lipofilicos arométicos con una
fuerte actividad antimicrobiana, que inhiben el crecimiento y la supervivencia de
una serie de microorganismos tanto para bacterias, protozoos y hongos®.
Quimicamente los extractos son una mezcla de varios compuestos, principalmente
de compuestos fendlicos, flavonoides y terpenoides. El extracto de orégano tiene
una alta capacidad antioxidante cuando se compara con otras hierbas
medicinales®. Los principales constituyentes quimicos del orégano, son el
carvacrol, timol, a-terpineno, limoneno y linalol dependiendo del origen y tipo de
planta, estos compuestos posen efectos antimicrobianos y antioxidantes”.

Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de diferentes
extractos de orégano; por lo que se ha documentado que el aceite esencial de la
especie del género Origanum presenta actividad contra bacterias gram negativas
como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia
enterocolitica y Enterobacter cloacae; y bacterias gram positivas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y
Bacillus subtilis, pero no contra Pseudomona aeruginosa®. Tienen ademas
capacidad antifungicida contra Candida albicans, C.tropicalis, Torulopsis glabrata,
Aspergillus Niger, Geotrichum y Rhodotorula®.

METODOLOGIA
Recoleccion de la planta de orégano

La planta de orégano, se recolecté en el mes de septiembre 2014 en el municipio
de Valparaiso, Zacatecas, México, la cual se dejo secar a temperatura ambiente
durante 2 semanas después del corte. Se deshidratd a 45 °C en un horno Thermo
Scientific ® durante 24 h.
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Preparacion de los extractos

La preparacion de los extractos fue a partir de una mezcla de hojas, flores y tallos
de la planta deshidratada y triturada. Los extractos fueron preparados en tres
medios diferentes; acuosos, alcohélicos y oleosos.

+Extracto Acuoso

Para un medio acuoso se obtuvieron dos preparaciones: Coccion e Infusion. Se
uso una relacion de 25 g de muestra molida de orégano por cada 200 mL de agua
destilada. Para la coccion, se hirvio la planta deshidratada en agua durante 30
min., se dejo reposar 10 min. En la preparacion de infusion, se hirvié el agua
durante 5 min., posteriormente se afiadio la muestra de orégano y se dejo reposar
durante 10 min.,para ambos extractos se filtr6 a través de papel de filtro (Whatman
no. 4) y se almacend en frascos ambart®i,

+Extracto Alcohdlico

La extraccion alcohdlica, se realizé utilizado una relaciéon de 25 g de muestra
molida por cada 200 mL de etanol:agua (80:20, v/v), la mezcla se coloc6 en
frascos ambar y se dejé macerar durante un mes con agitacion cada tercer dia, se
filtr6 a través de papel de filtro (Whatman no. 4) y finalmente, el 70% del volumen
total del solvente se vaporizé en un extractor tipo Soxhlet a 85°C*2,

+Extracto Oleoso
El extracto oleoso, se obtuvo a partir de la muestra seca por hidrodestilacion
durante una hora utilizando un sistema Clevenger modificado*?.

Determinacién de principios activos en los extractos

La composicion quimica de los principios activos, se determind mediante
cromatografia de gases (CG) en un equipo Agilent Tecnologies serie 6890N,
empleando una columna polar DB_WAXetr con las siguientes caracteristicas:
largo 50 m, ancho 320 ym, ancho de poro 1 um. La identidad de cada compuesto
fue asignado por comparacion de su tiempo de retenciébn con respecto a una
mezcla estandar. Para los propdésitos de cuantificacion se utilizé el area de los
picos normalizados para cada estandar. Los estandares utilizados fueron:
carvacrol, limoneno, linalol, terpineno y timol, con una pureza de 98, 98, 97, 85y
99.5 % respectivamente, los cinco estandares son de la marca sigma Aldrich.

Aislamiento de bacterias gram positivas y negativas

Los microorganismos bacterianos utilizados fueron bacterias gram negativas
Escherichia coli, Pseudomona spp, Clostridium spp y Salmonella spp. y bacterias

JORNADAS DE CIENCIAS
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gram positivas Staphylococcus aureus y Streptococcus spp. Las cuales fueron
identificadas por pruebas bioquimicas en el equipo Phoenix 100 Becton Dickinson
and Company ® Sparks, Maryland 21152 USA. Las condiciones de crecimiento
para cada bacteria fue una temperatura de 37 °C en una incubadora Thermo ® por
un periodo de 24 h.

