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RESUMEN

Se ha realizado el estudio del aceite esencial extraido de las hojas y flores de Thymus vulgaris L.
“Tomillo” por arrastre con vapor de agua. El cual se someti$ al anélisis fisico — quimico y determinacién de
la composicién quimica mediante cromatografia de gases acoplado a un espectrOmetro de masas GC/MS,
determindndose compuestos hidrocarbonados como: Tuyona; 1,3,6-octatrieno, 3,7—dimetil; Canteno; Beta-
mirceno; Delta-4-careno; Benceno, 1-metil-4-(1-metil etil); Gama terpineno; Beta selineno; Germacreno D;
Delta cadineno; Tras—carnofileno; Beta-bisaboleno y compuestos oxigenados como: 7-octen-4-ol (CAS);
1,6-octadienc-3-0l, 3,7-dimetil acetato; Linalol; Isoborneol; carvacrol; Timol, Acetato de farnesil 2.
Asimismo, se determind la actividad antimicrobiana frente a cepas patdgenas procedentes de muestras
clinicas y de la ATCC (American Type Culture Collection), observidndose actividad inhibitoria frente a las
cepas: Escherichia coli, Escherichia coli, ATCC 25922 Micrococcus luteus ATCC 9341, 3raphylﬂmccus
aureus ATCC 6538, Streptococcus P hemolitico, Staphylococcus epidermidis N° 36, Shigella flexnery,
Salmonella paratyphi, Salmonella typhi, Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa. |

Palabras claves: Thymus vulgaris L., “Tomillo”, aceite esencial, compuestos hidrocarbonados, actividad
antimicrobiana, cepas patdgenas. |

ABSTRACT

A study of the essential o1l extracted from the leaves and flowers of the Thymus vulgris L. “Tomillo” by steam
distillation method was carried out. Samples were determined by physico-chemical analyses and chemical
composition was obtained by GC/MS mass spectrophotometef coupled to gaschmmatogi*apher, determining the
following hydrocarbonated compounds like: Thujene; 1,3,6 Octatriene,3,7-Dimethyl; Camphene; Beta Myrcene;
Delta 4 Carena; Beta Selinene; Delta Cadinene; Benzene 1 methyl, 4 (1-methyl ethyl); Gama Terpinene; Trans
Caryophyllene; Germacrene D.; Trans Caryophyllene; Beta Bisabolene y compuesto oxigenados como: 7 octen,
4 ol (CAS); 1.6 octadien, 3 ol, 3,7 Dimethyl Acetate; Linalool; Isoborneol; carvacrol, Thymol; Farnesyl acetate
2.
At the same time, antimicrobial activity was determined against pathogenic strains from clinical samples and
. from ATCC (American Typical Cultivate Collection) strains, observing inhibitory activity against the following -
strains: Escherichia coli, Escherichia coli, ATCC 25922 Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus
aureus ATCC 06538, Streptococcus [ hemolitico, Staphylococcus epidermidis N° 36, Shigella flexnery,
Salmonella paratyphi, Salmonella typhi, Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa. | -
Key words: Garden-Thime L., essential oil, hydrocarbonated compounds, antimicrobial activity,
pathogenic strains.
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INTRODUCCION

Las plantas son recursos renovables de
multiple uso para el hombre. Le proporcionan
alimentos para su subsistencia, fibras textiles
para vestirse y material para sus casas.
Ademds lo curan o intoxican segin sus
| propiedades. |

En nuestro pais, cientos de plantas son
utilizadas en medicina folklérica o popular,
cuya practica se ha incrementado en los
dltimos afios. Las principales razones son su
bajo costo comparado con los medicamentos
de marca.

Experiencias cientificas permnitieron -conocer
-que el valor medicinal de las plantas se debe a
la presencia en sus tejidos de una sustancia
quimica — el principio activo ~ que es el que
produce el efecto farmacoldgico. Muchos de
ellos son complejos y atn desconocidos, otros
han sido aislados, purificados e incluso
sintetizados. Entre estos constituyentes activos
se hallan los aceites esenciales.

F.os aceites esenciales o esencias son mezclas

de sustancias organicas olorosas,
quimicamente  formadas por  terpenos,
sesquiterpenos |y compuestos  aromaticos.
Pueden localizarse en un determinado organo

vegetal, como flores, hojas, frutas y hasta

raices o en toda la planta. Los aceites.

