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RESUMEN

Objetivo: Comprobar el Efecto Inhibitorio del aceite esencial del Origanum vulgare
L (orégano) en cepas de Escherichia coli in vitro.

Materiales y método: Se utilizd 6.800 kg de hojas de Origanum vulgare L (orégano)
para la extraccion del aceite, se identificaron metabolitos secundarios, se midio con
vernier los halos de inhibicion y se compardé con la Cefuroxima.

Resultados: El aceite de Origanum vulgare L (orégano) presento efecto inhibitorio
en cepas de Escherichia coli in vitro al 100% tiene mejor actividad inhibitoria
mientras que el 75 % y 50 % son nulas de acuerdo a la escala de duraffourd. Al
comparar con la cefuroxima esta tiene mayor efecto inhibitorio que el aceite esencial
de Origanum Vulgare L (orégano).

Conclusiones El aceite esencial al 100% utilizado frente a los cultivos de
Escherichia Coli ATTCC 25922 presentd un halo de inhibicién de 15.33 mm de
diametro.

Palabras claves: aceite de Origanum vulgare L (orégano), metabolitos secundarios

bacteria Gram negativa, halo de inhibicion, efecto inhibitorio.
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ABSTRACT

Objective: To test the inhibitory effect of Origanum vulgare L (oregano) essential oil
on Escherichia coli strains in vitro.

Materials and method: 6.800 kg of Origanum vulgare L oregano leaves were used
for oil extraction, secondary metabolites were identified, inhibition halos were
measured with vernier and compared with Cefuroxime.

Results: The oil of Origanum vulgare L (oregano) presented an inhibitory effect on
Escherichia coli strains in vitro at 100%, it has better inhibitory activity while 75%
and 50% are null according to the duraffourd scale. When compared to cefuroxime,
it has a greater inhibitory effect than the essential oil of Origanum Vulgare L
(oregano).

Conclusions:. The 100% essential oil used against Escherichia Coli ATTCC 25922
cultures presented an inhibition halo of 15.33 mm in diameter.

Keywords: oil of Origanum vulgare L (oregano), secondary metabolites Gram

negative bacteria, inhibition halo, inhibitory effect.
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l. INTRODUCCION

La medicina natural como la medicina tradicional tienen efectos curativos que
provienen de culturas relativamente antiguas y de otras culturas que existieron mas
recientemente sin ninguna tradicion. La medicina natural y medicina tradicional que
utilizan todos los recursos naturales y otras se centran en medios técnicos elevados,
pero ambos cumplen con los estandares de la medicina tradicional (1).

La (OMS) define a nuestra medicina tradicional como los estudios y habilidades en
bases tedricas, creencias y costumbres propias de diferentes tradiciones, pueden
ser revelados no, utilizadas para cuidar el bienestar y prever, diagnosticar, aliviar o
calmar las enfermedades del ser humano (2).

Las bondades de las plantas y sus metabolitos son razén de varios estudios
etnobotanicas, en donde vienen plasmando una rapida erosion de conocimientos
tradicionales en nuestra cultura peruana, cuidando su conservacion y mejora de
supervivencia. Este estudio contribuye a la necesidad de nuevas terapias y
desinfectantes producidos por bacterias multirresistentes para las infecciones
clinicas (3).

El Origanum vulgare L (orégano) tiene principios activos como carvacrol y timol,

entre otros principios fendlicos. (4).

El timol y el carvacrol son compuestos naturales antibacterianos hallados en el
aceite de orégano, la membrana externa de las bacterias Gram negativas se
desintegra por la presencia de estas sustancias quimicas, elaborando orificios, y

causando lisis a la bacteria (5).

En los ultimos afios, se han llevado a cabo muchas investigaciones sobre la
bioactividad del orégano, siendo la hierba aclamada como un anti-tripanosoma
(Santoro et al., 2007), antioxidante (Fasseas et al., 2007), y también activa contra
una amplia gama de bacterias patogenas (Albado et al., 2001). También se ha
utilizado el doble beneficio del aceite esencial de orégano en el pescado en términos

de caracteristicas sensoriales y de vida util, lo que hace que la vida util del producto
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se prolongue en comparacion con la de otras técnicas de conservacion (Viuda-
Martos et al., 2009) (6).

Los mecanismos de inhibicion de los antibidticos son: la replicacion, interrupcion de
la transcripcion, inhibicion de la sintesis o traduccién de proteinas, inhibicion de
peptidoglicano, sintesis de mondmeros estructurales de la pared celular, que
pueden ejercer sus efectos de alterar y/o interrumpir la permeabilidad de la
membrana celular. Sin embargo, se dice que la resistencia a los antimicrobianos se
desarrolla cuando las dosis de antibidticos cominmente utilizadas no pueden dafiar

a los microbios (7).

En microbiologia, se denominan bacterias gramnegativas aquellas que no se tifien
de azuloscuro o devioletapor la tincion de Gram, y lo hacen de un
color rosado tenue: de ahi el nombre de "gramnegativas" o también "Gram-
negativas”. Esta  caracteristica esta  intimamente ligada a Ila
estructura didérmica dada por la envoltura celular, pues presenta doble membrana
celular (una externa y la otra citoplasmatica), lo que refleja un tipo natural de

organizacion bacteriana. (8)

Las bacterias gram negativas cominmente causan infecciones del tracto urinario.
Pueden adquirirse por via hematégena, pero el 95% de las infecciones son
causadas por bacterias que ascienden desde la abertura vaginal y colonizan la
uretra hasta la vejiga y, en el caso de pielonefritis aguda no complicada, a través de
la uretra hasta el rifion. Los estudios han demostrado que Escherichia coli es la
causa mas comun de infecciones nosocomiales del tracto urinario, con tasas de
infeccion que oscilan entre el 70,0 % y el 90,0 % en adultos y nifios. También es la
causa mas comun de infecciones urinarias nosocomiales; sin embargo, otras
bacterias como Proteus vulgaris, Klebsiella y Pseudomonas aeruginosa son mas

comunes como infecciones comunitarias. (9)
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Los compuestos organicos denominados “metabolitos primarios”, se encuentran en
primer término, los azlcares o carbohidratos, que se producen como resultado de
la fotosintesis. Por otra parte, se sintetizan en concentraciones variables diferentes
compuestos quimicos denominados, “metabolitos secundarios”, ya que no
intervienen directamente en su metabolismo, no se conoce con profundidad su
funcion en la planta y se emplean como mecanismo de defensa. Ellos pertenecen a
diferentes grupos como son: aceites esenciales, alcaloides, cumarinas, esteroides,
fenoles, flavonoides, glucésidos, gomas, iridoides, lignanos, mucilagos, pectinas,

guinonas, saponinas, taninos y terpenos, entre otros. (10)

El uso del aceite de orégano es importante si se tiene presente su contenido de
carvacrol, triterpenos, taninos, flavonoides y timol, lo cual le confiere la propiedad
antioxidante a fin de minimizar los efectos de los radicales libres. También, posee
caracteristicas antitumorales, antiespasmadicas, antiinflamatorias, vasodilatadoras,
antialérgicas, estrogénicas, antivirales, antiparasitarias, anti fungicas,

antibacterianas. (11).

La propiedad méas importante de los aceites esenciales es el monoterpeno de
oxigeno, mas que nada esta formado por diferentes conjuntos funcionales, como
éteres, cetonas, aldehidos alcoholes, entre otros. Quimicamente, los aceites
fundamentales incluyen sesquiterpenos, monoterpenos, terpenos (cetonas,
alcoholes e hidrocarburos, que tienen la posibilidad de ser de cadena abierta,
monociclicos, biciclicos o triciclicos), azufre y nitrégeno. La composicion de los
aceites esenciales ha sido estudiada para una variedad de hierbas y especias,
especialmente las de la familia del tomillo “Lamiaceae”, de aroma o aroma
agradable; Sin embargo, los aceites esenciales se pueden usar con éxito en otras

areas (12).
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Lopez E, (2018), Efectos inhibitorios contra cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli de la subespecie aureus del aceite “Origanum vulgare L”, en
diferentes diluciones de aceite de orégano. Definieron el concentrado inhibitorio
minimo, en cepa “Escherichia coli”, manifest6 al 30% de turbidez para cada una de
sus horas establecidas. Mientras que al 60% y 90% no hubo opacidad, pero para la
cepa “Staphylococcus aureus” no hubo turbiedad en cualquiera de sus
concentraciones, concluyendo que concentraciones bactericidas minimas sobre
cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, de las cuales “Escherichia coli”
se encontrd en un 60% y un 90% no sobrevive al crecimiento bacteriano; en cambio,
en cepa “Staphylococcus aureus” en las 3 concentraciones no presenté crecimiento
bacteriano (13).

