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Resumen

Las aplicaciones de aceites esenciales que actian como agentes antimicrobianos se estudian con frecuencia por su ca-
pacidad para proteger alimentos contra microorganismos patégenos. Se determiné la actividad antibacteriana mediante
la concentracion minima inhibitoria (CMI), de los aceites esenciales de Minthostachys mollis Griseb. “muia” y Piper car-
punya Ruiz & Pav. “pinku”. La “mufa” colectada del distrito de San José de Lourdes-Cajamarca; y el “pinku”, del distrito
de Camporredondo-Amazonas. Los aceites esenciales se obtuvieron por destilacién por arrastre de vapor a partir de
las hojas; siendo la densidad de M. mollis 0,886 y de P. carpunya 1,023; mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-MS) se identificaron en “mufia” 24 compuestos, siendo los de mayor porcentaje pulegona
(40,94%), mentona (32,72%) y limoneno (1,92%); y en “pinku”, 22 compuestos, siendo los de mayor porcentaje el metileu-
genol (40,49%), safrol (31,24%) e isohomogenol (7,5%). Cada aceite esencial se enfrentaron a microorganismos de inte-
rés en la higiene alimentaria: bacterias gram negativas como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, y las bacterias
gram positivas como Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis. Los aceites esenciales de M. mollis y P. carpunya
exhibieron un amplio espectro de accion antibacteriana tanto para bacterias gram positivas como gram negativas, con
una CMI, en M. mollis, para S. aureus 8,86 ug /mly E. coli 70,88 ug /ml y en P. carpunya, para S. aureus 5,12 ug /mly
E. coli 20,46 pg/ml. Se concluye que los aceites esenciales utilizados en este estudio, en bajas concentraciones, poseen
actividad antibacteriana contra las bacterias E. coliy S. aureus.

Palabras clave: Minthostachys mollis “mufia”; Piper carpunya “pinku”; aceite esencial; actividad antibacteriana.

Abstract

Essential oil applications that act as antimicrobial agents are frequently studied for their ability to protect foods against
pathogenic microorganisms. The antibacterial activity was determined by the minimum inhibitory concentration (MIC) of the
essential oils of Minthostachys mollis Griseb. “mufia” and Piper carpunya Ruiz & Pav. “pinku”. The “mufia” collected from
the district of San José de Lourdes-Cajamarca; and the “pinku”, from the Camporredondo-Amazonas district. Essential oils
were obtained by steam distillation from the leaves; being the density of M. mollis 0.886 and P. carpunya 1.023; Using gas
chromatography coupled to mass spectrometry (CG-MS), 24 compounds were identified in “mufia”, the highest percent-
age being pulegone (40.94%), menthone (32.72%) and limonene (1.92%); and in “pinku”, 22 compounds, with the highest
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percentage being methyleugenol (40.49%), safrole (31.24%) and isohomogenol (7.5%). Each essential oil challenged mi-
croorganisms of interest in food hygiene: gram-negative bacteria such as Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa,
and gram-positive bacteria such as Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis. The essential oils of M. mollis and
P. carpunya exhibited a broad spectrum of antibacterial action for both gram-positive and gram-negative bacteria, with a
MIC, in M. mollis, for S. aureus 8.86 ug/ml and E. coli 70.88 pug/ml and in P. carpunya, for S. aureus 5.12 pug/ml and E.
coli 20.46 pg/ml. It is concluded that the essential oils used in this study, in low concentrations, have antibacterial activity

against E. coli and S. aureus bacteria.

Keywords: Minthostachys mollis “muia”; Piper carpunya “pinku”; essential oil; antibacterial activity.

INTRODUCCION

Existe una relacién entre una defectuosa manipulaciéon
de los alimentos y la aparicién de las enfermedades, de-
bido a esta causa. En esta situacién, para prevenir estas
enfermedades, la medida mds eficaz es la higiénica, para
corregir la contaminacién de los alimentos'.