“esenciales suelen obtenerse por destilacién de
las partes de la planta que contienen la esencia
y el método depende de la condicién del
material vegetal.

La importancia de la Fitoterapia en la
actualidad pone de manifiesto la necesidad de
investigar sobre las propiedades de numerosas
plantas que ain no han sido determinadas
perfectaimente en nuestro medio, tal es €l caso

de Thymus vulgaris L. muy usado en la

medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades  respiratorias, p:jsiblemeute
como consecuencia de una infeccidn
bacteriana y como antiséptico principalmente.
Por ese motivo es importante el estudio
botanico, quimico y Hﬁcrobielégim de las
diferentes eSpecies vegetales tratando de

encontrar 10s principios activos, tanto en forma

aislada como en extractos, responsables de la

accion terapéutica.

Todo ello ha motivado al estudio de la accién
inhibitora de crecimiento bacteriano del aceite
esencial extraido de hojas y flores del Thymus
vulgaris L. “Tomillo”, frente a bacterias Gram
posittvas, Gram negativas y levaduras
procedentes de casos clinicos y de la ATCC

as1mismao, la determinacion de los

componentes del aceite esencial.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

e . Muestra de Thymus vulgaris L.
“Tomillo” fresca vy estabilizada
recolectada en el departamento de
Ancash.

e " (Cepas de muestras clinicas y de la
ATCC (American Type  Cuiture
Collection).

Procedimientos

e Extraccién del aceite esencial mediante
sistema de arrastre con vapor de agua y
determinacion de sus propiedades
fisico-quimicas. (Diagrama 1 y 2).

e (lasificacién y procedencia de las cepas
utilizadas en el analisis microbioldgico
para la determinacién antimicrobiana

(ver cuadro 1).
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Extraccion del aceite esencial

Para la extraccién de la fraccidén volatil se
trabajé con 8,145 kg de plantas frescas y
estabilizadas. Se utilizé el método de arrastre
con vapor de agua. Se procedié a colocar una

cantidad determinada de frescas

hojas
fraccionadas en un baldn, de tal manera que
el material no esté en contacto directo con el
agua. Luego se calentd hasta desprendimiento

de vapor, el cual arrastra la esencia de la

DIAGRAMA 1

PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EL ESTUDIO
- FISICO-QUIMICO Y MICROBIOLOGICO

planta, la que al pasar a través del

refrigerante se condensa y recolecta en un
‘embudo de decantacién donde se separd por

su densidad. El producto obtemdo fue
deshidratado con sulfato de sodio anhidro, se
filtr y se guardé en refrigeracién (4-6°C) en
frasco oscuro y hermético para su -.um
posterior, obteniéndose un rendimiento de
0,35%. se extracciones
lograndose un volumen total de 28,5mL.

realizaron- 23

RECOLECCION

'

SEPARACION DE LA
PARTE AEREA

'

EXTRACCION DEL
ACEITE ESENCIAL

'

DECANTACION
{aceite esencial himedo)

DESHI

'

DRATACION

v

PROPIEDADES
FISICO-QUIMICAS

-

ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA
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DIAGRAMA 2

DETERWACION DE LLAS

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

ACEITE ESENCIAL
ORGANOLEPTICO REACCIONES DE ENSAYOS - ENSAYOS ENSAYOS.
| COLORACION FISICOS CUANTITATIVOS CUALITATIVOS

- ASPECTQO - PRESENCIA DE ALCOHOL - DENSIDAD - INDICEDE ACIDEZ - CROMATOGRAFIA EN
- COLOR - PRESENCIA DE ALDEHIDOSY - INDICEDE REFRACCION - INDICEDE CAPA FINA
- QLOR CETONAS . ROTACION QPTICA SAPONIFICACION - GCMS
- SABOR - PRESENCIA DE ALQUENOS - SOLUBILIDAD - INDICE DE ESTERES

- PRESENCIA DE FENOLES -

- PRESENCIA DE HIDRO-

CARBUROQS AROMATICOS

Cuadro 1. Clasificacion y procedencia de las cepas utilizadas en el analisis microbiologico