Garcia G, (2017), Se estudio el “Efecto inhibitorio del aceite esencial de Origanum
vulgare L (orégano) en cepas de Porphyromonas gingivalis”. estudio in vitro, El
aceite fue producido por el proceso de destilacion al vapor, y fue procesado en dos
concentraciones, 50% y 100% respectivamente. Para determinar su inhibicion, tanto
alas 24 como alas 72 horas de exposicion, se utilizo el método Kirby Bauer (difusion
en agar). Para ello, se colocaron cuatro discos blancos en cada una de las diez
placas de Petri, previamente impregnados con aceite esencial en sus dos
concentraciones, clorhexidina al 0,12% como control positivo y suero fisiolégico
como control negativo, y se incubaron las placas en un ambiente anaerdbico. Esto
demostré que el aceite esencial de Origanum vulgare L en sus dos concentraciones
tiene un efecto inhibidor sobre Porphyromona gingivalis (14).

Palmay P, J (2019), Se evaluaron la actividad antimicrobiana de Origanum vulgare
L. (Tipo) utilizando dos métodos diferentes de extraccion de compuestos activos del
material vegetal (hojas), incluyendo el aceite esencial y el extracto hidroalcohdlico,
contra cepas bacterianas de Escherichia coli y Salmonella el tratamiento mas eficaz
para las cepas de Escherichia coli del aceite esencial es a una concentracion del
100% (totalmente puro) con un halo medido a 16,33 mm, que se clasifica como muy
sensible (++) en la escala de Duraffourd; para el extracto hidroalcohdlico, la
concentracion del 100% (totalmente puro) es la més eficaz con un halo de inhibicion

medido a 20. 33 mm, que se clasifica como muy sensible (+ La cepa de Salmonella
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sp. determina una mayor eficacia del aceite esencial a un nivel de pureza del 25%
con un halo medido igual a 13,5 mm, clasificandose en la escala como muy sensible
(+), del mismo modo que para la misma cepa la eficacia del extracto hidroalcohdlico
se encuentran al 75% y al 100% calificando su actuacion en la escala de Duraffourd
como extremadamente sensible (+++) con halos calculados en mm iguales a 29, 5

y 31,16 respectivamente (15).

Guerrero J, Mejia E, (2021), Se realizo el “Efecto antimicrobiano de Origanum
vulgare L sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli”. Se evalu6 mediante el método de difusion en disco de Kirby y Bauer, con
discos concentrados al 25, 50, 75 y 100% respectivamente. Se realizé un andlisis
de la varianza (ANOVA) para comparar las medias de las distintas medidas del halo
de inhibicion para el andlisis inferencial, y se utilizé la prueba post hoc de Tukey
para la comparacion de cada grupo. Cuando se compararon los halos de inhibicion
utiizando la escala de Duraffourd, los resultados mostraron que el aceite de
origanum vulgare L tenia un impacto inhibidor in vitro contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli en todas las dosis. (16).

Medrano E, Medrano D, (2020), Actividad antimicrobiana y efecto desinfectante del
aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano) frente a Staphylococcus aureus
Y Escherichia coli” muestran su eficacia en términos de desinfeccion de superficies.
La actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus midié una media de 8,0
mm, 8,0 mm, 9,3 mm y 14,7 mm, mientras que la actividad antimicrobiana contra
Escherichia coli midio una media de 8,0 mm, 9,3 mm, 15,7 mmy 12,0 mm. Estos
resultados se obtuvieron a concentraciones del 20%, 40%, 80% y 100%,
respectivamente, para cada cepa (17).

Salazar R, Yerren M (2021), Se utilizé el método de difusion en pozo para ilustrar
el impacto antibacteriano, y se emplearon pruebas estadisticas realizadas con un
nivel de confianza del 95% para examinar los resultados. El propdsito de este
estudio era proporcionar pruebas de que el aceite esencial extraido de Melissa
officinalis, a veces conocida como "melisa”, y de Origanum vulgare L, "orégano”,

inhibe el crecimiento de Escherichia coli. Los resultados del aceite de melisa al 50%
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y al 100% fueron de 10,36 + 0,30 mm y de 12,05 + 0,31 respectivamente; asimismo,
los resultados del aceite de orégano al 50% y al 100% fueron de 11,68 +- 0,29 mm
y de 15,28 +-0,36 mm; los resultados del control negativo, DMS, fueron de 6,17 +-
0,20 mm, y los del control positivo, ciprofloxacina, de 30,35 +-0,32 mm. Se
determind que Escherichia coli era susceptible a los efectos antibacterianos de
ambos aceites (18).

El presente estudio, se justifica porque no hay estudios suficientes que establezcan
las concentraciones y dosis adecuada que sustenten el efecto inhibitorio de
Origanum vulgare L. (orégano).

Este estudio pretende contribuir con el conocimiento acerca de la seguridad y el
efecto del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano), en el tratamiento de
las infecciones causada por bacterias, constituyendo una nueva alternativa de
tratamiento natural.

El aceite de las hojas de Origanum vulgare L. (orégano) se puede utilizar como un
tratamiento alternativo de enfermedades de origen bacteriano con informacién
validada cientificamente y asi evitar la resistencia bacteriana y efectos secundarios

en los pacientes.

El objetivo general fue “Comprobar el efecto inhibitorio del aceite esencial del

Origanum vulgare L (orégano) en cepas de Escherichia coli in vitro”

Hipotesis general declaro que “El aceite esencial de Origanum vulgare L

(orégano) posee efecto inhibitorio en bacterias de Escherichia coli in vitro”.
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Il. MATERIALES Y METODOS

II.L1. Disefioy enfoque del estudio

Enfoque cuantitativo: Porque tuvo como propdsito la medicion para probar la
hipotesis formulada.

Disefio de la investigacion: (Es experimental). Por qué el aceite del “Origanum
vulgare L” (orégano) fue sometido al experimento microbiolégico “in vitro”.

Tipo de investigaciéon: Explicativa — Descriptiva. Descriptiva, sefialando las
propiedades de la planta en situaciones experimentales. Explicativa, busco
determinar los efectos inhibitorios in vitro del aceite esencial.

Comparativo: Se comparé el aceite del “Origanum vulgare L” (orégano) con el
producto farmacéutico (Cefuroxima), frente a Escherichia Coli.

Aplicada: Los resultados se utlizaran para desarrollar nuevas opciones
terapéuticas para grupos en situacion de vulnerabilidad.

Prospectivo: Los datos se registraron desde el momento que se inicio el estudio
hasta que termino la medicion del “halo de inhibicion”.

Transversal: Los datos se recopilaron en momentos determinados de la

investigacion
[1.2.  Poblacion, muestray muestreo

Poblacion vegetal: 10 kilos de Plantas de orégano “Origanum vulgare L” del
Departamento de Junin.

Poblacion microbioldgica: Cepas del microorganismo de Escherichia coli.
Muestra:

Muestra vegetal: 6.800 kilos de hojas del orégano “Origanum vulgare L”

Muestra Microbiolégica: Cepas estandarizadas: “Escherichia coli” (ATCC®
25922™)

Criterios de Inclusién:
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e Material vegetal perteneciente al distrito de Tarma provincia de Tarma
departamento de Junin pertenece a la familia: Lamiaceae Genero: Origanum
Especie: origanum vulgare L.

e Hojas pequefias ovaladas, lanceoladas, bien desarrolladas, frescas, limpias,
verdes y en excelentes condiciones.

Criterios de Exclusion:

e Material vegetal de origen desconocido.
e Hojas deterioradas, secas, rotas, quebradas y en mal estado de conservacion

I1.3. Variables de investigacion

Variable Independiente: Aceite esencial Producto obtenido de varias hojas de
orégano “Origanum vulgare L”

Definicién conceptual: Los metabolitos secundarios presentes en el aceite de las
hojas de Origanum vulgare L (orégano) presentan propiedades farmacologicas
variadas, se demuestra su actividad inhibitoria.

Definicién operacional: 6.800 gramos de hojas se sometieron a arrastre de vapor
para su obtencion, por 27 veces en muestras pequefias de 250 gramos cada una.
Variable dependiente: Actividad inhibitoria.

Inhibicién del crecimiento de la bacteria Gram negativa: cepas de Escherichia coli
(ATCC 29522)

Definicién conceptual: Es un proceso de inhibir la proliferacion o crecimiento
bacteriano, determinado mediante el halo de inhibicion.

Definicién operacional: Medicién de los didmetros de los halos de inhibicion

mediante un vernier

Variable Interviniente: Periodo de Incubacion. El intervalo entre la exposicion de
agentes bioldgicos y la aparicion de la enfermedad.
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II.4. Técnicas e instrumentos para larecoleccién de datos

Se efectu6 mediante técnica de observacion directa para recopilacion de
informacion.
El instrumento de recoleccion:
o0 Fichas de observacion de ad- doc: prueba de solubilidad (anexo A).
0 Fichas de observacion de ad- doc: marcha fitoquimica (anexo A).
0 Fichas para los datos de medicion de los halos de inhibicién del control y del
aceite.

