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RESUMEN

Se obtuvo extracto acuoso de hojas de orégano Origanum vulgare por arrastre
de vapor de agua, para determinar su actividad antibacteriana en vacas en
produccién con mastitis bovina con 12 y 14% de concentracién en compuestos
fendlicos, se emulsiond (O/W) usando dos métodos: ultrasonido y agitacion
magneética. Para el diagnostico se uso el test de California (CMT) y se confirmé
mediante conteo de células somaticas (CCS) por citometria fija y unidades
formadoras de colonias (UFC)/ml en cultivos de agares Manitol y MacConkey
para Staphyloccocus aureus y Escherichia coli respectivamente. Se aplicé 5
ml del extracto emulsionado via intramamaria posterior al ordeno vy
amamantamiento de la cria durante 3 dias con canulas de acero inoxidable y,
en un disefio completamente al azar y analisis de varianza con arreglo
bifactorial, muestran que los resultados indican diferencias estadisticas no
significativas para el CCS y UFC/ml entre las concentraciones (12 y 14%) de
compuestos fendlicos, no obstante, si hubo diferencias significativas p < 0,05
para el método de elaboracion ultrasonido en las UFC/ml para colonias de S.
aureusy el CCS, por lo que se concluye que el producto tiene efecto inhibidor
sobre las bacterias. Ademas, se plantea un método rapido, asequible, menos
costoso y mas amigable con el ambiente; la espectrofotometria UV visible,
que se utilizé para determinar compuestos fendlicos como el carvacrol y timol
en el extracto acuoso obtenido con la formacion de un croméforo en solucién
etandlica 95% (v/v) de cloruro férrico al 1%, con una longitud de onda de 330
nm., un factor de 14 g/dl y un estandar de carvacrol (5-isopropil-2-
methylphenol) al 99.7% de concentracién, diluidos en serie (9.97 - 11 - 12 —
13 - 14 % v/v). Se efectud una curva de calibracion de la concentracion de los
patrones y el extracto frente a la absorbancia y se muestran en un analisis de
varianza a través del tratamiento estadistico de regresién de los minimos
cuadrados, linealidad y exactitud en el método empleado, obteniéndose
concentraciones entre 12 y 14 % de compuestos fendlicos. Se obtuvo la
concentracion de estos compuestos en el extracto de orégano, al crear grupos
no saturados que alcanzan absorbancias en el espectro UV.

Palabras clave: S. aureus, inflamacion mamaria, surfactante, conteo de

células somaticas, croméforo, UV.



SUMMARY

Aqueous extract of Origanum vulgare oregano leaves was obtained by water
vapor drag, to determine its antibacterial activity in cows in production with
bovine mastitis, with 12 and 14% concentration in phenolic compounds, it was
emulsified (O / W) using two methods: ultrasound and magnetic stirring. For
the diagnosis, the California test (CMT) was used and confirmed by somatic
cell count (CCS) by fixed cytometry and colony forming units (CFU) / ml in
Mannitol and MacConkey agar cultures for Staphyloccocus aureus and
Escherichia coli respectively. 5 ml of the emulsified extract was applied
intramammary after milking and breastfeeding for 3 days with stainless steel
cannulas, in a completely randomized design and analysis of variance with
bifactorial arrangement, show that the results indicate non-significant
statistical differences for CCS and CFU / ml between concentrations (12 and
14%) of phenolic compounds, however, if there were significant differences p
<0.05 for the method of ultrasound processing in the CFU / ml for colonies of
S. aureus and CCS, so it is concluded that the product has an inhibitory effect
on bacteria In addition, a fast, affordable, less expensive and more
environmentally friendly method is proposed; UV spectrophotometry to
determine phenolic compounds such as carvacrol and thymol in the aqueous
extract obtained, with the formation of a chromophore in 95% (v / v) ethanolic
solution of 1% ferric chloride, a wavelength of 330 nm., a factor of 14g / dI
and with a standard of carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) at 99.7%
concentration, serially diluted (9.97 -11-12-13-14 -14% v/ v). A calibration
curve of the concentration of the standards and the extract against the
absorbance was performed and shown in an analysis of variance through the
statistical treatment of regression of the least squares, linearity and accuracy
in the method used, obtaining concentrations between 12 and 14% of
phenolic compounds. The concentration of these compounds in oregano
extract was obtained by creating unsaturated groups that reach absorbances
in the UV spectrum.

