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RESUMEN

Objetivo: Demostrar la accion antibacteriana in vitro del aceite esencial de las
hojas de Origanum vulgare L. (OREGANO) sobre Escherichia coli ATCC 25922

Metodologia: Corresponde al enfoque cuantitativo de la investigacién con
disefio experimental, prospectivo aplicado al método cientifico, la poblacion
vegetal estuvo conformada por Origanum vulgare "orégano” y la biolégica por
Escherichia coli, tom6 10 kilogramos de las hojas de la poblacion vegetal y
obtuvo el aceite esencial por medio de la técnica de destilacion por arrastre con
vapor, asi mismo, se aplicé el método microbioldgico de difusion en pozo para

la determinacion de la accion antibacteriana.

Resultados: Con respecto a la solubilidad al aceite de orégano se muestra afin
a cloroformo y acetona siendo totalmente solubles en estos, la identificacion de
los metabolitos secundarios mostré presencia de aceites, grasas, triterpenos,
flavonoides, compuestos fendlicos y taninos; por otro lado, los halos de inhibicion
fomados para el 50% de 10,80 + 0,42mm, al 75% de 13,03 + 0,48mm; al 100%
de 16,22 + 0,51mm, control negativo empleado (DMS) obtuvo halo de inhibicion

de 5,88 + 0,50mm y el control positivo obtuvo halo de 29,49 + 0,42mm.
Conclusiones: El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.
(OREGANO) a las concentraciones del 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli

ATCC 25922, presentaron accién antibacteriana.

Palabras clave: Aceite esencial, Origanum vulgare, Escherichia coli,

antibacteriana
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ABSTRACT

Objective: To demonstrate the in vitro antibacterial action of the essential oil of
the leaves of Origanum vulgare L. (OREGANO) on Escherichia coli ATCC
25922.

Methodology: Corresponds to the quantitative approach of the research with
experimental, prospective design applied to the scientific method, the plant
population was made up of Origanum vulgare "oregano” and the biological one
by Escherichia coli, took 10 kilograms of the leaves of the plant population and
obtained the essential oil by means of the steam distillation technique, likewise,
the microbiological method of well diffusion was applied to determine the

antibacterial action.

Results: Regarding the solubility to oregano oil, it is related to chloroform and
acetone, being totally soluble in these, the identification of secondary
metabolites showed the presence of oils, fats, triterpenes, flavonoids, phenolic
compounds and tannins; on the other hand, the inhibition halos formed for 50%
of 10.80 + 0.42mm, at 75% of 13.03 + 0.48mm; at 100% of 16.22 + 0.51mm,
the negative control used (DMS) obtained an inhibition halo of 5.88 + 0.50mm

and the positive control obtained a halo of 29.49 + 0.42mm.

Conclusions: The essential oil of the leaves of Origanum vulgare L.
(OREGANO) at concentrations of 50%, 75% and 100% on Escherichia coli
ATCC 25922, presented antibacterial action.

Keywords: Essential oil, Origanum vulgare, Escherichia coli, antibacterial



I. INTRODUCCION

Los microorganismos son entidades que existen mucho antes que el hombre, entre
ellos tenemos a las bacterias, virus, entre otros; el hombre vive rodeado de estos
microorganismos y a pesar que la evolucién ha logrado una existencia en simbiosis
entre ambos, siempre se ha visto en riesgo la vida de las personas, evidenciando

tasas de mortalidad elevadas debidos a los microorganismos 2.

Entre los microorganismos mas representativos que problemas ha traido al hombre
ha sido la bacteria Escherichia coli, la cual vive en el intestino del hombre y en
animales, sin producir enfermedad alguna salvo complicaciones en su reproduccion
0 problemas inmunes por parte del hombre. Esta bacteria en el trascurso de la
historia ha producido epidemias, altas tasas de mortabilidad y actualmente altos
indices de resistencia bacteriana lo que ha complicado la forma de combatirla, siendo
los actuales antibiéticos cada dia mas ineficaces convirtiéndola en una bacteria

peligrosa para el hombre sobre todo las intrahospitalarias??.

La Organizacion Mundial de la Salud, ha informado sobre las elevadas tasas de
resistencia que estan presentando ciertas bacterias, entre ellas Escherichia coli, la
cual se contagia generalmente a través de los alimentos o por el contacto mano,
boca, ano generalmente en los nifios, los Ultimos reportes de esta institucion revelan
gue en el mundo 1 persona de 10 han contraido una infeccidon por esta bacteria a
través de los alimentos en mal estado o contaminados, asi mismo, las estadisticas
revelan que 420,000 fallecen anualmente debido a contagios por esta bacteria. Por
otro lado, en los Estado Unidos esta problematica causa ademas de 23000
defunciones, gastos en el sector Salud con cifras que superan los 35 millones de

dolares*.

Por otro lado, en el Peru existen estudios realizados con respecto a las tasas de
infeccion que produce esta bacteria encontrando cepas resistentes a diferentes
drogas, entre ellas el &cido nalidixico, ampicilina y sulfametoxazol, estos resultados
se observan sobre todo en las zonas rurales de los sectores de Moyobamba y
Urubamba. En Lambayeque también se ha observado cepas Gram negativas
resistentes entre ellas Escherichia coli, P. mirabilis, K. pneumoniae y E. cloacae

demostrando resistencia a ampicilina, Cefalosporinas y Trimetoprim —
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Sulfametoxazol®S.

Como bases tedricas del presente estudio definiremos a Origanum vulgare L, la cual
es hierba perenne aromética de la familia Lamiaceae. Presenta un gran valor
econdémico y medicinal. Muchos estudios han evidenciado que la esencia de O.
vulgare destaca por su amplia gama de propiedades biologicas, mostrando
propiedades antioxidantes, antibacterianas y citotdxicas. Sin embargo, debido a que
los constituyentes fitoquimicos y la actividad biolégica de las esencias aromaticas
varian segun las circunstancias asociadas con sus habitos de crecimiento y
ubicaciones geogréficas, no se pueden generalizar y deben determinarse para cada

aceite esencial individualmente’.