0 Regla para la medicion de los halos se utilizé el vernier calibrador en mm.
II.5.  Plan metodologico para larecoleccién de datos

Recoleccion de la planta Origanum vulgare L: Fueron traidas del distrito de
Tarma, provincia Tarma, Departamento de Junin y fueron recolectados a las 4 de la
tarde de su lugar de origen, para su posterior traslado a lima. Finalmente se comproé
la planta a las 8am, en el mercado (Lobatdn) del distrito de Lince del Departamento
de Lima (febrero 2022). Se seleccion¢ las hojas verdes, en buen estado, se
acondicion6 la muestra en un gran estado de conservacion, y se llevo al secado en

sombra, para luego realizar la destilacion del aceite esencial.

- ldentificacion botanica

Mediante la constancia N° 010-2022 se indicO la especie a la que pertenece la
planta. Para la entrega de la muestra se tuvo en cuenta las siguientes

consideraciones (Anexo D N°47).

- Elaboracién de la Muestra:

Limpiar: Se colecto de acuerdo con su estado y su aspecto descartando muestras
en mal estado o secas de las hojas del Origanum vulgare L (orégano)

Secado: A temperatura ambiente en la sombra.

Seleccionar: Se desechd hojas con sefales de descomposicién.

Extraccién del aceite: 8 dias.
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Obtenciodn del aceite esencial de las hojas del Origanum vulgare L (orégano)

Método de arrastre vapor: La muestra con un peso total de 6.800 gramos de las
hojas Origanum vulgare L (orégano) se colocé en un matraz de destilacion y se
realizé 27 repeticiones distribuidos en 250 gramos cada una, llegando a un punto
de ebullicion de 100 c°, con agua y es transportado por una corriente de vapor
generada en el refrigerante, luego se forma la mezcla (agua y aceite) y se
recepcioné en el matraz Erlenmeyer, se separa el aceite y el agua que al pasar por
una pera decantacion, se retira el agua en un vaso de precipitado y el aceite

obtenido se filtra en un frasco ambar.

Analisis de calidad del aceite
Caracteristicas sensoriales:
Aspecto: Liquido cristalino
Color: Amarillo claro

Olor: Caracteristico
Actividad inhibitoria

Adquisicion del microorganismo Se realizo la compra de las cepas Escherichia
coli (ATCC® 25922™), en el laboratorio GEN LAB DEL PERU S.A.C JR. Capac
Yupanqui N° 2434 Lince — Lima - PERU lo cual se requiere para el estudio de

investigacion in vitro.

Reactivacion de la cepa bacteriana
Elaboracién del inéculo bacteriano

Técnica de suspension directa

Discos de sensibilidad Preparacion de los discos sensibles para el aceite esencial
de las hojas del Origanum vulgare L (orégano) con papel de filtro (Whatman # 2) de
6 mm de didmetro, para su posterior uso, en el medio de cultivo.

La actividad inhibitoria del aceite esencial se evalug a través de técnica “difusion en

disco” en los tres grupos de concentraciones de estudio.
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Las sensibilidades bacterianas se evaluaron utilizando la placa de difusion como
método.

Método “Kirby Bauer”. (M. cultivo en disco).

Agar Mueller Hinton.

Sembrado del inéculo bacteriano

Incubacion: Identificacion y rotulacion de las placas.

Lectura del efecto inhibitorio del aceite esencial de hojas del orégano “Origanum

vulgare L” se realiz6 a las 24, 48 y 72 horas.
Se utilizé el vernier digitlizado, instrumento que permite la lectura precisa de halos

de inhibicion y fueron comparados con los valores de sensibilidad sugerido por la

escala de sensibilidad de Duraffourd.

Escala de sensibilidad

ESTATUS MEDIDA en mm
Sensibilidad nula (-) <8 mm
Sensible (+) 8mm a <14mm
Muy Sensible (++) <14mm a 20 mm
Sumamente Sensible (+++) >21mm

Preparacién de aceite esencial de hojas de Origanum vulgar L

Concentracién 50%, se preparo: recipientes estériles colocando 2 ml de DMSO y
6 ml de aceite, con 8 ml de volumen final.

Concentracion 75%, se prepard recipientes estériles, colocando 2 ml DMSO y ml
8 de aceite con 10 ml de volumen final.

Concentracion 100%, volumen final 10 ml, aceite esencial (puro).
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11.6.

1.7.

Rendimiento del Aceite esencial de hojas de Origanum vulgar L (orégano)
Para la obtencion del rendimiento se calcul6 al dividir la cantidad del aceite que se

obtuvo de la muestra vegetal entre el peso de la masa seca de la misma muestra.

Cantidad del Aceite total / Densidad 180 ml / 0.9132g/ml = 241%

Masa de la muestra seca 6.800 gr.

El rendimiento al 100% del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgar L se

llegd obtener un resultado el 2.41 %.

Muestra Origanum vulgare L
Tiempo de destilacion 90 min
Rendimiento 2,41 %
Densidad especifica a 20 °C 0,9132 g/mi

Procesamiento del anélisis estadistico

Los datos obtenidos en la evaluacion del efecto inhibitorio se registraron en una hoja
de Microsoft Excel, posteriormente fueron procesados con el paquete estadistico
SPSS version 26.0, en el cual se aplicé las estadisticas descriptivas principales
(media y desviacion estandar).

Con la prueba de homogeneidad de varianza (Levene) y la de normalidad (Shapiro-
Wilk), se demostro el uso de métodos parameétricos para contrastar la existencia de
efectos significativos (Anova y Tukey). Se presento los datos en tablas y gréficos.
Aspectos éticos

La experimentacion estuvo regida con los aspectos relacionados al desarrollo
sostenible, la biodiversidad para sujetar la recuperacion, conservacion de las

plantas

RESULTADOS
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CARACTERISTICAS DEL ACEITE: EI aceite obtenido de Origanum vulgare L
(orégano) presento las siguientes caracteristicas:

Color: Amarrillo verdoso

Olor: caracteristico a Origanum vulgare L (orégano)

Aspecto: Oleoso

Consistencia: Densa

5.2. DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE LAS HOJAS DE Origanum

vulgare L (orégano)

Tabla 1: Determinacién de la solubilidad

Etanol 96% ++
Etanol 70% +
Metanol +
Benceno -
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Butanol

+++

Leyenda:

Muy soluble: +++
Soluble: ++
Poco soluble: +
Insoluble: -

En la tabla 1, se puede apreciar que el aceite esencial de Origanum vulgare L

(orégano), fue muy soluble en butanol, soluble en etanol, poco soluble en metanol

e insoluble en Benceno.

5.3. DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Compuestos fendlicos Prueba Cualitativas +++
Taninos Reactivo Gelatina ++
Flavonoides Reactivo Shinoda +++
Antraquinona NaOH ++
Aminoéacidos Reactivo Ninhidrina +

Alcaloides Reactivo Mayer ++
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Reactivo Dragendorff ++
Esteroides Reactivo Lieberman - Burchard +
Triterpenos ++
Saponinas Reaccion de Espuma ++
Leyenda
Reaccion muy evidente: +++
Reaccion evidente: ++

Reaccién poco evidente: +
No hubo reaccion: -

En el presente cuadro se puede observar los datos cualitativos del aceite de
Origanum vulgare L (orégano) posee metabolitos secundarios; tales como: taninos,
flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos carvacrol y timol; asi mismo, poseen

los niveles mas altos de actividad contra microorganismos Gram negativo

26



Lectura

Concentracién del Promedio
aceite (mm)
24 horas 48 horas 72 horas >

Lectura 1 | Lectura 2 | Lectura 3| Lectura 1 | Lectura 2 | Lectura 3 | Lectura 1 | Lectura 2 | Lectura 3

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
50 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
75 % 4 4 4 4 5 5 5 6 6 43 4,78
100 % 4 6 6 10 10 12 14 16 16 94 10,44
Cefuroxima 10 12 12 12 14 14 16 16 18 12 13,78

4

Agua Destilada 0 % 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

I.1.

Efecto inhibitorio del aceite de las hojas de Origanum vulgare L (orégano) frente a bacteria gram negativa.

Tabla 3. Test de Efecto Inhibitorio del Aceite de orégano frente a Escherichia coli, (ATCC 29522) comparado contra

Cefuroxima, 30 (g/
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En la tabla 3 se muestra los resultados del aceite esencial del Origanum vulgare (orégano) y sus lecturas de 24, 48 y 72 horas,

frente a Escherichia coli, comparada con la cefuroxima con lo cual se realiza las sumatorias totales y promedios. Se puede
observar que en la concentracion al 50% no hubo actividad, en comparacion del 75 % y 100 % hubo actividad conforme fueron

incrementandose las concentraciones del aceite esencial de Origanum vulgare L la actividad inhibitoria también.
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I11.2. Andalisis Estadistico del efecto inhibitorio del aceite esencial de

Origanum vulgare L (orégano).