Keywords: Breast inflammation, somatic cells, surfactants, S. aureus,

magnetic stirring.



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Situacion Problematica

En el centro norte de Manabi Ecuador como en otras regiones, en la época de la
produccién industrial se increment6 el uso de antibacterianos, como biocidas,
sustancias y preparados destinados a combatir la accion de los microrganismos
por medios quimicos y biolégicos (Jiménez et al. 2011). En la actualidad existe
una gran variedad de productos para eliminar y controlar el desarrollo de
bacterias, se buscan que estos sean los mas toxicos para microrganismos, pero
con efectos minimos para el hombre los animales y las plantas (Martinez, 2005),
no obstante, sus consuetudinarios usos han ocasionado efectos en el entorno.
Investigadores determinan que el uso sin control de productos sintéticos ha
desarrollado la poblacién de microorganismos resistentes destructores de plantas
(Cooke et al. 2003; Leroux, 2003 y Guerrero et al. 2007).

Son elevadas las pérdidas econémicas en el sector ganadero productor de leche
debido a la mastitis bovina y, se originan por una disminucién en la obtencion de
leche y detrimento de sus propiedades y caracteres. (Ceron-Munioz et al., 2002;
Wellenberg et al.,, 2002; Rabello et al, 2005). A una gran diversidad de
microorganismos se implican como promotores de mastitis bovina, entre ellos
Staphylococcus aureus el principal agente contagioso por la existencia de casos
y su capacidad de infectar, originando mas del 80% de las infecciones
intramamarias (Gonzalez et al., 1980; McDonald, 1984; Rampone et al., 1993;
Watts, 1998). Staphylococcus spp., es considerado el principal agente causativo
de la mastitis bovina en casos de manifestaciones clinicas y subclinicas
(Fagundez, et al., 2010). Los tratamientos mas comunes se basan en la
aplicacion intramamaria de agentes antibacterianos. Sin embargo, las tasas de
curacién obtenidos con tales drogas no siempre son efectiva, porque puede
determinar la aparicion de bacterias resistentes (Zafalén et al., 2008).

De 271 ensayos de leche con mastitis se aislaron 300 colonias bacterianas, los

investigadores concluyen que las cepas de S. aureus aisladas aumentaron su



capacidad de resistir in vitro a uno 0 mas antimicrobianos de uso frecuente en el
tratamiento de la mastitis bovina, (Pellegrino et al, 2011). En Manabi se determina
que la prevalencia de mastitis subclinica en ganaderias de Portoviejo, Carrizal
Chone y zonas éridas, es de 21,5% (Delgado y Zambrano 2003) y en el cantdn
Rocafuerte zona centro de esta provincia, de 280 vacas en ordefio de hatos
bovinos escogidos al azar, el 38,57% presenté en uno o mas de sus cuartos
mamarios, mastitis subclinica (Avellan et al.,, 2019). En la actualidad el uso de
metabolitos secundarios de plantas esta resultando una alternativa como
antibacterianos, los aceites esenciales naturales se caracterizan por tener origen
organico, descomponerse en elementos quimicos naturales y manifestar
pequenos efectos negativos sobre la salud humana y ambiental (Bravo et al.,
2000), Barrera y Bautista (2008).

Investigadores determinaron la actividad antimicrobiana in vitro e in vivo de
distintos extractos de plantas (Alzate et al, 2009), (Bautista et al., 2004),
(Cardenas et al., 2005), (Garduno et al., 2010) y Rodriguez et al. (2000). Los
extractos acuosos de aceites esenciales de plantas pueden resultar una eleccién
para el control antibacteriano, ya que poseen como caracteristicas principales su
compleja composicién quimica y su caracter fuertemente aromatico (Sanchez,
2006) son biodegradables, amigables con el ambiente y presentan pequefios o
inexistentes niveles de toxicidad, lo que permite que sean utilizados en cualquier
ambiente (Cheng et al., 2009). Dentro de estos aceites esenciales esta el aceite
de orégano, que presenta actividades antioxidantes y antimicrobianas,
probablemente debido a la presencia de carvacrol y timol (Li et al., 2018) y Zhou
et al. (2018). Muchos investigadores atribuyen la funcién de los compuestos
fendlicos de aceites esenciales entre estos el de orégano, de penetrar a través
de las membranas de las células microbianas, causando fugas del contenido del
interior de la célula como iones y contenido citoplasmatico (Burt, 2004), (Viuda-
Martos et al., 2008) y Salvia-Truijillo et al. (2015).