El orégano generalmente se cultiva como un arbusto pequefio en climas
mesotérmicos o llamados también climas templados; sus hojas de forma oval se
mantienen vivas durante todo el afio y se ubican de manera opuesta a lo largo del
tallo; el tallo joven es cuadrado y presenta vellosidades, pero al alcanzar su madurez
adquiere una consistencia lefiosa; sus flores son diminutas miden mas o menos 1cm

y se agrupan en racimos, sus colores varian entre blanco, rosa y purpura. Existen
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muchas variedades de Origanum vulgare, las cuales se caracterizan por contener

aceite esencial, en la cual destacan los bioactivos timol y carvacrol®-1°,

Dentro de esta familia, el orégano (Origanum vulgare) es probablemente uno de los
mas utilizados como planta aromatica, cuyos aceites esenciales son particularmente
ricos en mono y sesquiterpenos. El aceite esencial de orégano ha demostrado
poseer propiedades antioxidantes, antibacterianas, antifungicas,

actividades diaforéticas, carminativas, antiespasméddicas, analgésicas Yy
antimicrobiana. Diferentes investigaciones evidenciaron que el aceite de orégano
presenta propiedades antibacterianas, debido a sus principios activos, entre ellos se
tenemos al carvacrol el cual presenta actividad antimicrobiana. En este contexto, y
en vista de un posible uso del aceite de orégano como antimicrobiano, es importante
considerar que el porcentaje de obtencién de aceite y su composicion son el
resultado de diferentes factores, incluido el genotipo, el medio ambiente, entre

otros!?.

La clasificacion taxonémica de Origanum vulgare L “Orégano” segun el Sistema de

Clasificacion de Cronquist (1981), es la siguiente:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Especie: Origanum
Especie: Origanum vulgare L.

Por otro lado, Escherichia coli es un bacilo gram-negativo de la
familia Enterobacterias con un peso de 110 femtogramos (fg), es un huésped comun
de la microflora comensal intestinal del hombre y animales (mamiferos y aves), vive
en el tracto digestivo y se adquiere durante las primeras horas o dias después del
parto, Escherichia coli, por lo tanto, constituye todo a lo largo de la vida del huésped
una de las especies bacterianas dominantes de la flora aerobio Intestinal; es
probablemente el organismo vivo mas estudiado hasta la fecha, de hecho su

descubrimiento y estudio lo convierten en un herramienta de eleccion para la ciencia
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e investigacion. La produccion de publicaciones cientificas que lo mencionan lo

atestigua.'?

Algunas cepas especializadas de Escherichia coli se asocian con patologias muy
diversas tanto en humanos como en animales; como diarrea, gastroenteritis,
infecciones del tracto urinario, meningitis, sepsis, etc. Mediante el uso de técnicas
modernas de bioquimica, genética, biologia molecular y el microbiologia han
identificado y analizado los mecanismos involucrados en la interaccion de la
Escherichia coli patégena con su huésped, a pesar de la diversidad de condiciones
causadas por cepas patégenas de Escherichia coli, todas estas cepas utilizan
un estrategia infeccion clasica, comun a muchos otros patégenos, como la mayoria
de los patégenos de la mucosa, las cepas de E. coli que producen diarrea y las
infecciones extraintestinales utilizan una estrategia de infeccion, cuyos puntos clave
son: colonizacion de las membranas mucosas, posiblemente invasion de

células, multiplicacién, escape de las defensas del anfitrion y dafio al anfitrion?.

Dentro de este marco, se exponen los antecedentes de nivel internacional, que se
vinculan con nuestras variables de estudio; Basurto M. y col., en el 2019, en su
publicacién puntualizaron en extraer in vitro la esencia aromatica del Origanum
vulgare con la finalidad de “evaluar su efecto antibacteriano sobre cepas ATCC de
Escherichia coli”. Segun el andlisis realizado por los autores el mejor método para
extraccion en cuanto a rendimiento y pureza fue mediante maceracion con etanol.
Asimismo, se logré6 comprobar un efecto antibacteriano sobre Escherichia coli con

una zona de inhibicion de 23.7mm por parte del aceite al 100%?**

De manera semejante, citamos a Araujo C., que, en el 2019, impuso como objetivo
en su tesis experimental: determinar la “actividad antibacteriana del aceite esencial
de Origanum vulgare (orégano) y del aceite de Thymus vulgare (tomillo) y su
sinergismo juntos contra la bacteria Salmonella typhymurium”. De forma individual el
aceite de orégano en la concentracion del 0.06% y el tomillo al 0.12% inhibieron mas
del 90% a S. typhymurium y cuando juntaron ambos aceites el efecto aparecio en 24

horas?®.

Igualmente, Moreno P. y col., en su investigacion del 2018, cuyo objetivo fue “evaluar
la inhibicién del crecimiento antimicrobiano de Escherichia Coli, aerobios mesoéfilos

totales y mohos mediante la aplicacion de un preparado farmacéutico antimicrobiano
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formulado a base de esencia de orégano con proteina de suero de leche”. Al realizar
varios ensayos con las diferentes concentraciones de la esencia de orégano se
determiné que al 16.66% el aceite logra inhibir completamente los mohos y
levaduras, pero la inhibicion de E. coli y aerobios mesdfilos totales se produjo a una

concentracion superior del 26.53%?.

De manera similar, a nivel nacional, Contreras S., en el 2017, presenté su estudio
donde “evalud el sinergismo del aceite de Origanum vulgare “orégano” en
concentraciones del 50% y 75% mas el principio activo ciprofloxacina sobre
Escherichia coli ampicilino-resistente, a su vez, determinar su CMI del aceite de
orégano. La CMI del aceite esencial de orégano fue a partir del 5%, con un halo
medio de 11.7mm, ademas, se evalu6 que si existe un sinergismo del aceite con la
ciprofloxacina, siendo mayor el efecto en la concentracion del 75% de aceite de

orégano mas ciprofloxacina, el cual formé el halo mas grande de 22.72mm?’,

También, Deza R. y col., en el 2021, en su estudio tuvo por objetivo demostrar si
existe “efecto antimicotico in vitro, mediante la elaboracidén de un preparado magistral
“gel” formulado a base de aceite esencial de orégano frente a Candida albicans”. Se
determind que la CMI del aceite fue de 2.5%, por ello, los geles fueron preparados
con el aceite a partir de concentraciones del 2.5% y 5% de la cual por medio de la
técnica microbiologica de difusién se obtuvieron zonas de inhibicion de 14.75mm y
22.45mm y el grupo control “clotrimazol” un halo de 22.45mm, demostrando que el
gel a base de aceite de orégano si presenta efecto antimicético sobre una cepa
ATCC de Candida albicans, no obstante su efecto es menor comparado con el

clotrimazol?®s.

Finalmente, Salazar R, Yerren M., en el 2021, evalué la “propiedad antibacteriana
del aceite esencial de Melissa officinalis (toronijil) y Origanun vulgare (orégano) frente
a Escherichia coli ATCC”. La extraccion del aceite de cada especie fue realizada por
arrastre de vapor y se realizaron diluciones para obtener el aceite al 50% y 100%. El
aceite logro evidenciar zonas de inhibicién del aceite de orégano con una media de
11,68 y 15,28 al 50% y 100% del aceite, los grupos control negativo (DMS)
obtuvieron halos de 6,1mm, por su parte el ciprofloxacino formé una zona inhibitoria
de 30,35mm?*.