Tabla 4. ANOVA de un Factor del efecto inhibitorio de aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli (ATCC 29522)

ANOVA
Lectura
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1381,867 4 345,467 64,173 ,000
Dentro de grupos 215,333 40 5,383
Total 1597,200 44

En la tabla 4 se observa que, considerando un 95% de confianza existe diferencia
estadistica del efecto inhibitorio de al menos dos de las muestras de diferentes
concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano), cefuroximay

DMSO ya que tenemos un valor sig. menor que 0,05.

I11.3. Tabla 5: Comparaciones multiples del efecto inhibitorio de aceite
esencial de Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli
(ATCC 29522)

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Lectura

HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
0} J) Diferencia de Limite
Concentracién Concentracién medias (I-J) | Desv. Error Sig. Limite inferior superior
50% 75% -4,77778" 1,09375 ,001 -7,9016 -1,6539
100% -10,44444" 1,09375 ,000 -13,5683 -7,3206
Cefuroxima -13,77778" 1,09375 ,000 -16,9016 -10,6539
DMSO ,00000 1,09375 1,000 -3,1239 3,1239
75% 50% 4,77778" 1,09375 ,001 1,6539 7,9016
100% -5,66667" 1,09375 ,000 -8,7905 -2,5428
Cefuroxima -9,00000" 1,09375 ,000 -12,1239 -5,8761
DMSO 4,77778" 1,09375 ,001 1,6539 7,9016
100% 50% 10,44444" 1,09375 ,000 7,3206 13,5683
75% 5,66667" 1,09375 ,000 2,5428 8,7905
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Cefuroxima -3,33333" 1,09375 ,031 -6,4572 -,2095
DMSO 10,44444" 1,09375 ,000 7,3206 13,5683
Cefuroxima 50% 13,77778" 1,09375 ,000 10,6539 16,9016
75% 9,00000" 1,09375 ,000 5,8761 12,1239
100% 3,33333" 1,09375 ,031 ,2095 6,4572
DMSO 13,77778" 1,09375 ,000 10,6539 16,9016
DMSO 50% ,00000 1,09375 1,000 -3,1239 3,1239
75% -4,77778" 1,09375 ,001 -7,9016 -1,6539
100% -10,44444° 1,09375 ,000 -13,5683 -7,3206
Cefuroxima -13,77778" 1,09375 ,000 -16,9016 -10,6539

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

En la tabla 5 se observa las diferencias estadisticamente significativas con un 95%

de confianza entre los grupos a diferentes concentraciones.

Se observa, por ejemplo, que no existe diferencia significativa entre el aceite
esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 50% y el DMSO que muestra una
significancia de 1, mayor a 0.05. Esto significa que no existe efecto inhibitorio del

aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 50% de concentracion.

Se determind que si existe diferencia significativa entre las muestras del aceite
esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 75% y el DMSO al tener una
significancia de 0,001, menor a 0,05. Para determinar cual de ellos es mayor,
observamos que la diferencia de medias entre el halo de inhibicion al 75% vy el
DMSO es de 4.78 % lo que significa que el aceite esencial de Origanum vulgare L

(orégano) al 75% de concentracion no presenta efecto inhibitorio.

Se observa también que si existe diferencia significativa entre las muestras de
aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 100% y el DMSO al tener una
significancia de 0,001, menor a 0,05. Para determinar cual de ellos es mayor,
observamos que la diferencia de medias entre el halo de inhibicién al 100% vy el
DMSO es 10,44, lo que significa que el aceite esencial de Origanum vulgare L

(orégano) al 100% de concentracion también presenta efecto inhibitorio.

De los pérrafos anteriores se concluye que si existe efecto inhibitorio del aceite

esencial de Origanum vulgare L (orégano) a las concentraciones al 100%.
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Para comparar el efecto inhibitorio entre el aceite esencial de Origanum vulgare L
(orégano) y la cefuroxima observamos que la diferencia de medias entre las
concentraciones al 50%, 75% y 100% respecto a la cefuroxima es de -13.78, -9 y -
3.33 respectivamente; y tiene una significancia menor a 0.05. De ello se concluye
gue el efecto inhibitorio de las concentraciones al 50%, 75% y 100% es

significativamente menor que la Cefuroxima.

Grafico 1: Intervalos de confianza Tukey del efecto inhibitorio aceite esencial de

Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli (ATCC 29522)

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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DMSO 50% 5% 100% Cefuroxima
Concentracion del aceite

Segun el gréfico anterior se puede confirmar lo obtenido en la tabla 6, donde se
observa la diferencia estadistica que existe entre las muestras de aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) al 75%, 100% y Cefuroxima respecto al DMSO ya
gue los intervalos de Tukey no se traslapan horizontalmente con el DMSO ni entre
si. Ademas, se observa la supremacia inhibitoria de la Cefuroxima respecto a todas

las concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) y el DMSO.

A continuacion, se analizo la diferencia estadistica que existe del efecto inhibitorio

de las concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 50%,
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75%, 100%, Cefuroxima y DMSO frente a la Escherichia coli ATCC 25922 durante

3 instantes de tiempo: a 24, 48 y 72 horas de su aplicacion.

Lectura a las 24 hrs:

l1.4. Analisis de prueba tukey para Escherichia coli ATCC25922

Tabla 6: Comparaciones multiples del efecto inhibitorio de aceite esencial de

Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli (ATCC 29522) a las 24

horas de su aplicacién

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Lectura

HSD Tukey
Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
(I) Concentracion (J) Concentracion medias (I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior Limite superior
50% 75% -4,0000 ,569628 ,000 -5,9624 -2,0376
100% -5,3333" ,569628 ,000 -7,2958 -3,3709
Cefuroxima -11,3333" ,569628 ,000 -13,2958 -9,3709
DMSO ,0000 ,569628 1,000 -1,9624 1,9624
75% 50% 4,0000 ,569628 ,000 2,0376 5,9624
100% -1,3333 ,59628 ,242 -3,2958 ,6291
Cefuroxima -7,3333" ,569628 ,000 -9,2958 -5,3709
DMSO 4,0000 ,59628 ,000 2,0376 5,9624
100% 50% 5,3333" ,569628 ,000 3,3709 7,2958
75% 1,3333 ,569628 ,242 -,6291 3,2958
Cefuroxima -6,0000 ,569628 ,000 -7,9624 -4,0376
DMSO 5,3333" ,569628 ,000 3,3709 7,2958
Cefuroxima 50% 11,3333" ,569628 ,000 9,3709 13,2958
75% 7,3333" ,569628 ,000 5,3709 9,2958
100% 6,0000 ,569628 ,000 4,0376 7,9624
DMSO 11,3333 ,569628 ,000 9,3709 13,2958
DMSO 50% ,0000 ,59628 1,000 -1,9624 1,9624
75% -4,0000 ,569628 ,000 -5,9624 -2,0376
100% -5,3333" ,59628 ,000 -7,2958 -3,3709
Cefuroxima -11,3333" ,569628 ,000 -13,2958 -9,3709

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadrética (Error) = ,533.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel ,05.
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En la tabla 6 se observa la comparacion de medias del efecto inhibitorio que existe
entre las diferentes muestras frente a la Escherichia coli ATCC 25922 a las 24 horas
de su aplicacion. Se observa que no existe diferencia significativa entre el efecto
inhibitorio de aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 75% y 100%.
Tampoco existe diferencia estadistica entre el efecto inhibitorio del DMSO y el aceite

esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 50%.

Existe diferencia estadistica del efecto inhibitorio de la Cefuroxima respecto a las
demas muestras, ya que muestra una significancia menor que 0,05. Ademas, la
diferencia de medias entre la Cefuroxima y las demas muestras toma un valor
positivo. Se concluye que la Cefuroxima muestra un efecto inhibitorio

estadisticamente superior al resto de muestras a las 24 horas de su aplicacion

Tabla 7. Subconjuntos homogéneos del efecto Inhibitorio frente a Escherichia
coli ATCC 25922 a las 24 horas de su aplicacion.

Lectura
HSD Tukey2®?
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3
50% 3 ,0000
DMSO 3 ,0000
75% 3 4,0000
100% 3 5,3333
Cefuroxima 3 11,3333
Sig. 1,000 ,242 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) = ,533.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa = ,05.

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 7 la prueba de Tukey sefiala que, a las 24 horas de su aplicacion, la
concentracion del aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 50% presenta

un halo de inhibicion (0.0mm) al igual que utilizando el DMSO y pertenecen al mismo
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subconjunto, lo cual significa que no existe diferencia estadistica entre ellos con un

nivel de confianza del 95%.