En este contexto resulta indispensable que se minimice los riesgos de toxicidad
del uso y abuso de productos para el control de microorganismos en el entorno,



creandose la necesidad de potenciar el efecto del extracto de orégano, aceite
esencial natural con propiedades antibacterianas obtenidas de vegetales que
crecen de manera silvestre en esta region, emulsionandolo. El objetivo
fundamental de las emulsiones, es conseguir que los combinados o agregados
de naturaleza hidrofilica e hidrofébica puedan coexistir de manera mas estable
(Hsieh et al2006), esto se logra con la disminucion de la tension superficial entre
dos liquidos inmiscibles y la reduccién del tamafo de gota mediante la utilizacion
de emulgentes. La disminucion en el tamafo de particula no s6lo mejora el
transporte de moléculas activas a través de las membranas biologicas, sino que
ademas aumenta la relacion de superficie area/volumen, lo que conduce a una

funcionalidad mejorada (Salvia-Truijillo et al., 2015).



1.2.

Formulacion del Problema

1.2.1. Problema General

¢La actividad antibacteriana del extracto de orégano (Origanum vulgare) se

incrementd mediante su emulsion en mastitis bovina, minimizando riesgos de

toxicidad y resistencia bacteriana?

1.2.2. Problemas Especificos

¢, Cudl es el método 6ptimo para elaborar una emulsion que potencie la
accion antibacteriana frente a Staphylococus aureus 'y Escherichia coli en

mastitis bovina?

Qué concentracion del extracto en compuestos fendlicos (12 y 14 %)
inhibira la actividad antibacteriana de E. coli y S. aureus en mastitis

bovina?

¢, Qué caracteriza a la actividad antibacteriana del extracto de orégano
emulsionado en el conteo de células somaticas mediante citometria de

flujo?

¢La concentracion de compuestos fendlicos en el extracto se podra

determinar por espectrofotometria UV visible formando un croméforo?



1.3. Justificacion Teodrica

La Mastitis Bovina es un problema de salud frecuente en los hatos ganaderos
del centro norte de Manabi, Ecuador y, es causada por elevadas
concentraciones de bacterias ambientales, ambientes y ordefios antigénicos,
desnutricion y afecciones. Esta patologia es causada por bacterias que penetran
las mamas (Andresen, 2001) y puede ser ocasionadas por traumas fisicos, mala
asepsia de las ubres durante el ordeiio y de equipos para ordenar mal utilizados,
defectuoso sellado post-ordefio, mal estado de los lechos y otros factores que
inducen el ingreso de bacterias patégenas al interior de las ubres, ocasionando
deterioros al tejido y causando asi su infeccion e hinchazén (Acuna vy
Rivadeneira, 2008).

La mastitis tiene efectos negativos sobre la produccidn de leche y sus derivados,
pues ocasiona cambios en su composicion y causa detrimentos econdémicos
muy elevados a todos los industriales productores de leche en el planeta
(Wellenberg et al., 2002; Rabello et al., 2005), esto es debido a la baja
produccién de leche y un elevado numero de terapias clinicas y descarte
temprano de vacas (Ceron-Mufioz et al., 2002). Por esta raz6n durante mucho
tiempo es considerada como la patologia mas onerosa en las granjas lecheras
(Correa et al., 2002) y Boulanger et al. (2003).

La mastitis subclinica no produce sintomas caracteristicos de la enfermedad y
son transmisores persistentes de bacterias zoonédticas sin una conciencia
adecuada de los agricultores sobre la posibilidad de transmisién (Prabhu et al.,
2013), estos son visiblemente detectados en la fase clinica, en ambos casos los
productores empiezan las aplicaciones de antibiéticos, consiguiendo generar
resistencias bacterianas, con un riesgo importante para la salud publica debido
a la posibilidad de transmision de bacterias zoonéticas o su toxina junto con los
genes de resistencia a los antibiéticos (lbrahim et al., 2015).