Actividad antibacteriana por el Método de difusion en disco

Se determiné utilizando el método de difusion en disco de papel (NCCLS, 2002).
Las suspensiones bacterianas se ajustaron a una concentraciéon de 1x107 UFC
mL-1 (0.5 ° McFarland) y se extendieron 300 pL de la suspension bacteriana en la
placa de agar Mueller-Hintonl. Posteriormente, se colocaron en la superficie de
cajas de Petri, discos de papel de filtro (7 mm de didmetro; Whatman No. 1) y se
impregnaron con 20 pL de cada uno de los extractos. Como control negativo se
utilizé agua estéril y etanol ya que son los mismos disolventes en los que se
encuentran los extractos acuosos y alcohdlico. Se utilizaron dos antibiéticos
(ceftibuten y cefalexina) a una concentracion de 36 mg/mL. Las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 24 h. Todas las determinaciones fueron realizadas por
triplicado.

Interpretacion de Resultados

La actividad antibacteriana se evalu6é midiendo el radio de las zonas de inhibicion
al milimetro mas cercano del papel filtro. Los resultados cualitativos de la actividad
antimicrobiana, se convirtieron en una escala semicuantitatival® que se clasifica de
acuerdo al halo de inhibicion como:

(-) Ausencia de halo; 0 mm; (+) Halo débil; 1 a 6 mm; (++) Halo moderado; 7 a 14
mm; (+++) Halo fuerte; superior a 15 mm.

RESULTADOS
Rendimiento de los diferentes extractos de orégano.

A partir de las mezcla de hojas, flores y tallos de orégano, se obtuvieron los
siguientes rendimientos mostrados en la tabla 1. En esta tabla el mayor
rendimiento (relacion peso/volumen) se presentd en los extractos acuosos;
coccion e infusién con un 75 % y 87 % respectivamente. Pesewu y colaboradores
(2008), reportaron que los rendimientos para extractos alcohodlicos se encuentra
entre un 3.2 y 16% y para los extractos acuosos reportaron un rendimiento de 2.6
a 16.4%%. Para el extracto oleoso, Aligiannis y colaboradores (2001), reportaron
rendimientos para la planta del genero Origanum de 0.6% usando un aparato tipo
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Clevenger modificado por 3 hr'3, Los resultados de la tabla 1, muestran
rendimientos superiores a los reportados por estos autores.

Tabla |. Rendimiento de extractos de orégano.

Extracto de Peso (g) Solvente Vol. extracto % Rendimiento
orégano (mL) (mL) (w/w)
Coccién 250 2000 1500 75
Infusién 250 2000 1750 87.5
Alcohdlico 250 2000 673 33.6
Oleoso 250 6.5 2.5

Determinacion de principios activos en los extractos.

La accion biolégica de los extractos de orégano, dependen de la composicion
guimica y concentracién de principios activos, el tipo de planta y su lugar de origen
asi como el método de preparacion de los mismos'4. En la tabla 2, se puede
apreciar que de acuerdo al método de extraccidn, la presencia de los principios
activos difiere para cada extracto ademas de tener concentraciones diferentes. Se
observo que la infusion fue el método en el que se extrajo la menor cantidad de los
principios activos sefalados, sin embargo, la concentracion de limoneno fue mayor
en la infusion que en el resto de las preparaciones.

Estudios previos han reportado que los mayores componentes en los
extractos de orégano son el carvacrol y su isémero timol, seguido de su precursor
el a-terpinene*'>16.17 | a tabla 2, muestra que el carvacrol fue dominate en los
extractos oleosos seguido del extracto alcohdlico, sin embargo no existe presencia
de este compuesto en los extractos acuosos, esto deja en claro una vez mas que
de acuerdo al medio de extraccidn se obtendran diferentes compuestos bioactivos
asi como diferentes concentraciones. Los principios activos con mayor
concentracion fueron el a-terpinene (15,700 mg/mL) Yy linalol (14,700 mg/mL) en los
extractos alcoholico y aceite de orégano ® respectivamente.