Lo mismo sucede si observamos el subconjunto 2 formado por las muestras de
aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 75% y 100% cuyos halos de
inhibicion no son estadisticamente diferentes entre si, pero si lo son respecto al

DMSO y al aceite de orégano al 50% de concentracion.

El subconjunto 3 esta formado solo por la Cefuroxima cuya media es de 11,33. Esto
significa que a las 24 horas de su aplicacion la capacidad inhibitoria de la

Cefuroxima es superior al resto de muestras.

Grafico 2: Intervalos de confianza Tukey del efecto inhibitorio de aceite
esencial de Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli (ATCC

29522) a las 24 horas de su aplicacion

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Segun el intervalo de confianza de Tukey, observa que la Cefuroxima muestra un
efecto inhibitorio superior al resto de concentraciones de aceite de orégano a las 24

horas de su aplicacién. Con un nivel de confianza al 95%.
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Se observa también que a las 24 horas el efecto inhibitorio del aceite de orégano al
100% y 75% son superiores al del 50%, y DMSO. Esto significa que si existe poder
inhibitorio del aceite de orégano en sus concentraciones al 75% y 100% respecto al

DMSO durante las primeras 24 horas de su aplicacion.

Es decir, con un nivel de confianza del 95% se comprueba que al menos uno de los

grupos de muestra es estadisticamente diferente que el resto de grupos.

Tabla 8: Comparaciones multiples del efecto inhibitorio de aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli (ATCC 29522) a las 48
horas de su aplicacion.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Lectura

HSD Tukey
0] Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
Concentracion | (J) Concentracion medias (I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior Limite superior
50% 75% -4,6667" ,63246 ,000 -6,7481 -2,5852
100% -10,6667" ,63246 ,000 -12,7481 -8,5852
Cefuroxima -13,3333" ,63246 ,000 -15,4148 -11,2519
DMSO ,0000 ,63246 1,000 -2,0815 2,0815
75% 50% 4,6667" ,63246 ,000 2,5852 6,7481
100% -6,0000 ,63246 ,000 -8,0815 -3,9185
Cefuroxima -8,6667" ,63246 ,000 -10,7481 -6,5852
DMSO 4,6667" ,63246 ,000 2,5852 6,7481
100% 50% 10,6667" ,63246 ,000 8,5852 12,7481
75% 6,0000 ,63246 ,000 3,9185 8,0815
Cefuroxima -2,6667" ,63246 ,012 -4,7481 -,5852
DMSO 10,6667" ,63246 ,000 8,5852 12,7481
Cefuroxima 50% 13,3333" ,63246 ,000 11,2519 15,4148
75% 8,6667" ,63246 ,000 6,5852 10,7481
100% 2,6667" ,63246 ,012 ,5852 4,7481
DMSO 13,3333" ,63246 ,000 11,2519 15,4148
DMSO 50% ,0000 ,63246 1,000 -2,0815 2,0815
75% -4,6667" ,63246 ,000 -6,7481 -2,5852
100% -10,6667" ,63246 ,000 -12,7481 -8,5852
Cefuroxima -13,3333" ,63246 ,000 -15,4148 -11,2519

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) =,600.

* La diferencia de medias es significativa en el nivel ,05.
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En la tabla 8. Se observan los intervalos de confianza de Tukey obtenidos de las
diferentes muestras a las 48 horas se su aplicacion frente a la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922

Se aprecia que existe diferencia estadistica en el efecto inhibitorio entre las
muestras a excepcion del DMSO vy el aceite esencial de Origanum vulgare L

(orégano) al 50%.

Tabla 9. Subconjuntos homogéneos del efecto Inhibitorio frente a Escherichia
coli ATCC 25922 a las 48 horas de su aplicacién

Lectura
HSD Tukey2b
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4
50% 3 ,0000
DMSO 3 ,0000
75% 3 4,6667
100% 3 10,6667
Cefuroxima 3 13,3333
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =,600.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa = ,05.
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Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 9, se observa que existen 4 grupos estadisticamente diferentes: El
subconjunto 1 formado por el aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al
50% y el DMSO, arrojé un halo de inhibicion menor (0,00 mm); el subconjunto 2
conformado por el aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) de
concentracion 75% obtuvo un halo inhibicion mayor (4,67 mm), mientras que el
tercer subconjunto formado por la concentracion del aceite al 100% obtuvo (10,67
mm) de halo de inhibicion. Finalmente, el subconjunto 4 formado por la Cefuroxima

formé un halo de inhibicidon notablemente mayor de (13,33 mm).

Gréfico 3: Intervalos de confianza Tukey del efecto inhibitorio de aceite
esencial de Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli (ATCC

29522) alas 48 horas de su aplicacion.

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Segun el gréafico anterior se observa que la Cefuroxima muestra un poder inhibitorio

estadisticamente superior al resto de grupos a las 48 horas de su aplicacion.
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Se observa también que a las 48 horas el efecto inhibitorio del aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) al 100% es estadisticamente superior al del 50%,
75% y DMSO. Esto significa que si existe poder inhibitorio del aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) en sus concentraciones al 75% y 100% respecto al
DMSO durante las primeras 72 horas de su aplicacion.

Tabla 10: Comparaciones multiples del efecto inhibitorio de aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli (ATCC 29522) a las 72
horas de su aplicacion.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Lectura

HSD Tukey
() Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
Concentracion | (J) Concentracion medias (I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior Limite superior
50% 75% -5,6667" ,63246 ,000 -7,7481 -3,5852
100% -15,3333" ,63246 ,000 -17,4148 -13,2519
Cefuroxima -16,6667" ,63246 ,000 -18,7481 -14,5852
DMSO ,0000 ,63246 1,000 -2,0815 2,0815
75% 50% 5,6667" ,63246 ,000 3,5852 7,7481
100% -9,6667" ,63246 ,000 -11,7481 -7,5852
Cefuroxima -11,0000" ,63246 ,000 -13,0815 -8,9185
DMSO 5,6667" ,63246 ,000 3,5852 7,7481
100% 50% 15,3333" ,63246 ,000 13,2519 17,4148
75% 9,6667" ,63246 ,000 7,5852 11,7481
Cefuroxima -1,3333 ,63246 ,288 -3,4148 , 7481
DMSO 15,3333" ,63246 ,000 13,2519 17,4148
Cefuroxima 50% 16,6667" ,63246 ,000 14,5852 18,7481
75% 11,0000 ,63246 ,000 8,9185 13,0815
100% 1,3333 ,63246 ,288 -, 7481 3,4148
DMSO 16,6667" ,63246 ,000 14,5852 18,7481
DMSO 50% ,0000 ,63246 1,000 -2,0815 2,0815
75% -5,6667" ,63246 ,000 -7,7481 -3,5852
100% -15,3333" ,63246 ,000 -17,4148 -13,2519
Cefuroxima -16,6667" ,63246 ,000 -18,7481 -14,5852

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadrética (Error) = ,600.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel ,05.
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Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 10 Se observan los intervalos de confianza de Tukey obtenidos de las

diferentes muestras a las 72 horas frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

Se aprecia que, si bien el efecto inhibitorio de la Cefuroxima muestra una media
mayor que la del aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 100%, no es
estadisticamente diferente a las 72 horas de su aplicacion, ya que tiene un valor
significacion = 0.288 > 0.05.

Tabla 11. Subconjuntos homogéneos del efecto Inhibitorio frente a
Escherichia coli ATCC 25922 a las 72 horas de su aplicacion

Lectura
HSD Tukey2b
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3
50% 3 ,0000
DMSO 3 ,0000
75% 3 5,6667
100% 3 15,3333
Cefuroxima 3 16,6667
Sig. 1,000 1,000 ,288

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) =,600.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

b. Alfa = ,05.
Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 11. Se observa la prueba de Tukey, donde el aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) al 50% y el DMSO formaron un halo de inhibicién
menor (0,00 mm), el aceite de orégano a concentracion al 75 % presenta una
inhibicion de 5,67 mm, mientras que la concentracion al 100 % tiene un halo de

inhibicion medio de 15,33 mm y la Cefuroxima formé un halo inhibiciéon de 16.67
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mm. De estos hallazgos se afirma que la Cefuroxima y el aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) al 100% presentaron mayor efecto inhibitorio en
comparacion con el Aceite esencial de Origanum vulgare L. (Orégano) al 50% vy
75%.

Gréfico 4: Intervalos de confianza Tukey del efecto inhibitorio del aceite
esencial de Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia coli (ATCC

29522) a las 72 horas de su aplicacion.

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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En el grafico se puede observar los intervalos de confianza de Tukey del poder
inhibitorio para cada muestra a las 72 horas de su aplicacion, donde apreciamos
que la Cefuroxima y el aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 100%

tienen mayor poder inhibitorio que el resto de grupos de muestreo.