Las enterobacterias estin involucradas en las ETAS
(Enfermedades Transmitidas por Alimentos); Escheri-
chia coli es una bacteria que forma parte de la flora co-
mensal del tracto digestivo, se desarrolla fécilmente en
el ambiente y se suele aislar en la contaminacién fecal.
Enterococcus faecalis es también otra bacteria relaciona
con la alimentacidn, esta especie es también uno de los
principales patégenos nosocomiales*. También se utilizé
en el estudio Pseudomonas aeruginosa, especie de bac-
terias gramnegativas, aerébicas, en forma de bastonci-
llo, comtinmente aisladas de muestras clinicas (heridas,
quemaduras e infecciones del tracto urinario) distri-
buyéndose ampliamente en el suelo y el agua causan-
do contaminacién en los alimentos, y también es uno
de los principales agentes de infeccién hospitalaria®.Es
importante para el estudio clinico y epidemioldgico, las
intoxicaciones originadas por microorganismos produc-
tores de toxinas y por agentes invasivos, S. aureus es un
ejemplo de microorganismos productores de toxinas,
tienen un periodo de incubacién de 1 a 6 horas y se
caracterizan por molestias gastrointestinales altas, como
las nduseas y vémitos®.

Piper carpunya Ruiz & Pav (sin. Piper lenticellosum
C.D.C.) es un arbusto perenne perteneciente a la fami-
lia botdnica Piperaceae, ampliamente distribuido en la
zona amazénica de Colombia, Ecuador y Per®’. Tradi-
cionalmente, las especies aromdticas de Piper se utilizan
ampliamente en América Latina para las preparaciones
tradicionales (en decocciones o aplicacién directa)>®.

Minthostachys mollis Griseb, es una especie vegetal aro-
madtica, también conocida con el nombre comun de
“muna’, biosintetiza un aceite esencial con propiedad
antioxidante y antibacteriana. Esta especia es oriunda de
América del Sur, comprende los paises: Perd, Bolivia,
Venezuela, Ecuador y Argentina, utilizada en medicina
popular para tratar los cdlicos estomacales y ciertos tras-
tornos gripales®”.

Actualmente se buscan alternativas para su comercializa-
cién y asi de esta manera prevenir o evitar el empleo de
conservadores quimicos, los cuales son causantes de in-
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toxicaciones. La utilizacién de productos naturales con
un tratamiento minimo, estd en aumento y la asociacién
con agentes naturales con propiedad antimicrobianas,
siendo los aceites esenciales compuestos que contienen
antimicrobianos naturales por lo cual no solo nos brin-
dan seguridad, sino una mejor calidad de los alimen-
tos®.Estos aceites esenciales son liquidos hidréfobos de
compuestos aromdticos y estdn presentes en varias partes
de la planta como en flores, hojas, cortezas, semillas y
raices. Muchos aceites esenciales de plantas son utiles
como potenciadores del sabor o aroma en cosméticos,
aditivos alimentarios, jabones, resinas pldsticas y per-
fumes. Asi mismo, las aplicaciones de los aceites esen-
ciales que pueden actuar como agentes antimicrobianos
estd creciendo debido a la amplia gama de actividades’,
origenes naturales y el estado generalmente reconocido
como seguro GRAS (Generally Recognized as Safe) de
los aceites esenciales siendo una sustancia formada por
monoterpenos, se utiliza como aditivo alimentario; su
comercializacién depende de la aprobacién por la Food
Drug Adminitration (FDA)'. Los aceites esenciales se
vienen estudiando con frecuencia por sus propiedades
antimicrobianas''.La capacidad de los aceites esenciales
vegetales para proteger los alimentos contra microor-
ganismos patdgenos ha sido reportada por varios inves-
tigadores'?.

En la actualidad existe considerable interés en la indus-
tria alimentaria por los aceites esenciales derivados de
plantas, sobre todo, de la flora nativa del pais, las cuales
poseen propiedades aromdticas y medicinales, ademads
de controlar el crecimiento de microorganismos paté-
genos y reducir el impacto de estos en la salud publi-
ca, por este motivo se consideré demostrar la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales de Minthostachys
mollis Griseb. “mufa” y de Piper carpunya Ruiz & Pav.
“pinku” frente Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

Los resultados del presente estudio, estdn vinculados al
proyecto de investigacién sobre la preparacién de las re-
cubiertas y peliculas alimentarias a base de polisacdridos,
para aumentar la vida util durante el almacenamiento.
Este proyecto estd a cargo del grupo de investigacion
Nature UNMSM.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el laboratorio del Instituto de
Investigacién en Quimica Biolégica, Microbiologia y
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Biotecnologia “Marco Antonio Garrido Malo” de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.