Luego del analisis de los antecedentes se elabora el objetivo general: demostrar la

14



accion antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.
(OREGANO) sobre Escherichia coli ATCC 25922

Se realiza también la hipotesis general del estudio, el aceite esencial de las hojas de
Origanum vulgare “orégano” tiene accion antibacteriana sobre Escherichia coli ATCC
25922, in vitro.

15



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de investigacion

La presenta tesis se basé en un enfoque cuantitativo, en ese sentido los datos
recolectados presentaron valores o cantidades que sirvieron para desarrollar el

analisis estadistico respectivo?.

El disefio de la investigacion fue el experimental ya que existié influencia directa del

investigador en las variables de experimentacion?.

Ademas, el estudio es prospectivo porque los datos se recolectaron después del
planteamiento del estudio y de corte transversal debido a que los datos fueron

recolectados en un solo periodo de tiempo?.
2.2 Poblacion, muestray muestreo

Poblacién vegetal: La poblacién de estudio fue representada por 20 kg de
Origanum vulgare "orégano" obtenida del Sector Alita Baja, Fundo el Sapote, del
distrito de Salas, provincia y departamento de Lambayeque ubicado a 6.3076° de
latitud Sury 79.6733° de longitud Oeste, a una altura de 118,6 m.s.n.m.

Poblacién Bioldgica: La poblacion bioldgica estuvo conformada por la cepa de

Escherichia coli

Muestra vegetal: La muestra por su parte comprendié 10 kg de hojas de la planta

Origanum vulgare "orégano”

Muestra Bioldgica: Estuvo conformada por la cepa de Escherichia coli,

especificamente ATCC 25922, la cual fue adquirida del laboratorio Gen Lab Pera.

El tipo de muestreo que se empleo fue el no probabilistico por conveniencia ya que
el lugar de recoleccion fue seleccionado previamente por condiciones de acceso,

facilidad y disponibilidad de la muestra.

Criterios de inclusion:
- ldentificacion taxonémica
- Muestra obtenida del lugar de recoleccion

- Muestra recolectada directamente de la planta
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- Muestras frescas

Criterios de exclusién:

- Muestras contaminadas
- Muestras recolectadas del suelo

- Muestras secas y maltratadas.
2.3 Variables de investigacion
Variable independiente: Aceite esencial de Origanum vulgare "orégano”.

Definicion conceptual: Solucion de consistencia oleosa que contiene los

metabolitos secundarios de la planta??
Definicion operacional: Destilacion por arrastre con vapor y posterior decantacion.

Variable dependiente: Accidn antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli ATCC
25922

Definicion conceptual: Accién de una sustancia sobre un microorganismo que

promueve o produce inhibicidn en su desarrollo?.

Definicion operacional: Medida de los halos de inhibicibn mediante vernier digital

y otro instrumento de medicion.

2.4 Técnica e instrumento de recoleccién de datos

La técnica aplicada para evaluar el efecto antibacteriano fue la difusion en pozo, la
gue permitié determinar el efecto antibacteriano sobre Escherichia coli ATCC 25922
para lo cual se realizaron lecturas del tamafio del halo de inhibcién?-.

El instrumento empleado en la investigacion fue el vernier digital y la ficha de

registro de datos.
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2.5 Plan de recoleccién de datos
2.5.1. Obtencién de la aceptacién y preparacion previa

Se coordind previamente al inicio de la recoleccién de la muestra con el
propietario del terreno de cultivo donde se extrajo la muestra para solicitar

los permisos respectivos.

Se recolectd una muestra completa de la especie vegetal en estudio, la que
fue prensada con papel periédico y enviada al botanico para su identificaciéon

y emision del certificado respectivo.
2.5.2. Recoleccién de la muestra vegetal

La planta fue recolectada en temprano por la mafiana en una cantidad
suficiente para realizar los andlisis, luego seran colocadas sobre papel Kraft

y llevadas al laboratorio para iniciar su tratamiento.

Luego se retiraran las hojas de las ramas y seleccionara aquellas que estén
de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion, las hojas seleccionadas

fueron lavadas con agua potable.

2.5.3. Obtencion del aceite esencial "orégano":

Para la obtencién del aceite esencial de orégano, se procedié en primero
lugar al armado y acondicionamiento del equipo semi-industrial de
destilaciébn con la técnica de arrastre por vapor, colocando dentro del
contenedor 10 litros de agua y en la parte superior (contenedor de la
muestra), 500 gramos de hojas de Origanum vulgare "orégano”, por cada
ciclo de extraccién, cada ciclo de extraccion duro aproximadamente 5 horas
hasta agotar la muestra, finalmente se sell6 la tapa herméticamente con las
precintos de seguridad y coloco las lineas del refrigerante a las tomas de

agua y desagtie.

A la salida del equipo se coloco una pera de decantacion donde se recibi6 la
mezcla de aceite y agua, la que se separd posteriormente mediante

decantacion, eliminando la fase acuosa hasta obtener todo del aceite.
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Se emplearon en total 10 kilogramos de la muestra la que obtuvo un
rendimiento aproximado de 1 ml de aceite esencial por kilogramos de

muestra empleada.

Marcha fitoquimica

Para el desarrollo de la marcha fitoquimica se siguid el procedimiento
propuesto por Matias, M. (2021)%°, el cual se realizé6 para determinar los
metabolitos presentes en la muestra, los cuales se realizaron de la siguiente

manera.

Alcaloides: Se empled la reaccion de Dragendorff donde en un tubo de
ensayo se agrego 1 ml del extracto y seguidamente se adicion6 1 ml de &cido
clorhidrico en concentracion del 1%, se llevo a calor directo por 2 minutos y
luego se enfrié y agreg6 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Un precipitado

naranja ladrillo indica una reaccion positiva.

Taninos y compuestos fendlicos: Se agregaron 2 ml del extracto
seguidamente 3 gotas del reactivo de cloruro férrico. La coloracion rojo-vino
evidencia la existencia de compuestos fendlicos, un color verde intenso
demuestra la existencia de taninos pirocatecolicos, un color azul evidencia

la existencia de taninos pirogalactonicos.

Saponinas: Se coloco 1 ml del extracto y agregamos 10 ml de agua
destilada, se agitdé por 2 minutos, luego del cual se debe observar la
presencia de espuma con 2 mm a mas por mas de 2 minutos, lo que indica

la presencia de saponina.