Origen

Microorganismos de Prueba
Gram positivos
¢  Micrococcus luteus > ATCC 934]
e  Staphylococcus aureus > ATCC 6538

Staphylococcus aureus

Secrecion nasofaringea

Streptococcus, P hemolitico

Secrecion faringea

N® 36

Staphylococcus, epidermis

(Gram negativos
e  Escherichia coli | ATCC 25922
Escherichia coli Urocuitivo
* Pseudomonas aeruginosa ATCC

Pseudomonas aeruginosa

Secrecion faringea

Shigella flexnery Urocultivo
Salmonella typhi Coprocultivo
‘Salmonella paratyphi Coprocultivo
Levaduras |
Candida albicans | ATCC 10231

Candida albicans

Secrecidn vaginal

‘Cepas puras proporcionadas por el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioguimica UNMSM
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" RESULTADOS

Se reporta en los cuadros del 2 al 4 los

resultados obtenidos en las reacciones de

coloracion, los andlisis fisico y cuantitativo y la

cromatografia en capa fina, respectivamente.

'El cuadro 5, nos reporta la determinacion de la

composicion por el método de cromatografia
de gases acoplado a un espectrémetro de masa
GC/MS.

El cuadro 6 reporta el resultado de la actividad

antimicrobiana del aceite esencial, frente a

- microorganismos, Gram positivos, Gram
- negativos y Levaduras.

Indice de és_teres

C_uadrci 2. Resultados de las reacciones de coloracion del_aceitée esencial de Thymus vulgaris L.
Funciones Quimicas Reacciones Color de 1a Reaccién | Resultados
Alcoholes Reaccion de Xantatos Amarillo Positivo
Aldehidos y Cetonas Reaccion con 2,4 dinitrofenilhidracina Negativo

- Reaccion de Von Boeyer Prﬂﬂlli)ltadﬂ Positivo
Marron
Alquenos _ _
| Reaccion con bromo en CCl4 Rojo Positivo
Fenoles Reacci6n coloreada de Cloruro Férrico Azul | Positivo
Derivados del ..
' Benceno Rojo Positivo
Hidrocarburos Aromaticos | Reaccion con H,SQO, fumante . L
Derivados del Negal;
Naftaleno FEAHVO
Cuadro 3. Analisis fisico y cuantitativo del aceite esencial de Thymus vulgaris L.
Ensayo Fisico Resultado
Indice de Refraccion 1,4951 a20°C
Densidad relativa D=M/V  {0,9175 220° C
Rotaci6n Optica +0,55a20°C
Vol. Alcohol {ml) 1 2 3
Solubilidad en Etanol 96° | Vol. Aceite (gotas) A% \Y \Y
Solubilidad Ligeramente soluble | Soluble | Totalmente soluble
| Ensayos cuantitativos
Indice de acidez 0,41
Indice de saponificacién 21,57

13,7

r i
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Cuadro 4. Cromatografia en capa fina del aceite esencial
Banda de Compuesto - Valor de Rf
Timol muestra 0,82
| Timol estiandar 0,82
Carvacrol muestra 0,31
Carvacrol estdndar 0,81

. Fase estacionaria;

Cromatoplacas: Silicagel 60F

Fase Mowvil: Tolueno, acetato de -etilo
- Vaimllina 1% acido suifonico 10%
Cuadro 5. Dete;minacién de la composicion del aceite esencial por método de
cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de masas (go/ms)
Hidrocarbonados
TR (Minutos) Compuesto %
2,85 | Tuyona 0,53
3,01 1,3,6 octatrieno, 3,7 dimetil 0,42
3,43 Camfeno 0,45
4,12 Beta mirceno 1,59
4 .96 Delta 4 careno 1,i8
13,75 Beta selineno 0,17
14,72 Delta Cadineno 0,23
6,10 Benceno 1 metil 4 (1-metil etil) 1,7 -
6,80 (Gama Terpineno 11,4
13,25 Trans Cariofileno 6,6
14,15 . | Germacreno — D 0,85
16,15 Trans Cariofileno 1
18,71 Beta bisa boleno 0,53
Oxigenados

4,36 7 octen 4 ol (CAS) 0,62
4,68 1,6 octadieno 3 ol, 3,7 dimetil acetato 0,18
9,00 Linajol 2,18
10,51 Isoborneol 12,39
12,47 | Carvacrol 131
12,59 Timol 32,6