Se utilizaron bacterias ATCC Gram negativas: Escheri-
chia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATTC
27853, y las bacterias Gram positivas: Staphylococcus au-
reus AT'TC 25923 y Enterococcus faecalis ATTC 19433.

La especie vegetal Minthostachys mollis Griseb. “mufa’,
se recolectd en la localidad Villarrica en el distrito de San
José de Lourdes, Departamento de Cajamarca a 1750
msnm (78° 53’ 30" W) y Piper carpunya Ruiz & Pav.
“pinku”, en la localidad de Pillias, distrito de Camporre-
dondo, provincia de Luya, Departamento de Amazonas
a 1800 msnm (78° 19’ 43.3” W). La etapa del mues-
treo de las especies vegetales se llevé a cabo durante la
puesta de sol, para evitar que las altas temperaturas pu-
dieran volatilizar algunos componentes presentes en las
muestras. La determinacién taxonémica se realizé en el
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
de San Marcos con los siguientes cédigos; Minthostachys
mollis Griseb. “muna” Constancia N°297-USM-2018 y
Piper carpunya Ruiz & Pav. “pinku” Constancia N°298-
USM-2018.

Extraccién de los aceites esenciales

Se realizé con el método de arrastre de vapor™ en la
Unidad de Investigacién de Productos Naturales de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

El aceite obtenido fue sometido a desecacién con sulfato
de sodio anhidro (SO, Na, anhidro), para eliminar el
exceso de humedad. Luego fue filtrado con la ayuda de
una bomba de vacio, finalmente el aceite se deposité en
frascos oscuros cerrados herméticamente para su poste-
rior almacenamiento en refrigeracién hasta su uso.

Anilisis de aceites esenciales por cromatografia de
gases — espectrometria de masas (CG-MS)

Los aceites esenciales obtenidos fueron analizados en la
Unidad de Investigacién de Productos Naturales de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia los andlisis para
los 2 aceites esenciales fueron mediante un Cromaté-
grafo de gases Agilent Technologies 7890 con detector
espectrémetro de masas Agilent Technologies 5975C.
Columna: J&W 122-1545.67659 DB-5ms, 325 °C: 60
m x 250 pm x 0.25 pm Rampa de temperatura: empieza
en 40 °C y sube a 5 °C/min hasta 180 °C; 2,5 °C/min
hasta 200 °C por 5 min y finalmente 10 °C/min hasta

300 °C manteniéndose por 3 minutos. Tiempo de co-
rrida: 54 min Volumen de Inyeccién: 1 pl Splic: 100:1
Gas portador: He, 1 ml/min Muestra: Se diluy6 20 pl
de muestra en 1 ml de diclorometano. Determindndose
22 compuestos en “mufa’ y 24 compuestos en “pinku’.

Determinacién de la actividad antibacteriana: Con-
centracién minima inhibitoria (CMI).

Se realizé de acuerdo al método modificado de Sarker!“.
Se utilizé una placa de poliestireno de 96 pozos de fon-
do tipo plano y estériles para cada bacteria y con los dos
aceites esenciales. El inéculo se trabajé a partir de cepas
frescas de 24 h de crecimiento en agar TSA, a partir del
cual se realiz6 una suspensién 0,5 en la escala de Mc
Farland. Las muestras se ensayaron por diluciones se-
riadas en concentraciones en el rango de 0,14 -70,88
ug/mL para M. mollis y 0,16- 81,85 para P carpunya,
obtenidas a partir de una solucién madre diluyéndose
con Caldo Mueller Hinton (CMH) y polisorbato 80. Se
realizaron los debidos cuidados manteniéndose al aceite
esencial lejos de la luz. En este método se incluyeron
pozos de control de crecimiento (bacterias mds CMH),
uno de control de esterilidad (CMH), y los de ensayo
(bacterias mas CMH mds aceite esencial). Todas las
pruebas fueron realizadas por triplicado. Se dispensaron
las muestras en los pozos de las placas de microdilucién
a razén de 100 pl del in6éculo, que ya tenia incorporado
la solucién indicadora de resazurina®. Luego las placas
fueron llevadas a incubacién a 37 °C por 24 h. La lec-
tura de los resultados se hizo visualmente. El cambio
de color de pirpura a rosado o incoloro se registraron
como positivos la concentracién mds baja a la que no se
produjo el cambio de color se tomé como el valor de la
CML. Se calculé el promedio por triplicado y se reporté
como CML.