Flavonoides: Se agregdé 1 ml de la muestra en un tubo de ensayo y luego
se agrego 1 ml de HCI cc, se llevo a calor directo por 10 minutos, y se dejo
enfriar, luego se agregd 1 ml de agua destilada y 2 ml de alcoholo amilico, la
aparicién de un color rojo a marrén en la fase amilica indica la presencia de

flavonoides.
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Mucilago: Una alicuota de 2ml del extracto se llevo a una temperatura de 0
a 5°C por un tiempo de 10 minutos, luego de los cuales se retird y observé
la presencia de una consistencia gelatinosa, que indicara la presencia de

mucilago.

Triterpenos y Esteroides: Se empled el método de Liebermann-Burchard,
a una alicuota de 1 ml del extracto se agregara 0.5 ml de acido acético glacial
y luego 5 gotas de H2SO4 concentrado por la pared del tubo de ensayo sin
agitar, la formacion rapidamente de un color rosado-rojo que cambia azul o
azul verdoso luego indica la presencia de estructuras esteroidales, la
formacion de un color rosado-rojo que cambia a verde intenso o verde oscuro

indica la presencia de estructuras esteroidales.

2.5.5. Activacién del microorganismo:

2.5.6.

La reactivacion de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 se realizo
siguiendo los procedimientos recomendados por el proveedor de la cepa
ATCC, para lo cual se reconstituy6 la cepa liofilizada y realizé hisopados de
la cepa en estrias en agar medio selectivo MacConkey en placa Petri.

Se llevaron a incubacién a 35+0,5°C por 24 horas, luego de los cuales se

retiraron las placas y verificaron el crecimiento bacteriano.
Evaluacion de la accion antibacteriana

Se extrajeron dos a tres colonias de la placa reactivada con la cepa, y se
disolvié en 10 ml de SSF, se realizaron diluciones sucesivas hasta obtener
una turbidez parecida al patron de 0.5 en la escala de Mc Farland, lo que

constituye el in6culo bacteriano.

Se realizaron hisopados con el indculo en agar Muller Hinton, en placas Petri,
luego se perfor6 el agar con un sacabocado de 6 mm de diametro
construyendo 3 pozos en cada placa (12 placas), donde se colocé el aceite
a diferentes concentraciones al 50%, 75% y 100%, en otras placas (12
placas) se perforaron dos pozos lo que sirvieron para colocar los controles

negativo y positivo.
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En cada grupo se colocé 30ul de la muestra y se llevé a incubacion a
35+0,5°C por 24 horas.

Se identificaron las zonas de inhibicion formadas y midieron con un vernier

digital.

2.6. Métodos de analisis estadisticos

Los datos fueron procesados empleando tablas y datos del analisis microbiolégico,
asi mismo, los datos recolectados fueron ser evaluados mediante pruebas de
normalidad y de homogeneidad de varianzas para luego aplicarse la prueba de
ANOVA y Tukey para la contrastacion de la prueba de hipétesis.

2.7 Aspectos éticos

La investigacién estuvo guiada por principios éticos, por lo tanto, se cumplio el
Principio de no Maleficencia, en ese sentido, se tomaron las medidas necesarias
para evitar lastimar o dafiar de manera irresponsablemente a los participantes o al
medio ambiente con la eliminacion de material incontaminado, para lo cual se
empled equipos de proteccion personal necesarios y las muestras fueron

eliminadas bajo protocolos de manejo de residuos sélidos biocontaminados?%’.

21



Il. RESULTADOS

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:
Ho: El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano” no es soluble

frente a solventes no polares.

Hi: El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano” es soluble frente

a solventes no polares

Tabla 1. Evaluacion de la solubilidad del aceite esencial de las Origanum vulgare

“orégano” frente a solventes polares y no polares

Prueba Solvente Solubilidad

1 Agua destilada -

2 Metanol +

3 Etanol +

4 Ter-butanol -

5 Acetona +++

6 Cloroformo +++

7 Dimetilsulfoxido ++

8 Hexano ++

Leyenda:

7
%

(+++): totalmente soluble

% (++): medianamente soluble
(+): ligeramente soluble

(-) : insoluble

X

0,

S

g

0,

S

Interpretacion:

Se observa en la tabla 1, los resultados del analisis de solubilidad realizado al aceite
esencial de las Origanum vulgare “orégano” en solventes polares y apolares,
observandose que este es totalmente soluble al cloroformo y acetona,
medianamente soluble al hexano y dimetilsulfoxido, es ligeramente soluble al
metanol, etanol; insoluble al agua destilada y ter-butanol.

Andlisis:
Del estudio de solubilidad frente a solventes polares y no polares, se evidencia que
el aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano” es soluble
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generalmente a solventes no polares como acetona, cloroformo.

Decisién:
Rechazar la hipétesis HO y aceptar la H1 que confirma que el aceite esencial de las

hojas de Origanum vulgare “orégano” es soluble frente a solventes no polares

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:

Ho: El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano no presenta
metabolitos secundarios con accion antibacteriana sobre Escherichia coli ATCC
25922, in vitro.

Hi: El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano presenta
metabolitos secundarios con accion antibacteriana sobre Escherichia coli ATCC
25922, in vitro.

Tabla 2. Identificacion de los metabolitos secundarios que presenten accion
antibacteriana in vitro que contiene el aceite esencial de las hojas de

Origanum vulgare “orégano”

Metabolitos _
] Reactivos Resultado
Secundarios
Alcaloides Dragendorff -
Quinonas Borntrager -
Compuestos fendlicos +
. FeC|3
Taninos +
Mucilagos Agua destilada -
Flavonoides Antocianidina ++
Triterpenos / Esteroides Liebermann Burchard ++++
Aminoacidos Ninhidrina -
Aminoacidos azufrados Acetato de plomo -
Saponinas Espuma -
Aceite y grasas Sudan Il ++++
Leyenda:
Ausente )
Escaso (+)
Leve (++)
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Moderado (+++)
Abundante (++++)

En la tabla 2 se muestra el resultado de la marcha fitoquimica obtenida al exponer
el aceite esencial de orégano a diferentes reactivos los cuales al reaccionar con los
metabolitos muestran cambios de coloracién, precipitado, turbidez, entre otros; se
encontré6 presencia de abundante de aceites, grasas, triterpenos, también
presencia leve de flavonoides, presencia escasa de compuestos fendlicos, taninos

y ausencia de alcaloides, quinonas, mucilagos, aminoacidos y saponinas.

Andlisis:

El estudio fitoquimico realizado permite confirmar por medio de las reacciones
cualitativas la presencia de metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial
de las hojas de Origanum vulgare “orégano, las cuales son estructuras con

potencial actividad antibacteriana

Rechazar la hipotesis HO y aceptar la H1 que confirma que el aceite esencial de las

hojas de Origanum vulgare “orégano presenta metabolitos secundarios con accién

antibacteriana sobre Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.
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CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:
Ho: El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano” al 50%, 75% y

100% no tienen acciéon antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli ATCC 25922.