1.4. Justificacion Practica

En este contexto se propone como alternativa para este tipo de antimicrobianos
sintéticos los extractos vegetales entre ellos; el orégano (Origanum vulgare) que
contiene compuestos con propiedades antioxidantes, antifungicas,
antiespasmdédicas, antisépticas y, ademas, se caracteriza por la potente accién
de sus componentes activos carvacrol y timol, que le confieren a esta planta un
gran poder antibacteriano (Arcila et al., 2004). Investigan la actividad
antibacteriana del aceite esencial de O. vulgare, el resultado confirma que tiene
efectos antibacterianos sobre bacterias que tifien de color azul oscuro o violeta
la tincién de Gram, Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus y, sobre bacterias
que tifien de rosado la tincién de Gram; Pseudomonas aeruginosa no manifesté
sensibilidad en presencia del aceite esencial de orégano, (Albado et al., 2001).
Los aceites esenciales de orégano de origen natural, podrian resultar una
alternativa como antimicrobianos sin peligros de crear resistencias bacterianas,
ni efectos residuales, ya que el carvacrol y timol se sintetizan en metabolitos
secundarios y, asi son eliminados en la orina (90%) o, exhalados por las vias

respiratorias (10%) en forma de didéxido de carbono (Ninkov, 2005).

Investigaciones efectuadas sobre saberes locales en el sitio Balsa en Medio de
la provincia de Manabi al este del canton Bolivar, identificaron ocho especies de
plantas medicinales tradicionalmente utilizadas por sus habitantes, entre ellas la
de orégano y otras 32 en comunidades vecinas de las que conocian sus usos y
algunas propiedades (Vera y Cevallos, 2013). Sin embargo, no estan bien
difundidos ni socializados las propiedades antifungicas y antibacterianas del
aceite de orégano y lo que podria resultar si se potencia esta accion mediante

su emulsificacion.

Se considera que las propiedades y efectos de las particulas y materiales a nivel
nanomeétrico difieren de las particulas mas grandes de igual composicién
quimica, estas tienen una mayor reactividad quimica y pueden ser mas

bioactivas que las particulas mas grandes, por su dimension tienen mejor



acceso a cualquier cuerpo y tienen probabilidad de entrar en células, tejidos y
organos (Lugo-Medina et al., 2010). Asi, se quiere determinar las diferentes
concentraciones y métodos de elaboracién para evidenciar la actividad
antibacteriana del extracto de aceite de orégano emulsionandolo, minimizando

riesgos de toxicidad e impactos en el medio ambiente.



1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo General

Determinar cual es la actividad antibacteriana del extracto acuoso de aceite de
orégano (Origanum vulgare) emulsionado en mastitis bovina en el centro norte

de Manabi Ecuador.
1.5.2. Objetivos Especificos

e Establecer el método indicado para la elaboracion de una emulsién que
incremente la accion antibacteriana del extracto de orégano.

e Comparar concentraciones (12 y 14 %) de componentes fendlicos del
extracto acuoso emulsionado para la actividad antibacteriana en mastitis

bovina.

e Determinar la actividad antibacteriana del extracto emulsionado mediante
la observacion de UFC/ml de Staphylococus aureus, Escherichia coli y

conteo de células somaticas.

e Estimar la concentracidn en porcentajes (%) del extracto de orégano
obtenido mediante destilacion con arrastre de vapor de agua, por
espectrofotometria UV visible formando un croméforo.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Marco Filoséfico o Epistemologico de la Investigacion
2.1.1. Ambiente epistemolégico

Es un suceso del discernimiento y comprension que averigua el espacio de
sabiduria, jamas el regreso a un origen de donde empieza el hombre con su carga
de lenguaje; es el eterno regreso de una meditacion referente a lo ya pensado,
que navega por oceanos de saberes desterrados, vertidos al mar en la conquista
de horizontes epistémicos por el pensamiento metafisico y la ldgica cientifica
(Leff, 2007).

El anterior autor prosigue, el ambiente no es la relacion, sino la complejidad del
mundo; es un estar al corriente de las formas de apropiacién del mundo y del
entorno a través de los idilios de poder que se han suscrito en las formas
dominantes del conocimiento y, desde alli parte el errante camino por territorios
confinados del area de las ciencias, para bosquejar, vislumbrar y dar su parte al
nombre propio del saber ambiental. Entonces, nuestro mundo esta disefiado por
una conspiracion de idilios entre la raza humana y el ambiente, mediante su
existencia, tendencia y accién (Capra, 1993), estas relaciones bastantes
interiorizadas, evolucionan de acuerdo con procesos de conciliacién a los
continuos cambios presentados en condiciones naturales (Acot, 2005). Segun
Hurtado y Rivera (2006) la epistemologia como hipétesis de la intuicidn resulta
necesaria e indispensable en la tesis de posgrado, porque se respalda a su vez
como pedestal filoséfico, necesario para la defensa del prototipo que se plantea.