Analisis Estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, los resul-
tados se hicieron en un Excel y se expresaron como la
media aritmética en funcién a la interpretacién visual de
viabilidad bacteriana.

RESULTADOS

Los aceites esenciales de M. mollis “muna” y P carpunya
“pinku” obtenidos por extraccién por arrastre de vapor
presentaron caracteristicas organolépticas diferentes,
detalladas en la Tabla 1, asimismo se determinaron las
densidades relativas.

Tabla 1. Caracteristicas organolépticas de los aceites esenciales de M. mollis y P. carpunya.

Caracteristicas Organolépticas

M. mollis

P. carpunya

Color
Olor
Sabor
Aspecto

Densidad relativa

Ligeramente amarillento
Aroma similar al mentol
Picante fresco no persistente
Liquido fluido y transparente

0,886

Ligeramente verde
Intenso
Picante persistente
Liquido fluido translucido

1,023
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En el andlisis de cromatografia de gases (GC-MS) de
M. mollis los analitos que se encontraron en mayor
proporcién fueron pulegona, mentona (23,05 y 20,56)
encontrdndose en proporciones menores limoneno y
carvacrol (16,46 y 26,35) (Tabla 2). En P. carpunya en
mayor proporcién metileugenol y safrol (27,28 y 24,51)
y en menor proporcién isohomogenol y germacreno B

(29,81y 30,22) (Tabla 3).

Los resultados del ensayo de concentracién minima
inhibitoria (CMI) frente a E. coli, P aeruginosa, S. au-
reus y E. faecalis evidenciaron que el aceite esencial de P
carpunya presenta una menor CMI frente a E. coliy S.
aureus comparado con M. mollis, no se observa actividad
antibacteriana para P aeruginosa y E. faecalis para ambas
especies, se observa en la Tabla 4.

DISCUSION

Las especies M. mollis y P carpunya, utilizadas en este
estudio forman parte de la flora amazénica del Per,
perteneciente a los usos tradicionales etnomédicos, las
especies mencionadas poseen una amplia variedad de
compuestos quimicos que forman parte de los aceites
esenciales, los investigadores proponen que la actividad
antimicrobiana es una sinergia entre los componentes
principales del aceite, por lo que podria haber mds de un
mecanismo de accién involucrado’;mostrando un am-
plio espectro entre las bacterias Gram negativas y Gram

positivas'®.

Las diferencias organolépticas (Tabla 1) de ambos
aceites esenciales principalmente se deben a la presencia
de diferentes compuestos terpénicos y fendlicos en M.
mollis (pulegona, mentona, timol y acetato de timol) y
en P carpunya (metileugenol, safrol, isohomogenol y
germacreno B)".

En cuanto a los resultados de la cromatografia de gases
(GC-MS) (tabla 2) para M. mollis “mufa’, se identifi-
caron 22 compuestos principalmente compuestos ter-
penos como pulegona, mentona y limoneno que han
sido previamente identificados en otros estudios'™" sin
embargo en el estudio de Torrenegra®, los compuestos
mayoritarios fueron carvacrol y timol, es posible estas va-
riaciones debido al efecto ocasionado por los diferentes
factores ambientales sobre el contenido de compuestos
en plantas medicinales, lo que hace variar también la
intensidad de luz y el fotoperiodo, que varian de regién
en region, época de recoleccién y edad de las plantas van
afectar la composicién de los aceites esenciales®*.