Se observa también que a las 72 horas el efecto inhibitorio del aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) al 100% no es estadisticamente diferente al de la

Cefuroxima.
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También se observa que si existe poder inhibitorio del aceite esencial de Origanum
vulgare L (orégano) en sus concentraciones al 75% y 100% respecto al DMSO

durante las primeras 72 horas de su aplicacion.

Gréfico 5: Interacciones de las horas y concentracion respecto al efecto
inhibitorio de aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) frente a
Escherichia coli (ATCC 29522)

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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En el grafico anterior se observa que la Cefuroxima muestra un poder inhibitorio

estadisticamente superior al resto de muestras a las 24 y 48 horas.

A las 72 horas no podemos rechazar la hipotesis nula con una significancia del 95%
que el efecto inhibitorio de la Cefuroxima sea igual al de la concentracion de aceite
esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 100%. Ya que segun la imagen se

observa que los intervalos de Tukey se traslapan.

Por otro lado, podemos confirmar que si existe efecto inhibitorio del aceite de
orégano, pero solo en sus concentraciones al 75% y 100% ya que sus intervalos de

confianza Tukey no se traslapan con el control negativo (DMSO).

41



Observamos también que el aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al
100% muestra un mayor incremento de efecto inhibitorio durante los tres instantes
de tiempo, esto lo podemos confirmar al observar la pendiente que forma. Para el
caso del aceite de orégano al 75%; si bien muestra una pendiente positiva no es tan

pronunciada como el de la concentracion al 100%.

Gréfico 6: Interacciones de la concentracion y horas respecto al efecto
inhibitorio de las hojas de Origanum vulgare L (orégano) frente a Escherichia
coli (ATCC 29522)

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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Del grafico anterior 6 observamos la diferencia estadistica que existe entre el efecto
inhibitorio de las muestras a los diferentes instantes de tiempo. Se observa por
ejemplo que para el caso del aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al
100% existe una marcada diferencia estadistica entre sus efectos inhibitorios a las
24,48y 72 horas.

Caso contrario es el aceite esencial de Origanum vulgare L (orégano) al 75% ya que
segun se observa sus intervalos de confianza se traslapan en los diferentes

instantes de tiempo.
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DISCUSION

IV.1. Discusién de resultados

El grafico muestra a los grupos de ensayo del estudio, sefialando el efecto inhibitorio
de la Cefuroxima formado por un halo de inhibicién de 24 y 48 horas superior (11.33
mm) a las concentraciones en 50%, 75% y 100% del aceite esencial de Origanum
vulgare L. (Orégano) sobre las cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

El efecto Inhibitorio del aceite de orégano en la concentracion al 100% para la
Escherichia coli presento un halo de inhibicién de (15.33 mm), que se clasifica como

muy sensible (++) en la escala de Duraffourd.

En las tablas se demuestra la comparacion de las muestras del aceite esencial del
orégano con el medicamento cefuroxima demostrando su efectividad en ambos

casos, pero la cefuroxima tiene un mayor halo inhibitorio de 16. 67 mm.

Se puede inferir que la diferencia de los halos en cada concentracién al 50% y 100%
se debe probablemente a la mayor concentracion metabolitos secundarios de los

fenoles que esta determinado por el tiempo de incubacion.

Otros autores evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial de Origanun
vulgare, donde comprobaron su efecto antimicrobiano frente a bacterias

grampositivas y sobre bacterias gramnegativas.®

Medrano E, En su investigacion muestran su actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus midié una media de 8,0 mm, 8,0 mm, 9,3 mmy 14,7 mm,
mientras que la actividad antimicrobiana contra Escherichia coli midié una media de
8,0 mm, 9,3 mm, 157 mm y 12,0 mm. Estos resultados se obtuvieron a
concentraciones del 20%, 40%, 80% y 100%, lo cual se podria considerar similar
efecto inhibitorio frente a la Escherichia coli. Resultados similares a los hallados en

nuestro estudio 15
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Iv.2.

Lépez E, (2018), compararon 3 concentraciones del aceite de Origanum vulgare L.
(orégano) sobre staphylococcus aureus y Escherichia coli el cual no presentd
crecimiento bacteriano al 60% y 90%. Efecto similar a los hallados en nuestro
estudio Y-

Palmay P, J (2019), Evaluaron la actividad antimicrobiana de Origanum vulgare L.
(Tipo) utilizando dos métodos diferentes de extraccion de compuestos activos del
material vegetal (hojas), incluyendo el aceite esencial y el extracto hidroalcohdlico,
contra cepas bacterianas de Escherichia coli y Salmonella el tratamiento mas eficaz
para las cepas de Escherichia coli del aceite esencial es a una concentracion del
100% (totalmente puro) con un halo medido a 16,33 mm, que se clasifica como muy
sensible (++) en la escala de Duraffourd. @3 Este hallazgo es similar a los

encontrados en nuestro estudio.

Guerrero J, Mejia E, (2021), en su estudio “Efecto antimicrobiano de Origanum
vulgare L sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli”. Se evalu6 mediante el método de difusion en disco de Kirby y Bauer, con
discos concentrados al 25, 50, 75y 100% respectivamente. Cuando se compararon
los halos de inhibicion utilizando la escala de Duraffourd, los resultados mostraron
gue el aceite de origanum vulgare L tenia un impacto inhibidor in vitro contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli en todas las
concentraciones. 4

La diferencia entre los resultados de esta investigacion respecto a otras
investigaciones se deberia a diversos factores que estarian interviniendo para ello.
Uno de ellos seria el porcentaje de los componentes que tienen los especimenes

estudiados, por ser de procedencia diferente.
Conclusiones
Existe presencia de metabolitos secundarios en el aceite esencial las cuales son:

flavonoides, taninos, aminoacidos, saponinas y alcaloides. Son los que

probablemente tienen efecto inhibitorio.

44



IV.3.

El aceite esencial de Origanum vulgare L.(orégano) en la concentracién de 75%
presentd un porcentaje de un halo de inhibicion de (5,67 mm) siendo no sensible
mientras que en la concentracion al 100 % el halo de inhibicion fue (15,33 mm) que
fue clasificado como muy sensible (++) segun la escala de Duraffourd presentando
el efecto inhibitorio en los cultivos de Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.

Se comprobd que el aceite de orégano concentrado al 100% si presenta un efecto
inhibitorio frente a los cultivos de Escherichia coli ATCC 25922, in vitro alas 48y 72

horas de su aplicacion.

Se determiné que el aceite de orégano a 50% de concentracion no muestra efecto
inhibitorio frente a los cultivos de Escherichia coli ATCC 25922, respecto a la

aplicacion de DMSO a las 24, 48 y 72 horas de su aplicacion.

El mejor poder de inhibicion frente a los cultivos de Escherichia coli ATCC 25922 lo
obtuvo la Cefuroxima, seguido de la concentracion de aceite de orégano al 100%

respectivamente, a las 48 y 72 horas de su aplicacion.

La Cefuroxima y el aceite de orégano al 100% presentan una diferencia minima en
su efecto inhibitorio a las 72 horas de su aplicacién, con un nivel de confianza del
95%.

El menor poder de inhibicidn frente a los cultivos de Escherichia coli ATCC 25922
lo obtuvo el aceite de orégano al 50% durante todo el periodo experimental el cual

no formd halos de inhibicion.

Se determiné que el poder inhibitorio del aceite de orégano frente a los cultivos de
Escherichia coli ATCC 25922 en sus concentraciones al 100% y la Cefuroxima
aumenta a medida que pasa el tiempo entre las 0 horas y las 72 horas de su

aplicacion que es lo que duré el experimento.

Recomendaciones
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Existe el potencial de efecto antimicrobiano en el aceite esencial de Origanum
vulgare L “orégano” demostrado en varios estudios y corroborado con el nuestro,
por lo que se recomienda a futuros investigadores realizar estudios que permitan

ampliar el campo de aplicacion del aceite.

El aceite esencial de Origanum vulgare L “orégano” se requiere investigar las
propiedades antinflamatorios y antifingicos que presenta esta planta, debido a que
se observa que su efecto inhibitorio varia segun la especie microbiolégica empleada

y el medio del cultivo.

Se sugiere realizar investigaciones de todas las partes de la planta a fin de comparar
el contenido de metabolitos secundarios responsables de la actividad farmacolégica

y realizar ensayos clinicos en seres humanos.

Se sugiere a la poblacion e instituciones de salud, el empleo de estos aceites para
contrarrestar algunas enfermedades antimicrobianas o como tratamiento
complementario al farmacologico, lo que puede llevar a disminuir los indices de

resistencia microbiana.
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ANEXOS

ANEXO A: Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Tabla A: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DEL ACEITE
ESENCIAL DEL Origanun vulgare L. MEDIANTE PRUEBA DE SENSIBILIDAD
POR DISCOS

: FICHA DE RESULTADOS.