Hi: El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano” al 50%, 75% y

100% tienen accién antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli ATCC 25922.

Tabla 3. Determinacion la accién antibacteriana del aceite esencial de las
hojas de Origanum vulgare “orégano” al 50%, 75% y 100% sobre Escherichia
coli ATCC 25922

Diametro del halo de inhibicién (mm)

95% Intervalo de confianza
Desv. Error para la Media

N Media Estandar Estandar Limite inferior Limite superior Minimo Maximo

Aceite de orégano - 12 16,22 0,51 0,15 15,89 16,54 15,63 17,12
100%

Aceite de orégano - 12 13,03 0,48 0,14 12,72 13,34 12,49 14,23
75%

Aceite de orégano - 12 10,80 0,42 0,09 10,60 11,01 10,38 11,42
50%

Control Negativo 12 5,88 0,50 0,17 5,50 6,26 4,68 6,98
(DMS)

Control Positivo 12 24,49 0,42 0,09 24,29 24,70 23,89 24,96

(ciprofloxacino)

En la tabla 2, se puede apreciar el analisis realizado a los datos del tamafio del halo
de inhibicién de cada grupo de analisis mediante el programa SPSS version 26 para
obtener los datos estadisticos como media, desviacion estandar, los limites de
confianza y valores maximo y minimo encontrados de los valores promedio de los
halos de inhibicion obtenidos por el aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare “orégano” sobre cepas Escherichia coli ATCC 25922 al 50% el valor
promedio del halo de inhibicion fue de 10,80 + 0,42mm, al 75% fue de 13,03 +
0,48mm; al 100% fue de 16,22 + 0,51mm; por otro lado, el control negativo
empleado (DMS) obtuvo halo de inhibicién de 5,88 + 0,50mm y el control positivo
obtuvo halo de 29,49 + 0,42mm; demostrando efecto antibacteriano contra
Escherichia coli ATCC 25922 por parte del aceite esencial de Origanum vulgare

“orégano”.
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Figura: 1. Determinacién la accion antibacteriana del aceite esencial de las
hojas de Origanum vulgare “orégano” al 50%, 75% y 100% sobre Escherichia
coli ATCC 25922

Aceite de Aceite de Aceite de Control Negativo Control Positivo
orégano - 100%  orégano - 75%  orégano - 50% (DMS) (ciprofloxacino)
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En la figura 1 se ha hecho la representacion gréafica de los promedios de los halos
inhibitorios con su correspondiente rango de variacién en relaciéon a la media,
asimismo, se observa la comparacion de los diametros de inhibicion obtenidos por
el aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” y grupos control, pudiendo
apreciarse un efecto inhibitorio superior contra Escherichia coli ATCC 25922 en
concentraciones altas, del mismo modo, se confirman diferencias significativas
entre los halos de inhibicion de los grupos control con respecto a los grupos

experimentales

Anélisis:

De los resultados recolectados con respecto al halo de inhibicién se puede deducir
comparando los valores de los grupos experimentales con el grupo control negativo
gue existe un mayor tamafo, por lo tanto, se demuestra la accién antibacteriana
sobre Escherichia coli ATCC 25922 por parte del aceite esencial de las hojas de

Origanum vulgare “orégano”
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Decisioén:
Rechazar la hipotesis HO y aceptar la H1 que confirma que el aceite esencial de las
hojas de Origanum vulgare “orégano” al 50%, 75% y 100% tienen accion

antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli ATCC 25922.

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS DEL ESTUDIO:

Ho: La accion antibacteriana del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare
“orégano” sobre Escherichia coli ATCC 25922 no es mayor que el ciprofloxacino
500 mg.

Hi: La accién antibacteriana del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare
“orégano” sobre Escherichia coli ATCC 25922 es mayor que el ciprofloxacino 500

mg.

Tabla 4. Analisis de la Distribucion Normal Para Cada Grupo De Tratamientos

Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Statistic  df Sig.
Aceite de orégano - 100% 0,910 12 0,212
Aceite de orégano - 75% 0,872 12 0,069
Diametro del halo de Aceite de orégano - 50% 0,955 12 0,714
inhibicién (mm) Control Negativo (DMS) 0,978 12 0,972
Control Positivo (ciprofloxacino) 0,969 12 0,902

Interpretacion:

Se muestra el andlisis realizado las pruebas de Shapiro-Wilk para confirmar la
distribucion normal de los datos analizados, con un nivel de confianza del 95,00%,
se observa que el nivel de significancia calculado en tabla supera el nivel de
significancia de 0,05 establecido por el estudio, por lo tanto, se confirma que todos

los grupos analizados presentan distribucion normal
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Tabla 5. Prueba homogeneidad de varianzas

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene | gl1 gl2 Sig.
Se basa en la media 1,447 55| 0,231
Diametro del halo Se basa en la mediana 0,992 55 | 0,420
de inhibicién
Se basa en la mediana y con gl ajustado 0,992 4| 42,278 | 0,422
Se basa en la media recortada 1,347 4 55 | 0,264

Interpretacion:

Se muestra el andlisis de la homogeneidad de las varianzas de los datos

recolectados mediante el estadistico de Levene, se observa que los valores de

significancia superan el nivel de significancia del estudio establecido por el estudio

(0.05); por lo tanto, se confirma que existe homogeneidad en las varianzas de los

grupos de analisis con respecto a la media de los datos.

Tabla 6. Determinar la accién antibacteriana del aceite esencial de las hojas

de Origanum vulgare “orégano” al 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli

ATCC 25922 mediante el anélisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicién

Suma de cuadrados df Media al cuadrado

p-valor.

Entre grupos 2304,828 4
Dentro de grupos 11,638 55 0,212
Total 2316,467 59

576,207 2723,016 0,000

Interpretacion:

Se observa en la tabla 5, la prueba de ANOVA o andlisis de la varianza aplicada a

los grupos de los datos mediante el programa SPSS version 26, luego del analisis

se observa un p-valor obtenido menor al nivel de significancia del estudio; por lo

tanto, la prueba nos confirma que existe diferencia estadisticamente significativa en

al menos uno de los grupos de datos
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Tabla 7. Analisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

Diametro de inhibicién

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Control Negativo (DMS) 12 5,88
Aceite de orégano - 50% 12 10,80
Aceite de orégano - 75% 12 13,03
Aceite de orégano - 100% 12 16,22
Control Positivo (ciprofloxacino) 12 24,49
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.