La epistemologia ambiental reconoce los diferentes espacios, e interpretaciones
cronicas del entorno y sus conveniencias de retroaccion (Morin, 2003). Se podria
entender como igual a conexién, involucrando al medio ambiente natural por
sobre su otra dimensién, en sus disimiles conversiones y evoluciones. De ahi el
desconcierto existente cuando se contrastan ambiente y conexién, pues si por el

contrario vislumbramos el entorno de una manera confusa, se llega al resultado



10

de la inseparable quimica entre el ambiente natural y el hombre (Leff, 2000a).

Es puntual enfatizar que los conflictos ambientales son tan s6lo una expresion de
los aprietos del hombre, e involucra la inhabilidad de afrontar efectivamente los
desafios que se les muestran a nuestra raza y a la civilizacién del occidente
Dyson (1985) y Gadamer (1993), en especifico frente al cambio peculiar del clima
y la pérdida de morada en el mundo (Lovelock, 2007) que forja el cataclismo del
patrimonio natural. La restriccion de la intuicion del hombre, como lo advirtié
Nicolas de Cusa (Flesh, 2000) reside en el hecho de que se desconoce cada vez
mas de este, a medida que se atesora aquél; y solo asi prospera verdaderamente
éste (Popper, 1980).

En este marco epistemologico, que tiene como objeto de estudio a la
investigacion cientifica y a su producto que es el conocimiento cientifico y en
conexion con lo mencionado, la extraccion mediante arrastre de vapor de agua
del extracto de orégano Origanum vulgare y su ulterior emulsidon con
emulsificantes inocuos, para evitar el uso muy comun de antimicrobianos,
capaces de generar resistencias bacterianas en la mastitis bovina, esta
relacionado con el conocimiento cientifico, particularmente con la biotecnologia
de productos naturales con propiedades antimicrobianas. Aunque el producto
resultante de la investigacion requiere de pruebas mas contundentes que validen
su eficacia y biodisponibilidad sustentable, no se puede obviar la importancia de
estudios cientificos de este tipo, porque persiguen criterios de sostenibilidad,
ambiente, salud y seguridad; siendo una alternativa que contribuye a la solucién
de la problematica ambiental, dando valor agregado a los productos de plantas

con propiedades medicinales como el orégano Origanum vulgare
2.2. Antecedentes de Investigacion
2.2.1. La Mastitis bovina

Es una infeccion de la glandula mamaria y es la principal enfermedad para los
rumiantes lacteos que disminuye la produccion de leche y se asocia a menudo
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con trastornos del ganado como la fiebre y la motilidad del rumen (Cardozo et al.,
2014). Bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus son las
principales causas de mastitis bovina en muchos paises. Las infecciones por E.
coli causan mastitis clinica bovina, que a menudo se acompana de sintomas
clinicos graves incluyendo ubres calientes e inflamadas, fiebre y pérdida de
apetito.

Ademas, S. aureus es reconocido como un patégeno responsable de la mastitis
subclinica en el ganado bovino, causada por su colonizacion e internalizacion en
células epiteliales y endoteliales de la glandula mamaria (Kim et al., 2009). La
mastitis del tipo subclinica, es una de las enfermedades mas persistentes y
ampliamente diseminadas de importancia para la higiene y calidad de la leche en
el ganado lechero en todo el mundo (Coulon et al., 2002) asi mismo, influye en
la produccién de leche, modifica su composicidn y en los procesos para obtener
sus derivados.

En las vacas, el ensayo para cuantificar a las células somaticas es un predictor
util de mastitis subclinica; por lo tanto, es un importante componente de la leche
en cuanto a calidad, higiene y control de mastitis (Harmon, 1994). El aumento de
CCS de la leche se asocia la calidad de la proteina, cambio en la composicion de
acidos grasos, lactosa, concentracion de iones y minerales, aumento de la
actividad enzimética y un pH més alto de la leche cruda (Ma et al., 2003). La
mastitis clinica involucra bacterias de los géneros Streptococcus vy
Staphylococcus, también pueden ser originadas por otros microorganismos como
E. coli, Pseudomonas spp, Corynebacterium spp. y por mohos y levaduras
(Cotrino, 2003).