119,12 Acetato de tarnesil 2 4.4

74
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Cuadro 6. - Actividad antimicrbbiana del aceite esencial de Thymus vulgaris L.
Microorganismos de Prueba Zona de Inhibicion (mm)
Gram positivos : . Aceit:e e.s encial
| Aceitie esencial diluido
1:10 1:20
» Micrococcus luteus ATCC 9341 50 | 48 20
e Staphylococcus aureus ATCC 6538 32 24 10
Staphylococcus aureus | 30 | 22 8
Streptococcus f-hemolitico 65 | 42 23
e Staphylococcus epidernudis N° 36 38 28 12
| Gram negativos |
e Escherichia coli ATCC 25922 20 | 12 5
Escherichia coli 18 10 3
e Pseudomonas aeruginosa 20 12 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15 10 -
Shigella flexnery 78 45 10
Salmonella typhi 17 - 12 7
Salmonella paratyphi 14 9 8
Levaduras | |
Candida albicans ATCC 10231 90 45 35
Candida albicans 80 - 48 25
» Cepas ATCC

— La actividad antimicrobiana fue determinada segin el método de excavacion placa cultivo y las medidas de los

halos de inhibicién de crecimiento bacteriano en min

DISCUSION

El aceite esencial obtenido de la parte aérea
de la especie Thymus vulgaris L. tuvo un
rendimiento de 0,35% siguiendo el méitodo de
arrastre con vapor de agua lo cuai esta dentro

del parametro general para el material fresco
en intervalo 0,3% - 3% (1,2). |

En los ensayos fisico - quimicos del aceite
esencial, el andlisis organoléptico determind

un aroma caracteristico a timol de sabor

astringente y aromatico, aspecto oleoso y color
amarillento palido (1,3).

Con relacion a la identificacién de grupos
funcionales caracteristicos del aceite esencial

de Thymus vulgaris L., se realizaron las
técnicas convencionales para estos trabajos.

El grupo funcional alcohol se identificé con el
reactivo disulfuro de carbono, el cual en medio
basico se une al oxigeno del grupo alcohdlico
formando la sal Xantato insoluble de color
amarillo (4). |

La presencia de moléculas insaturadas
(Alquenos) en el aceite esenciai se determind
mediante la prueba de Bromo en tetracloruro
de carbono, reaccién basada en la adicion de
bromo en los enlaces insaturados, lo que se
noté por la decoloracién de la solucién de
bromo. La prueba de permanganato corrobord
la existencia de insaturaciones (3,6).
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La presencia de fenoles se determin6 mediante
la prueba de clorwro férrico manifestando la
tipica coloracion azul (7,8).

La presencia de hidrocarburos aromiticos en
la esencia se comprobdé por la adicién de
formaldehido en acido sulfarico, manifestando
una coloracién rojiza debida a la alquilacién
del anillo aromatico (8,9).

En cuanto a la densidad e indice de refraccion,
se pueden hacer deducciones sobre sus
componentes. Por 1o tanto, densidades
menores de 0.9 e indice de refraccion menor
de 1,47 sugiere un . alto porcentaje de
hidrocarburos  terpénicos o compuestos

alifaticos. Si la densidad es mayor de 0,9 y el

indice de refraccién menor del.,47 es posible
que haya compuestos oxigenados alifaticos.
Los  hidrocarburos  aromiticos  tienen
densidades menores de 0,9 pero indice de
refraccion mayores de 1,47. Los compuestos
oxigenados aromaticos o aliciclicos tienen
densidad e indice de refraccién superiores a
los limites sefialados. L.a densidad relativa
obtenida es 0,9475 a 20°C. El valor obtenido

estd en el intervalo que presenta el Food

Chemical Codex HI, Caceres (6) v Remington
que es de 0,910-0,935.

El indice de refraccién determinado es 1,4951
"2 20° C valor que concuerda con lo expresado
por los autores mencionados que es 1,451-
1,505 a 20°C. La densidad y el indice de
refraccion tienen un valor superior a los
limites sefialados lo qué significa que el aceite
esencial de Thymus vulgaris L. contiene
compuestos oxigenados aromaticos.