Interpretacion:

La tabla 6, muestra un analisis complementario a la prueba de ANOVA el cual se

realiz6 mediante la prueba de Tukey por sub grupos homogéneos, este analisis

determiné diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos de los

datos mostrando en la tabla segun niveles el grado superior de estas segun tamafio

de halo de inhibicién. Se observa que el control positivo (ciprofloxacino) obtuvo

mayor efecto antibacteriano sobre Escherichia coli, seguido por las concentraciones

al 100%, 75% y 50% del aceite esencial de orégano respectivamente y finalmente

el control negativo se ubica en el nivel inferior sin efecto antibacteriano sobre

Escherichia coli.
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Tabla 8. Comparacion de la sensibilidad antibacteriana segun la escala de

Duraffourd
Sensibilidad . Muy Altamente
. Sensible ; ;
Tratamiento nula 8-14 mm sensible sensible
<8mm 15-20mm >20mm
Control Negativo (DMS) 5,88
Aceite de orégano - 50% 10,80
Aceite de orégano - 75% 13,03
Aceite de orégano - 100% 16,22
Control Positi iprofl i
ontrol Positivo (ciprofloxacino) 24,49

Interpretacion:

En la tabla 7, se muestra la escala comparativa de Duraffourd mediante la cual se
puede determinar la sensibilidad de Escherichia coli con respecto a los grupos de
trabajo, se observa que esta bacteria es altamente sensible al control positivo
(ciprofloxacino), Muy sensible al aceite de orégano al 100% y sensible al aceite de

orégano al 75% y 50%, asi mismo, presenta sensibilidad nula al control negativo.

Anélisis:

De los resultados obtenidos por medio del analisis estadistico se demuestra la
existencia de accion antibacteriana por parte del aceite esencial de las hojas de
Origanum vulgare “orégano” al 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli ATCC
25922, sin embargo, esta acciébn es inferior al grupo control estudiado

(ciprofloxacino)

Rechazar la hipotesis H1 y aceptar la HO que confirma que la accion antibacteriana

del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare “orégano” sobre Escherichia

coli ATCC 25922 no es mayor que el ciprofloxacino 500 mg.
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V.

DISCUSION

4.1. Discusién de Resultados

Es reconocida la problemética que gira en torno a las infecciones
producidas por Escherichia coli, las que estan relacionadas con cepas
resistentes y su facilidad para permanecer dentro del organismo de las
personas, basados en esta problematica el presente estudio busco
evaluar el efecto del aceite esencial del orégano, una planta medicinal
ampliamente estudiada y de esta manera determinar su potencial
aplicacién en el tratamiento de las infecciones producidas por esta
bacteria.

Los resultados obtenidos basados en los objetivos del estudio se
muestran a continuacién, asi mismo, se comparan con los de otros

autores con el objetivo de confrontar los resultados.

Como primer punto se obtuvo la solubilidad del aceite esencial de las
Origanum vulgare “orégano” frente a diferentes solventes polares y no
polares confirmando que este es totalmente soluble al cloroformo y
acetona, lo que confirma su caracteristica apolar que presentan los

aceites.

En segundo lugar, se identificaron los metabolitos secundarios que
presentan accion antibacteriana in vitro en el aceite esencial de las hojas
de Origanum vulgare “orégano” mediante el estudio fitoquimico,
evidenciando la presencia abundante de aceites, grasas, triterpenos,
también presencia leve de flavonoides, presencia escasa de compuestos
fendlicos y taninos. Diversos estudios atribuyen las propiedades
antimicrobianas del aceite esencial a un tipo de terpeno y fenol como el
timol y carvacrol respetivamente, por otro lado otros estudios confirman
la presencia en el aceite de orégano de fenoles, taninos, terpenos y
triperpenos.

En tercer lugar se determing la accion antibacteriana del aceite esencial
de las hojas de Origanum vulgare “orégano” al 50%, 75% y 100% sobre
Escherichia coli ATCC 25922 mediante la valoracion del tamafio del halo
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de inhibiciobn formados de estos aceites sobre cultivos in vitro de
Escherichia coli, obteniendo halos de inhibicion para el aceite al 50% de
10,80 + 0,42mm, al 75% de 13,03 + 0,48mm; al 100% de 16,22 +
0,51mm; por otro lado, el control negativo empleado (DMS) obtuvo halo
de inhibiciébn de 5,88 + 0,50mm. Se compar6 el halo de inhibicion
formado con el control negativo, evidenciando una diferencia significativa
con este ultimo, lo que demuestra el efecto antibacteriano que presenta

esta planta.

Los datos encontrados son respaldados por Basurto M. y col. (2019),
guienes exponen resultados similares a los encontrados, al evaluar el
efecto antibacteriano del aceite esencial de orégano sobre cepas ATCC
de Escherichia coli, obteniendo halo de inhibicion de 23,7 mm a la
concentracion del 100%, por otro lado, Moreno P. y col. (2018), también
evaluo la inhibicion crecimiento bacteriano de Escherichia coli, mediante
la aplicacion de un preparado farmacéutico a base de aceite de orégano,
encontrando inhibicién de esta bacteria a concentraciones superiores al
26.53% del aceite en la formulacion. Asi mismo, Salazar R, Yerren M
(2021) evaluaron el aceite de orégano al 50% y 100% sobre Escherichia

coli obteniendo halos de inhibicion de 11,68mm y 15,28mm.

Por su parte, Contreras S. (2017), demostro que el aceite esencial puede
potenciar el efecto antibacteriano del ciprofloxacino frente a Escherichia
coli ampicilino-resistente demostrando halo de inhibicion de 22,72 mm a
la concentracion del 75%. Por otro lado, Deza R. et al (2021) emplearon
una formulacioén en gel a la que agregaron aceite esencial, mostrando
efecto antimicético contra Candida albicans, a las concentraciones de
2.5% y 5% con zonas de inhibicion de 14.75mm y 22.45mm.

Finalmente se comparé la accion antibacteriana del aceite esencial de
las hojas de Origanum vulgare “orégano” sobre Escherichia coli ATCC
25922 con ciprofloxacino mediante el analisis estadistico de los datos y
aplicando pruebas estadisticas de ANOVA y Tukey, luego del analisis se
demostrd que el ciprofloxacino posee mayor efecto antibacteriano que el
aceite de orégano.
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4.2.

4.3.

Conclusiones

El aceite esencial de las Origanum vulgare “orégano” presenté ser
totalmente soluble al cloroformo y acetona por sus caracteristicas

lipofilicas.

Los metabolitos secundarios identificados y que presentan accion
antibacteriana in vitro en el aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare “orégano” estan relacionados con triterpenos, flavonoides,

compuestos fendlicos y taninos.