Tabla Il. Concentracion y composicién quimica de los extractos de orégano.

Extracto a-Terpinene Limoneno Linalol Timol Carvacrol
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Coccidn 71.74 0.00 1.82 4.89 0.00
Infusién 0.0 65.98 0.00 8.74 0.00
Alcohdlico 15,700 0.00 10.54 26.71 3.23
Oleoso 0.00 14.49 8.78 24.74 165.20
Aceite de 0.00 32.06 14,700 116.98 282.67

Orégano ®
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Actividad antimicrobiana

En la tabla 3, se describen los halos de inhibicibn en milimetros y en escala
semicuantitativa, donde se puede observar que el extracto de infusion fue el que
menor actividad presento frente a cada una de las bacterias, esto puede estar
influenciado a la composicion y concentracion de los principios activos (tabla 2) ya
que fue el que menos compuestos presentd. El extracto alcohdlico presentd un
halo de inhibicion débil, donde la bacteria mas susceptible a este extracto fue E.
coli. El extracto de orégano con mayor actividad frente a cada una de las bacterias
evaluadas son los oleosos, ya que son los extractos que tienen la mayor
concentracion de los principios activos carvacrol y timol (tabla 2), a los cuales se
les atribuye su efecto antibacteriano. El aceite de orégano ® presentd halos de
inhibicién tanto débiles, moderados y fuertes, tiene un mayor efecto para las
bacterias E. coli y Salmonella spp. El aceite de orégano ®, tiene efecto similar a
los antibioticos. Las bacterias mas resistentes frente a cada uno de los extractos
fueron Pseudomona spp. y Clostridium spp.

Tabla lll. Actividad antibacteriana.

JORNADAS DE CIENCIAS
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Bacterias
. Pseudom Salmonella Clostridiu Streptoco
Extracto E. coli S. aureus
ona spp. spp. m spp. CCcus spp.
+/- mm +/- mm  +/- mm +/- mm  +/- mm +/- mm
Agua - 0 - 0 - 0 - 0 = 0 - 0
-OH 80% - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0
Coccién + 1 + 1 - 0 - 0 - 0 + 1
Infusiéon - 0 - 0 + 2 - 0 - 0 + 2
Alcohoélico + 6 + 1.5 - 0 + 2 - 0 + 45
Oleoso ++ 7 + 2 + 2.25 + 1 Sns 6.5 ++ 10
A. Oregano ® +++ >20 + 25 +++ >20 + 35 ++ 115 +++ 17
Cedax (36 mg/mL)  ++ 14 ++ 10 +++ 20 = 0 +++ 16 + 6
Cefﬁql S)I(IL?S (36 ++ 12 + 1 ++ 11 +++ 15  +++ 16 +++ 15

El aceite de orégano afecta la composicion de mureina, en bacterias gram
negativas y por lo tanto afecta su pared celular; provocando suceptibilidad de
estas bacterias frente a este extracto®'®. Se ha descrito que los aceites de plantas
ricos en compuestos fendlicos como el carvacrol y timol poseen altos niveles de
actividad antibacteriana®'®. Dorman y Deans (2000) investigaron el efecto de
muchos terpenoides frente a 25 cepas bacterianas diferentes entre ellas estan el
Clostridium spp, Escherichia coli spp, Pseudomona spp, Salmonella spp vy
Staphylococcus aureus spp y mostraron que todos los compuestos terpenoides,
excepto el borneol exhibian una amplia actividad antimicrobiana®®. Estos
resultados confirman la alta actividad antimicrobiana de estos dos compuestos,
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donde su efecto estd relacionado a sus estructuras quimicas y a los grupos
funcionales presentes.

CONCLUSIONES

El presente estudio demostro que las plantas medicinales especialmente la planta
de orégano, posee propiedades antibacterianas que apoyan su valor en la
fitoterapia para el tratamiento de enfermedades bacterianas, asi como una
alternativa para ser utilizado como alternativa para desarrollar nuevas fuentes
terapéuticas contra las bacterias resistentes a los antibiéticos.
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