En la Tabla 3 para P carpunya “pinku”, se identificaron
24 compuestos siendo los compuestos mayoritarios:
metileugenol, safrol, isohomogenol y germacreno B a
diferencia del estudio de Ballesteros que se presenta en
mayor cantidad piperitona, limoneno y elimicino que
son monoterpenos oxigenados®. Resultados similares a
nuestro estudio se obtuvo reportados por De la Cruz
quien determind que los componentes mayoritarios en-
contrados en el aceite de la misma especie fueron safrol
y metileugenol®. Dentro de los fenilpropanoides encon-
trados en el aceite esencial de P carpunya destac la pres-
encia de safrol, isosafrole y metileugenol a los obtenidos
por Valverde P, quien reporté como principal compo-
nente identificado el safrol®. P carpunya es una especie
productora de un aceite esencial que se caracteriza por
su alto contenido de safrol*.

Los compuestos terpénicos estin involucrados en la
desestabilizacién de la membrana y la pared de las bac-
terias'’. Y que segin Cano et al, refiere que los terpenoi-
des pueden servir como agentes liposolubles, los cuales
afectan la actividad de las enzimas catalizadoras a nivel

Tabla 2. Componentes mayoritarios detectados en los aceites esenciales de M. mollis

Metabolito % Abundancia relativa, (t,, min) % en las muestras
Pulegona 23,05 40,94
Mentona 20,56 32,72
Limoneno 16,46 1,92
Carvacrol 26,35 0,99

Tabla 3. Componentes mayoritarios detectados en los aceites esenciales de P. carpunya

Metabolito % Abundancia relativa, (t,, min) % en las muestras
Metileugenol 27,28 40,49
Safrol 24,51 31,24
Isohomogenol 29,81 7,50
Germacreno B 30,22 6,23

Tabla 4. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales de M. mollis y P. carpunya frente a E. coli, P. aeruginosa,

S. aureus y E. faecalis.

CMI(ug/ml)
Aceite esencial
S.aureus P.aeruginosa E.coli E.faecalis
M. mollis 8,86 >70,88 70,88 >70,88
P. carpunya 5,12 >81,85 20,46 >81,85
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de membrana actuando como desacopladores, produci-
endo la alteracién de la permeabilidad celular, alteraciéon
de la respiracién, modificacién de la deteccidn del quo-
rum bacteriano, fuga de potasio de las células, efectos
sobre el potencial de la membrana(translocacién de
protones) cambios en el gradiente de pH y produccién
de ATP de la célula bacteriana'®®. También afecta la es-
tabilidad estructural de la membrana y desestabiliza el
empaque de la bicapa lipidica'®.

El aceite esencial de M. mollis obtenido para este estudio
contiene de 0,53% de timol, 0,32% de acetato de timol
y 0,39% de metileugenol, compuestos que se reportan
en el estudio de Fuertes, ademds que son compuestos
de tipo fendlico y le atribuye a la actividad antimicrobi-
ana’®'".En caso de P carpunya tiene como componen-
te mayoritario al metileugenol con un 40,49%, y que
segin estos autores los compuestos fendlicos son mds
activos y son los principales responsables de la actividad
antibacteriana®?’.

En la Tabla 4 acerca de la concentracién minima in-
hibitoria (CMI) de los aceites esenciales de M. mollis
“muna” y P carpunya “pinku”, donde E. coli y S. au-
reus resultaron suceptibles a la accién antibacteriana del
aceite esencial de las especies utilizadas, tal como mues-
tra en el estudio de Torrenegra-Alarc6n® y S. aureus fue
el microorganismo mds sensible tanto para mufa como
para pinku. Sin embargo, no hay actividad de los aceites
esenciales de M. mollis “mufa’, y P carpunya “pinku”,
frente a P aeruginosa y E. faecalis como se muestra en el
estudio de Mora RF".

No existen muchas publicaciones acerca de P carpunya,
cabe sefalar que es una planta utilizada en la medicina
tradicional®® por lo tanto la importancia de estudiar su
actividad antibacteriana como potencial uso en la apli-
cacién de peliculas funcionalizadas con aceites esenciales
para la conservacién de alimentos®*°.

CONCLUSIONES

Los aceites esenciales que se obtuvieron por destilacién
por arrastre de vapor, a partir de las hojas; tanto de M.
mollis y P carpunya en bajas concentraciones, poseen
actividad antibacteriana contra las bacterias E. coli y S.
aureus. El potencial de utilidad del aceite esencial de M.
mollis y P carpunya se evidencia considerando los bajos
valores del CMI encontrados en este estudio.
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