La mastitis clinica origina anomalias, inflamacion, infeccibn en la ubre o
alteraciones en la leche (grumos) a simple vista (Cézar, 2004). Asi también la
mastitis ambiental que se puede definir de manera general como las infecciones
intramamarias (IMI) causado por patégenos cuyo reservorio principal es el
entorno en el que vive la vaca y cuartos mamarios no infectados (Smith et al.,

1985). Actualmente en los hatos lecheros los métodos para controlar estos
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patdbgenos no son los mas indicados, los estreptococos ambientales y sus
parientes los enterococos son una causa importante de infeccidon intramamaria

(IMI) y mastitis clinica (Godifio y Bramley, 1989).

(Bastos et al., 2011) evaluaron la concentracién bactericida minima del aceite
esencial de Origanum vulgare L. (orégano) frente a bacterias aisladas de leche
mastitica entre ellas Staphylococcus aureus 3.17% y Escherichia coli 0.35% la
técnica utilizada fue de dilucién en microplaca y en los resultados se comprob6
la actividad in vitro del aceite de orégano frente a las bacterias relacionadas con
la mastitis bovina. Se plante6 como objetivo demostrar el efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de Origanum vulgare L. “orégano”, en cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus y se concluyd que el
aceite esencial de las hojas tiene efecto antibacteriano in vitro sobre estas
bacterias (Garay et al., 2015).

El reservorio primario de S. aureus y S. agalactiae para la infeccién de los no
infectados es el cuarto infectado, que termina en el pezén por estar expuestos a
estos patdégenos en gran parte durante el proceso de ordefno (Dodd et al., 1977)
y (Natzke, 1981) el principal problema de la mastitis clinica en granjas lecheras
modernas y bien administradas es causado generalmente por los patégenos
ambientales. El control de la mastitis ambiental requiere una disminucion de la
exposicién de la punta o esfinter del pezén a los patégenos del entorno vy,
optimizar la resistencia de la vaca a la infeccion intramamaria, el costo de los
antibioticos en el control de la mastitis ambiental se reduce considerablemente
en comparacion con su costo en el control de los patégenos contagiosos (Smith,
1993).

2.2.2. El Orégano.

El orégano Origanum vulgare es una planta que crece de manera silvestre en el
entorno y contiene compuestos fendlicos con propiedades terapéuticas. La
familia de plantas de los labiates son conocida por sus multiples efectos
farmacolégicos, como las actividades analgésicas y antiinflamatorias (Khanna-
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Bhatia, 2003), (Tanko et al., 2008) y Guginsky et al. (2008) Origanum vulgare es
parte de la familia Labiatae (Rechinger-Druk, 1982) y pertenece al género

Origanum.

Nativa del area mediterranea, crece con éxito en el mundo durante todo el afo;
el aceite esencial de orégano tiene predominio de monoterpenos vy
sesquiterpenos con multiples actividades biologicas tales como insecticidas,
expectorantes, antimicrobiano, antifungico, antiinflamatorio y antioxidante
(Bussata et al., 2007), (Cleff et al., 2010) y Sahin et al. (2004.). Infusiones tanto
de aceites esenciales como de extractos de plantas (ya sean acuosos o etandlico)
se pueden usar en formulaciones antimicrobianas ya que tienen actividad contra
cepas de bacterias gram positivas y negativas (Saeed —Tariq, 2009) y Nazia et
al. (2007).

La hidrofobicidad de los aceites esenciales les permite estar incrustado en la
célula y en las membranas mitocondriales y las rompe, haciendo mas permeable
tirar los contenidos de la célula (Rodriguez-Garcia, 2013) y (Burt, 2004).
Diferentes condiciones como bajo pH, temperatura, o los niveles de oxigeno
aumentaran la accion antibacteriana de los aceites esenciales, posiblemente a la
presencia de compuestos fendlicos como el carvacrol y el timol (Mehmet et al.
2013), (Christos et al., 2011), (Marrelli et al., 2015) y Sokmen et al. (2004). Estos
productos que se encuentran en vegetales, a veces se sintetizan en respuesta a
presiones ecoldgicas como el ataque de patdgenos e insectos, radiacién UV y
heridas (Klepacka et al., 2011).