La accion antibacteriana del aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare “orégano” al 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli ATCC
25922 se evidencié mediante la formacion de halos de inhibicion del
aceite al 50% de 10,80 + 0,42mm, al 75% de 13,03 + 0,48mm; al 100%
de 16,22 + 0,51mm

Al comparar la accion antibacteriana del aceite esencial de las hojas de
Origanum vulgare “orégano” sobre Escherichia coli ATCC 25922 con
Ciprofloxacino mediante el andlisis estadistico se demostré que la accion

antibacteriana es mayor en el ciprofloxacino.

Recomendaciones

Aprovechar las propiedades demostradas del aceite de orégano para
implementar politicas de medicina alternativa en los hospitales.

Incluir dentro de los protocolos de preparacion de férmulas magistrales
el uso de aceites y plantas medicinales como Origanum vulgare
“orégano” para el tratamiento de enfermedades leves.

Identificar mediante técnicas analiticas la concentracion y tipos de
metabolitos del aceite esencial de Origanum vulgare.

Implementar laboratorios de investigacion en plantas medicinales en las

universidades que permitan complementar los estudios iniciales.
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Anexo 1. Instrumento de recolecciéon de datos

ACCION ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS
HOJAS DE Origanum vulgare L. (OREGANO) SOBRE Escherichia coli
ATCC 25922

GRUPOS GRUPOS CONTROL

EXPERIMENTALES
Numero de Control Control
placas 100% 75% 50% Negativo positivo
(DMS) Ciprofloxacino

Placa N°01 16,41 12,87 10,98 6,98 24,83
Placa N°02 15,69 12,72 10,44 6,31 24,32
Placa N°03 15,74 13,30 10,63 6,29 23,89
Placa N°04 15,63 12,49 10,61 5,97 24,24
Placa N°05 16,47 12,93 11,42 5,94 24,58
Placa N°06 15,96 12,66 10,38 5,58 24,31
Placa N°07 17,12 12,61 11,21 531 24,70
Placa N°08 16,97 14,23 10,80 4,68 24,91
Placa N°09 16,72 13,22 10,46 5,55 24,54
Placa N°10 16,10 12,86 10,89 5,60 24,96
Placa N°11 15,97 12,94 10,85 6,42 24,18
Placa N°12 15,82 13,54 10,97 5,90 24,43
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Anexo 2. Matriz de consistencia

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipoétesis General

¢ Presentara accién antibacteriana in vitro el
aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare “orégano” sobre Escherichia coli ATCC
259227

Demostrar la accion antibacteriana in vitro del
aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare L. (OREGANO) sobre Escherichia coli
ATCC 25922

el aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare “orégano” tiene accion antibacteriana
sobre Escherichia coli ATCC 25922, in vitro

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢, Cudl sera la solubilidad del aceite esencial de
las hojas de Origanum vulgare “orégano” frente
a solventes polares y no polares?

Evaluar la solubilidad del aceite esencial de las
Origanum vulgare “orégano” frente a solventes
polares y no polares

El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare
“orégano” es soluble frente a solventes no polares

¢ Qué metabolitos secundarios presentara el
aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare “orégano”, que tengan accion
antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli
ATCC 259227

Identificar los metabolitos secundarios que
presenten accién antibacteriana in vitro que
contiene el aceite esencial de las hojas de
Origanum vulgare “orégano”

El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare
“orégano presenta metabolitos secundarios con
accion antibacteriana

¢ Presentard accion antibacteriana in vitro el
aceite esencial de las hojas de Origanum
vulgare “orégano” al 50%, 75% y 100% sobre
Escherichia coli ATCC 259227

Determinar la accion antibacteriana del aceite
esencial de las hojas de Origanum vulgare
“orégano” al 50%, 75% vy 100% sobre
Escherichia coli ATCC 25922

El aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare
“orégano” al 50%, 75% y 100% tienen accién
antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli ATCC
25922.

¢Presentara mayor accién antibacteriana el
aceite esencial de las hojas Origanum vulgare
“orégano” sobre Escherichia coli ATCC 25922
comparado con Ciprofloxacino?

Comparar la accion antibacteriana del aceite
esencial de las hojas de Origanum vulgare
“orégano” sobre Escherichia coli ATCC 25922
con Ciprofloxacino.

La accién antibacteriana del aceite esencial de las
hojas de Origanum vulgare “orégano” sobre
Escherichia coli ATCC 25922 es mayor que el
ciprofloxacino.




Anexo 3. Operacionalizacion de las variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES | INDICADORES| ESCALA DE N° DE VALOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION iTEMS
Aceite esencial de laqd Sustancia que contiend Obtencion por medio de
hojas de Origanun] principios activos dg Destilacion por arrastre
vulgare “orégano” caracteristicas lipofilicas cor] con vapor
gran poder de accion 100
Concentracion Porcentaje Razén 3 75
50
Accion Efecto inhibitorio en e Medicion del halo de
antibacteriana crecimiento o reproduccion de inhibicién
sobre Escherichia coll EScherichia coli ATCC 25922
< 8mm (-)
ATCC 25922
y ) 8mm-14mm (+)
Halo de Diametro Razon 4
S > 14 mm-20mm (++)
inhibicion
> 20mm : (+++)




Anexo 4. Carta de presentacion Universidad Maria Auxiliadora — Fundo El Potrero

“Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

Son Juan de Lurigancho 30 de mayo del 2022

5r.

JOSE EULOGIO FLORES QUEVEDO
Propietario de Fundo EL POTRERD
Presente. -

Oe mil especial consideracidn;

Es grato dirnginme o usted paro saludario en nombre propic vy de lo Universidod

mMara Auxlicodora, a quien represento an mi calidod de Director de o Escualo de
Farmacia vy Bioguimica.
Sirva ba presente para pedir su autorizocién a que los bachileres: VASQUEZ LESCAMND,
lose Grimanigl. DRI 40898009 y MARTINEZ COTRIMA, Tully DMl 758479483 puedan
recopilor dotos para su proyecto de tess fitulodo: "ACCION ANTIBACTERIANA IN
VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Origanum  vulgare L.
(OREGAMNO) SOBRE Escherichia coli ATCC 25922,

Sinofro parficulor. hago propicio lo ocosion pora expresarns [os seantimientos de mi mds
alta consideracion y estima,

Atentameants,

O horvei o Y
Farmacs v Booemes \ o)

A, Ugnpe Barllay 431, San Juan de Lisryganciea
Teld: W88 1212
v s e neede e
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Anexo 5. Autorizacién pararecoleccién de muestra— Fundo El Potrero

“ A0 DEL FORTALECIMIENTO DE LA SOBERANIA NACIONAL"

Chiclayo ,02 de junio del 2022

SR
DR. JHONMNEL SAMAMIEGO JUAQUIN
DIRECTOR DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA BIOQUIMICA

De mi especial consideracion

Es grato dingirme a usted para saludario y hacerle presente que las
bachilleres: VASQUEZ LESCANO, José Grimaniel, DNI 40898008 Y MARTINEZ
COTRINA, Zully DNI 76479683 Han obtenido e permiso para acceder a
recolectar sus muestras, de nuestra propiedad en cantidades necesarias Y
utilizar nuesiros datos abieamente para su proyecto de tesis titulado: “ACCION
ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE
Origanum Vulgare L (OREGANO) SOBRE Escherichia Coli ATCC 259227,

Sin olro particular, hago propicio la oportunidad para expresarle los sentimientos
de mi més alta consideracion.