Cepas Escherichia Coli

Concentracién del aceite de Origanum

vulgare L
Halo de inhibicion (mm)

N X

(%)
1 2 3

50% 0 0 0 0
75% 4 5 6 4,78
100% 6 10 16 10,44

N: NUumero de ensayos microbiolégicos

X: Promedio

50



Tabla B: Marcha fitoquimica del aceite de Origanun vulgare L.

CONSTITUYENTES QUIMICOS ENSAYO REACCION
Compuestos fendlicos Prueba Cualitativa +++
Taninos Rvo. Gelatina ++
Flavonoides Rvo. Shinoda +++
Antraquinona NaOH ++
Aminoacidos Rvo. Ninhidrina +
Rvo. Mayer ++
Alcaloides
Rvo. Dragendorff ++
Esteroides +
_ Rvo. Lieberman — Burchard
Triterpenos ++
Saponinas Reaccion de espuma ++
Leyenda
Reaccién muy evidente: +++
Reaccién evidente: ++

Reaccién poco evidente: +
No hubo reaccion: -
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DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE LAS HOJAS DE Origanum vulgare
L (orégano)

Determinaciéon de la solubilidad

SOLVENTES RESULTADOS

Etanol 96% ++

Etanol 70% +

Metanol +

Benceno -

Butanol +++
Leyenda:

Muy soluble: +++
Soluble: ++
Poco soluble: +

Insoluble:
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacién del problema

Objetivos

Hipétesis

Problema General

Objetivo General

Hipétesis General

¢ Presentara efecto inhibitorio el aceite esencial
de Origanum vulgare L (orégano) en cepas de
Escherichia coli in vitro?

Comprobar el efecto inhibitorio del aceite esencial
del Origanum vulgare L (orégano) en cepas de
Escherichia coli in vitro.

En el aceite esencial de Origanum vulgare L
(orégano) posee efecto inhibitorio en bacterias
de Escherichia coli in vitro.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipétesis Especificas

1 ¢/Qué metabolitos secundarios se encuentra
presentes en mayor concentracion en el aceite
esencial del Origanum vulgare L (orégano)?

Determinar los metabolitos secundarios de mayor
concentracion en el aceite esencial del Origanum
vulgare L (orégano).

Tendra metabolitos secundarios en el aceite
esencial del Origanum vulgare L (orégano) que
posee actividad en cepas de Escherichia coli in
vitro

2 - ¢ En qué concentracidn a base de metabolitos
secundarios del aceite esencial de Origanum
vulgare L (orégano) posee efecto inhibitorio en
cepas Escherichia coli?

¢cDeterminar la concentracion a base de
metabolitos secundarios del aceite esencial del
Origanum vulgare L (orégano) que posee mayor
efecto inhibitorio en cepas de Escherichia coli in
vitro?

Jtendra una concentracion a base de
metabolitos secundarios del aceite esencial de
Origanum vulgare L (orégano) que posee mayor
efecto inhibitorio en bacterias Escherichia coli in
vitro?

3.- ¢Cual sera el efecto inhibitorio del aceite
esencial de Origanum vulgare L (orégano) en
comparacioén con la cefuroxima?

Determinar el efecto inhibitorio del aceite esencial
del Origanum vulgare L (orégano) en comparacion
con la cefuroxima.

Existe efecto inhibitorio del aceite esencial del
Origanum vulgare L (orégano) en comparacion
con la cefuroxima

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO LA FICHA.

Recoleccion de la planta Origanum vulgare L (orégano)
Preparacion de la Muestra: Limpieza, secado, seleccion, maceracion. Obtencion del aceite esencial de las hojas del Origanum vulgare L (orégano), método de arrastre
con vapor de agua. Analisis de calidad del aceite: aspecto, color, olor. Actividad antibacteriana: obtencién del microrganismo, Reactivacion de la cepa bacteriana,
preparacion del Inéculo bacteriano. Método de suspension directa de preparacion vegetal, Preparacion de los discos de sensibilidad. Evaluacion antimicrobiana método
de difusion en disco en cinco conjuntos de estudio. La Sensibilidad bacteriana se evaluara por el Método de placa de difusion. Métodos de Kirby-Bauer. (Método disco-
cultivo). Agar Mueller Hinton. Sembrado del indculo bacteriano: Incubacion, Identificar y rotular las placas. Lectura del efecto Inhibitorio del aceite esencial de las hojas
del Origanum vulgare L (orégano) La lectura del efecto se realizard a las 24, 48 y 72 horas, Preparacién del aceite esencial del vegetal para el estudio.
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ANEXO C: Operacionalizacion de las variables

Efecto inhibitorio

bacteria.

de Escherichia coli
(ATCC 29522)

DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES MEDICION VALOR
V. . .
Extraido a partir de 50%
las hojas de Producto obtenido de Metabolitos Concentracion
Origanum vulgare L | las  hojas del Marcha fitoquimica X . 75%
. . (orégano) por el Origanum vulgare L sensoriales Secundarios del aceite
Aceite esencial de . 2 esencial
: método de arrastre (orégano) 100%
Origanum vulgare L d
> e vapor de agua
(orégano)
-Nula: (-) 8mm
Vv:D Accion del aceite Producto obtenido del Diametro de
) L estudio de la bacteria . -Sensible:(+)9-14 mm
esencial de inhibir el o . S Mediciones de halos halo de
.y gram negativa: cepas Microbioldgico L
crecimiento de la inhibicién

-Muy sensible:(++)15

-SS. (+++) 20 mm

-19 mm
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ANEXO D: Consentimiento informado No aplica

ANEXO E: Documentos obtenidos para desarrollo de la investigacion

Identificacion taxonomica de Origanum vulgare L. (OREGANO)

9 =======" UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS X0,
VN ‘A Universidad del Pers, DECANA DE AMERICA o
ig‘% N VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO Ul 9
VOB | MUSEO DE HISTORIA NATURAL

"Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

CONSTANCIA N°10-USM-MHN-2022

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (rama con hojas), recibida de Anthony Visitacién Andrade y
Mary Cruz Hualpa Quispe; de la Universidad Maria Auxiliadora; ha sido estudiada

y clasificada como: Origanum vulgare L.; y tiene la siguiente posicion taxonomica,
segun el Sistema de Clasificacion de APG IV (2016).

ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE

GENERO: Origanum
ESPECIE: Origanum vulgare L.

Nombre vulgar: “"Orégano”
Determinado por: Mg. Hamilton Beltrdn Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente.

Lima, 09 de marzo de 2022

JAC/adb



Aunral

Constancia

EL JEFE DE CONTROL DE CALIDAD DEL LABORATORIO FARMACEUTICO M&G VIDA
NATURAL E.I.LR.L Q. F LEONOV ASTULLA ROSALES CQFP:09781, DEJA CONSTANCIA QUE:

El analisis microbiolégico del trabajo de tesis “EFECTO INHIBITORIO DEL ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare L (orégano) FRENTE A CEPAS DE BACTERIA GRAM
NEGATIVAIN VITRO”, se realizé en las instalaciones del drea de control de la calidad por
Anthony André Visitacion Andrade y Mary Cruz Hualpa Quispe, estudiantes de la
facultad de ciencias de la salud escuela profesional de farmacia y bioquimica de la

Universidad Maria Auxiliadora.

Jefe de control de la calidad

'Ir"""asfi'ﬁ";"."?m""“', i
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Certificado de UNMSM de Solubilidad

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
{Universidad del Per3, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

Leyenda:
+++  :muy soluble
&= : soluble
it : poco soluble
- : insoluble
SOLUBILIDAD
ETANOL - PROPIA ++
METANOL - PROPIA +
AGUA - PROPIA -
BUTANOL - PROPIA ++4
CLOROFORMO - PROPIA -
BENCENO - PROPIA 5

DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO*

- Lime }

e

S7



Certificado de UNMSM Marcha Fitoquimica

UHIVERSIDAD MNACIONAL AMAYOR DE SAN MARCOS
(Univerudad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACTA Y BIOQUIAIC A
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITIOO - CCA

PFROTOCOLO DE ANAL N° 1-CPE-2032

CHRIMEM LB ANALISIES & IR
SOLICTTALD POR £ ANTHONY ANDRE VISITACION ANDRADE
MARY CRLLZ HUALPA Of 555
MUESTRA ¢ Actite esencial de Oripanue ralgare L [arégans)
FECHA [KE RECERCION o o Abvil ded DO3T
S e
METARSL T8 EMBATO | ‘wiTooos BESULTADDS |
ANTRAGQUINCNAR Fagcoain o Bomiage Crammain e =
Fwsoiin ia u...,‘;.um—’—m—i - -
ALCALDIDIS | [y ¥ p— ; Fmrre——
5 Fagtcan On Wagrai [ ¥ mamm
T ELCORRE Fdcode de_anil - az Tasliintne |
Builfirnn
FLANTIRRAIS |- T Fnancion de Shanoda Coslinive -
T E T T
CARBCH IR A T s Rausiedn ou sah | [T L]

ESTEMR0ES [ Asaccidn du |isbormanm Cusliiaiive
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Certificado del Laboratorio Bioen Lab S.A.C

BIOEN LAB S.4.C.