El indice de acidez, el de saponificacion y el

indice de ésteres nos sefialan la presencia de

acidos libres en ferma de dcidos carboxilicos y
fenoles de ésteres respectivamente.

Con el objeto de determinar y caracterizar
algunos de los metabolitos mayoritaribs s
realizd  cromatografia en capa fina,
observandose la presencia de timol y carvacrol
al comparar con muestras estandares de dichos

- compuestos.

Por cromatografia de gases y espectrometro de
masas (GC/MS) se ha confirmado la presencia
de compuestos, como: Tuyona; 1,3,6-
octatrieno, 3;7—dimetil; Canfeno; Beta-
mirceno; Delta-4-careno; Benceno, 1-metil4-
(1-metiletil); Gama  terpineno;  Trans

cariofileno; Beta selineno; Germacreno D:

Delta cadineno; Tras—cariofileno; Beta-

bisaboleno que pertenecen a la fraccién
hidrocarbonada y en la fraccién oxigenada
como: 7-octen-4-ol (CAS); 1,6-octadieno-3-ol,
3,7-dimetil  acetato; Linalol; Isoborneol;
carvacrol; Timol; Acetato de farnesil 2.

Sinulares a los reportados por Bhaskara (10)
coincidiendo con lo realizado de que la
presencia de fenoles en el aceite esencial
rectifica la  hipOtesis de la accidn
antimicrobiana del Thymus vulgaris L.

Mediante este trabajo, también se logrd
comprobar la actividad antimicrobiana del
aceite esencial extraido de las flores y hojas de
Thymus vulgaris L. y diluciones del mismo
(1:10 y 1:20), frente a microorganismos Gram
positivos, (Gram negativos vy Levaduras,
procedentes de casos clinicos y la ATCC. Las
cepas utilizadas fueron: Escherichia coli
ATCC '25922, Escherichia coli, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Staphﬂﬂcﬂccus aureus
ATCC 6538,

Streptococcus B hemolitico, Staphylococcus

Staphylococcus  aureus,

epidermidis N° 36, Pseudomonas aeruginosd,
Pseudomonas aeruginosa ATCC, Shigella
flexnery, Salmornella | typhi, Salmonella
paratyphi, Candida albicans ATCC 10231 y

Candida albicans.
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Se observd. accién antimicrobiana frente a
todos los microorganismos Gram positivos y

Gram negativos, asi como levaduras.

Datos anteriores sobre investigacién de las
propiedades del aceite esencial de Thymus
vulgaris han. demostrado inhibicién de
- crecimiento en cepas de E Coli
Sthaphylococcus aureus, Salmonella Typhi y

algunos hongos y levaduras; los resultados

obtenidos en la presente investigacion son

similares a los reportados (3).

El ensayo antifingico revelé6 que el aceite
esencital extraido tieme méixima actividad
inhibitoria frente a Candida albicans ATCC
10231 y Candida albicans procedentes de
muestra clinica tal como se observa en el
cuadro 2,3,4y6.

CONCLUSIONES

» De las hojas y flores de Thymus vulgaris
L. “Tomillo” se obtuvo el aceite esencial
con un rendimiento de 0,35% utilizando el
método de arrastre con vapor de agua. -

» En el aceite esencial obtenido se realizé la
determinacién fisico-quimica de alcoholes,
alquenos, fenoles y derivados del benceno.
En los ensayos fisicos se determiné la
densidad y el indice de refraccién,
crfjmatografi'a en capa fina y Ia
cromatografia de gases acoplado a un
espectrometro (GC/MS), por el cual se
identifica en la composicién quimica del
aceite esencial, la presencia de timol y
carvacrol como componeﬁtes de mayor

porcentaje contenido en el aceite esencial.

= El aceite esencial y las dilusiones del
mismo aceite (1:10 y 1:20) muestran
actividad antimicrobiana frente a las cepas
de FEscherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli, Micrococcus luteus ATCC
9341, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus, Streptococcus f
hemtiﬁca, Staphylococcus epidenﬁidi& N°
30, Shigella flexnery, Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi, Candida albicans
ATCC 10231 y Candida albicans. La cepa
de pseudomonas aeruginosa ATCC vy
Clinica sélo presenta halo de inhibicién

frente al aceite esencial y a la dilucién 1:10.
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