Atentamente,

W
JOSE EULOGIO FLORES QUEVEDO
Propietario de Fundo El Potrero

DNI: 16534694
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Anexo 6. Identificacion botanica de la especie vegetal

Hamilton W. Beltran 5.
Consultor Botsnico
Calle Matalio Sanchez 251- Jesds Marna
hamiltonbehrani@yahoo.com

El Biologo colegiado, certifica gue la planta conocida como “QOREGANO” proporcionada
por loz Bachilleres en Farmacia v Bioquimica, Zully Matiner Cotrina ¥ Jozé Grimaniel
Viazguezr Lescanmo, Tesiztaz de lz Universidad Mana Awaliadora, ha zido estudiada
clenfificaments v determuinada como Oviganum vulgare L. v de acuerdeo al Sistema de

CERTIFICACION BOTANICA

Clazificacion de Cronguizt 19E1, ze ubica en las sigunientes categorias:

Eemao:

Dhvision:

Claza:

Subelaze:

Orden:
Familia:
Ezpacia:

Ezpacia:

Se expide la prezents certificacion a solicitud de los interesados para los fines que estime

convanients,

Flantas=
Magnoliophyta
Magnoliopzida
Asteridae
Lamizles
Lamizceze

T ML

Origanum valgere L.

Lima, 08 junic del 2022

T
P | i
Bigo. Hamilton Beltran
valen Wioees Belren Sosiope
Fanlinpo - Boddaico -

[ L

43



Anexo 7. Certificado de calidad de la cepa microbioldgica

Cartifieala of Analyes: Lyophilzed Microorganiem Specification and Parformance Upon Realease

Specifications Expiration Date: 2024/3731 Release
Microorganism Mame: Escherichia coll Ilarmation:
Caialog Mumber: 0335 Quality Contral Technologist: Mary L Bowman
Lot Number: 335-506"" Release Date: 202214/
Feference Numbser: ATCCH 25922 ™
Purity: Pure
Passage rom Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Mesdium:

2 cobony types, both are gray & beta hemolytic: one is circular to iregular, SEAP
convex, sighlly arose edpe & smoobh; olher & larger, imegular, low conmves, eose

edge & reugh
Microscopbe Features: Method:
Gram negalive straighl rod Gram Stain (1)
ID Systam: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Resulls
[1) Owidase [Kovacs): negatlve
See altached 10 System results dociment. Beta-ghicuronkiase {E_ coll Broth wiMUG): posiive

(1) Ampicillin (10 mea - Disk Susceptadity): 15 - 22 mm
(1) Gantamicin {10 meg - Disk Suscaptibiity); 10 - 26 mm
(1) SXT (1.25/23.75 meg - Disk Susceptibilty): 23 - 20

(LLM-—_-(— ,ql.,/,,ﬁ-.eﬂ—-

Amands H.IJFIE!'I.IS
Cruality Control Manager
AUTHORIZED SIGMATURE

=Dt claaresr Treb a1 digieta) of The o MAMlss OEPELANY of The Erodict labdd and packing Shp Gra menaly & PacKoging AT number. T kol number daployes oy M
il s i actiial Basd e numbe

Mol Tor Vitek®: &Rh ihe Vilakd panal uses many comantiona esis, the unique environmen of the cand, combinad with the shet incubation paried, sy
Produce Filults Dhat Trom pubEshed resuls oBiain by olbar Melis.

0 Rides 1o Ohd @il W3Siil prodoct ot for MEFuctons, inlendo d uss and harand'salaty inforsation

It ivid sl products ars Nt 10 & Peoogiitid Cullun collaction.

HEERHINLE HATIRIAL FRODUCEE
UERT & He35. 62

. 17 This ATOC Lk i D viating Embkem, T ATCC Lizonsesd Derrative wond mark and tha ATCC calaleyg marks o iredemaniks of ATCC .
AT Il.::.'l.'l'li-gal] ;l MEcrobislogas. o, i Boaroed o e s o radomarks and 1o sell producss deived from ATCOE cullires
rrazires

TER LI SRR S0 0 {1} Thise bests are acored bed o ISDAET 17253005
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i 2012 Microbiologics. Inc. All Rights Resensed. 200 Cooper Avenue North Sant Cloud, MK 58303 Page 1 of 1 O, 285

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results
Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00—3.00 {+e+) green
1.70-1.80 Low-confidence ientificaton {+} el
0.00 — 1,60 i) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Eﬂtﬁaﬂa Interpretation

(A} High consistency: The best match is & high-confidance identification. The second-bast match = (1) a highconfidence
identification in which the speces is identical 1o the bast match, (2) & low-confidence identification in which the species
or genus ts identical 1o the best match, or (3) a non-identification.

B} Low consistency: The requirements for hegh consistency are not met. The best maich i3 a high- or low-confidence
identification. The sacond-best match & (1) & high- or liow-confidence identfication in which genus is kdentical 1o the
best match or (2} & non-identification.

ey Mo consistency: The reguiremants for high or low consistency are not met
Run Creation DatelTime: H00-03-2TT11:51:17.542 KLH
Appled MSP Librangies): BDAL. Mycobacieria Library (bead method), Filamentous Fungl Library, Listeria
Sample Mame Sample ID Organism (best match) Score Value
CF (=) [A) 335-506 Escharichia coli
Comments:
ciosely related to Shigella § Eschenichia fergusons and not definitely distinguishable &t the moment
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Anexo 8. Fotografias del desarrollo experimental

Latitude
7619999999999°

ocal 10:03:01 a. m.
GMT 03:03:01 p. m.

Figura 2. Recoleccion del Origanum vulgare L.
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Figura 5. Marcha fitoquimica 48



Figura 7. Preparacion del cultivo bacteriano 49



Figura 9. Preparacion de los pozos en agar
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Figura: 11.Incubacion de las placas
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