Pag. 1de 3
ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

INFORME N° 825-2022
IDENTIFICACION DEL SOLICITANTE
Nombre: Anthony André Visitacién Andrade
DNI: 46113108
Nombre: Mary Cruz Hualpa Quispe
DNI: 70433260
Universidad: Maria Auxiliadora
Facultad: Ciencias de la Salud
Escuela Profesional: Farmacia y Bioquimica
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
Ingrediente activo: Aceite esencial de origanum vulgare L. (oregano)
Cantidad recibida: 01 frasco de vidrio x 38ml de Aceite esencial de

origanum vulgare L. (oregano)
Diluyente: Agua desionizada
Control positivo: Cefuroxima (30 ug)
Lote CIP28 Vence: marzo 2024

Control negativo: Dimetilsulféxido (DMSO)
Cepas bacterianas
Utilizadas para enfrentamiento: Escherichia Coli ATCC 25922
Fecha de analisis: 19 de abril del 2022
Fecha de reporte: 22 de abril del 2022

METODO DE ANALISIS:
Evaluacién microbiolégica in vitro. Método de difusion en agar por discos

3.1 Medio de cultivo: Agar Mueller Hinton (AMH)

3.2 Inoculo: 0.5 Mc Farland (1x108 UFC/mL)

3.3 Discos: Por excavacién en agar

3.4 Repeticiones: Tres

3.3 Tiempo de incubacion: 24 1 2 horas a 35 1+ 13C, en aerobiosis.

DATOS DEL ENSAYO
4.1. Concentraciones de Aceite esencial de origanum vulgare L. (oreganoc). Segin protocolo

recibido, volumen final 1000 uL.

CONCENTRACION ACEITE ESENCIAL DILUYENTE
(%) (uL) (uL)
100 1000 0
75 750 375
50 500 250

Av. Guardia Civil 1041.Los Inkas E-302. Santiago de Surco. Tf: 309-1514. E-mail: neilazabache@gmail.com
Celular:944-986145
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BIOEN LAB S.4.C.

Pag.2de 3

5. CONTROLES

Muestra Medio de cultivo Resultado
Escherichia coli ATCC 25922 APC Crecimiento
Sin sembrar (control del medio) APC No hubo

crecimiento

Excavacion con DMSO APC + Escherichia coli ATCC 25922 Ausencia de halo
Excavacion de Cefuroxima APC + Escherichia coh ATCC 25922 Presencia de halo

6. RESULTADOS
6.1. Evaluacion microbiologica in vitro de Aceite esencial de origanum vulgare L. (oregano).
Metodo excavacién en agar. Halos de inhibicién en milimetros (mm)

Escherichia coli ATCC 25922
n

100 % 75 % 50 %

1 10,22 4,55 0,0
2 10,33 4,66 0.0
3 10,44 4,77 0,0

n= nimero de repeticiones

Método utilizado: Kirby Bauer y col. Modificado

6.2. Evaluacién microbioidgica in vitro de discos de cefuroxima (control positivo). Método
excavacion en agar. Halos de inhibicion en milimetros (mm).

Escherichia coli ATCC 25922 n 30ug
1 13.5
2 13,6
3 13,7

n= namero de repeticiones.

Método utilizado: Kirby Bauer y col. Modificado

SR L LT T T T T,

il Azabache V.
C.B.P. 4001
Av. Guardia Civil 1041.Los Inkas E-302. Santiago de Surco. Tf: 309-1514. E-mail;_neilaz mail.com

Celular:944-986145
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6.3. Evaluacion microbiologica in vitro de DMSO (control negativo). Metodo excavacion en

agar. Halos de inhibicién en milimetros (mm).

Escherichia coli ATCC 25922 100 %
n
1 0,0
2 0.0
3 0,0

n= namero de repeticiones.

Método utilizado: Kirby Bauer y col. modificado.

CLTTEN

et t LN
190. Néil Azabache v
C.B.P. 4001
Av. Guardia Civil 1041.Los Inkas E-302. Santiago de Surco. Tf: 309-1514. E-mail;_neilazabache@gmail.com
Celular:944-986145
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Certificado de Analisis de la cepa Escherichia coli ATCC 25922

Microbiologics' *

Certificate of Analysi
Specifications
Microorganism Name: Escherichia coli
Catalog Number: 0335

Lot Number: 335-535""

Reference Number: ATCC® 25922™*
Passage from Reference: 3

: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Expiration Date: 2023/10/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Kassandra L Hall
Release Date: 2021/11/24

Performance
Macroscopic Features: Medium:
2 colony types, both are grag & beta hemolytic: one is circular to irregular, SBAP
convex, slightly er?'se edge & smooth; other’is larger, irregular, low convex,
erose edge & foug
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive
(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 15 - 22 mm
g")nGen(amicin (10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26

(1) SXT (1.25/23.75 meg - Disk Susceptibility): 23 - 29
mm

Q'ZV\/L&L ,-\_.(_ 3 _,.,_70.(—’/..-.,

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The ot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

1, Refer to the 1 1 prod insert for instr use and

Individual prod are tr toa culture collecti

aa

|ACCREDITED|

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655%.02

o} The ATCC Li 15 rivative Emblem, the ATCC Licensed Derjvalive word k and the ATCC catalog marks ari
ATCC Licensed ) lcl"jllla_’e!l"ggrks nf?\%g a?cmﬁolugl:;cs. Inc.'is licensed to use these lr'aclemearl?sr ar’:éa{o Sel?prneducls derived Ic‘al'om ATCE(%
\ Dernvative ) 3

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

lACCIEDITED'

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
|

Range it tati i Symbols Colo
2.00-3.00 (+++) green
1.70-1.99 Low-confidence identification (+) yellow
0.00-1.69 () red

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
A High consijstency: The best match is a high-confidence identification, The second-best match is (1) a high-
A cogﬁden_ce identiﬁcyatjpn in which the species isg identical to the best match, (2) a Iow«:on?ndence identiﬁcati(on) in WthCh
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.
(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence

identification. The second-best match is (1)"a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2021-11-10T14:54:01.452 CMC
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
F4 (+++) (A) 335-535 Escherichia coli
Comments:

closely related to Shigella / Escherichia fergusonii and not definitely distinguishable at the moment |
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ANEXO F: Evidencias fotograficas del trabajo de campo

Obtencién de la muestra de las hojas de Origanum vulgare L. (Orégano)

Fotografia N° 1 Trituracion y el pesado de la muestra de las hojas de Origanum
vulgare L. (Orégano)
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Fotografia N° 2 y 3 Destilacién, filtrado de la solucién oleosa. (obtencion del

aceite esencial).

Fotografia N° 4 y 5 Separacion de la solucion en pera de bromo y obtencion

del aceite esencial de orégano
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Fotografia N° 6 y 7 Preparacion de las concentraciones del aceite origanum
vulgare L (orégano) al 50 %, 75 %y 100 %

Materiales y reacciones del proceso de la solubilidad del aceite esencial de

las hojas de Origanum vulgare L. (Orégano)

Fotografia N° 8 Reactivos para la prueba de solubilidad
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Fotografia N° 9 Resultados obtenidos del proceso de solubilidad del aceite

esencial de las hojas de Origanum vulgare L. (Orégano)

Fotografia N° 10 Resultados del Tamizaje fitoquimico del aceite esencial de las

hojas de Origanum vulgare L. (Orégano)
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Fotografia N° 11 Saponinas-RX. Espuma (++)

Fotografia n°12 Alcaloides

= Rvo. Mayer (++)
* Rvo. Dragendorff (++)
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Fotografia N° 13 Flavonoides-Rvo. Shinoda (+++)

Fotografia n° 14 Saponinas- Rvo. Lieberman — Burchard (+++)
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Fotografia N° 15 Saponinas- Rvo. Gelatina — (++)

Fotografia n® 16 Aminoacidos- Rvo. Ninhidrina — (+++)
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Proceso de ensayo microbioldgico, andlisis de sensibilidad sobre los

cultivos para determinar el Efecto Inhibitorio.

Fotografia N° 17 Material requerido disponible en mesa de trabajo previamente

desinfectado

Fotografia n° 18 y 19 kwik-Stik contenidos con los pallets de cepas

liofilizados
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Fotografia N° 20 y 21 Activacién de la cepa Escherichia coli ATTC 25922
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Antibiograma, aceite esencial al 50 %

Antibiograma, aceite esencial al 75 %
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Antibiograma, aceite esencial al 100 %

Antibiograma Multiple, con aceite esencial al 50%, 75%, 100 %
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