Dentro de los aceites esenciales de orégano se destacan los compuestos
fendlicos, en bioquimica, los fenoles naturales se refieren al grupo funcional fenol
que se encuentra en productos naturales, (Khoddami et al., 2013., Amorati y
Valgimigli, 2012., Robbins y Rebecca, 2003). Todo parece indicar que la actividad
antibacteriana del extracto del orégano se debe a sus componentes carvacrol y
timol, los cuales debido a su naturaleza hidroéfoba sobre la capa lipidica de las
membranas citoplasmaticas provocan la pérdida de su identidad y a través de
ellas, fuga de material celular tales como iones, ATP y acidos nucleicos. (Nostro,
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2007)

El orégano (Origanum vulgare) es una planta perenne perteneciente a la familia
Lamiaceae de 30 a 70 cm de altura, de olor agradable y sabor aromatico algo
amargo, procedente de los territorios del mediterraneo y, es también sembrado
en Europa, Asia, Taiwan y América del Sur. Exterioriza como componente
primordial un aceite esencial con mas de 34 miscelaneos activos, de los cuales
los polifenoles como el carvacrol, timol, alfa terpeno y p. cimeno, consiguen entre
80.2 y 98 % de la estructura del aceite (Albado et al., 2001). Existen diversas
ilustraciones sobre la actividad antibacteriana e insecticida de extractos de
Origanum vulgare (Arcila et al., 2004).

Estos compuestos tienen la destreza de alterar la permeabilidad de la célula, de
deteriorar las membranas citoplasmaticas y obstruir el sistema de generacion de
energia celular (ATP), finalmente llevar a la muerte celular (Rivera et al., 2015).

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales se debe a su capacidad para
descomponer la pared celular bacteriana y, por lo tanto, da como resultado la
destruccion de las células (Ghosh et al., 2012). Estos estan formados por una
mezcla compleja de compuestos organicos volatiles y no volatiles, producidos por
plantas aromaticas como metabolitos secundarios y con aromas individuales; se
obtienen mediante técnicas de extraccion, como la destilacion, presién en frio o

maceracion.

Los hallazgos, indican que existen numerosos estudios sobre la actividad
antimicrobiana de diversos especimenes de oréganos. Estudios efectuados,
determinan que aceites esenciales del género Origanum, presentan actividad
contra bacterias que tifien de rosado la tincion de Gram, Salmonella typhimurium,
Eschericha coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter
cloacae; y las que tinen de color azul oscuro a violeta la tincién de Gram,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Listeria monocytogenes y
Bacillus subtilis (Algiannis, 2001)
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En ensayos cualitativos del aceite de orégano que crece en forma rustica en el
campo, se ha encontrado predominantemente la presencia de carvacrol y timol,
estos componentes junto a los monoterpenos hidrocarburos y terpineno y p-
cimeno, los cuales son precursores biolégicos del carvacrol y timol, estos cuatro
compuestos constituyen entre el 80% y 90% de la composicion total de aceite
esencial de orégano (Kokkini et al., 1997). Los métodos convencionales mas
utilizados para la extraccion de aceites esenciales son el uso de solventes y la
destilacion con arrastre de vapor, no obstante, esta ultima tiene sus ventajas,

entre las mas importantes se encuentran, (Bandoni, 2002):

1. El vapor de agua es relativamente barato comparado con otros solventes

organicos, lo cual disminuye los gastos de extraccion.

2. Cuando se trabaja con la temperatura y presion adecuada del vapor en
extraccion se asegura que no exista recalentamientos de los aceites

esenciales
3. Los dispositivos son baratos y accesibles en el mercado.

4. En simil con la hidrodestilacion, este tipo de extraccion admite usar toda la

capacidad de la torre.

5. Se obtienen aceites esenciales mas mayor pureza, en relacién a los

obtenidos con solventes organicos.
2.2.3. Emulsion de aceites esenciales

Los extractos acuosos de plantas obtenidos por destilacion con arrastre de vapor
que contienen este tipo de aceites esenciales son muy inestables y se degradan
o volatilizan muy facilmente, para preservarlos se estd empleando emulsiones,
que consiste en al menos dos liquidos inmiscibles (generalmente aceite y agua),
en la que uno de los liquidos se dispersa en forma de pequenas gotas esféricas
en el otro (Dickinson, 1992a) (Friberg et al., 2004) y McClements, (2005). Uno de
los constituyentes de los aceites esenciales son los compuestos fendlicos, estos
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compuestos consisten quimicamente en terpenos (mono, sesqui- y diterpenos),
alcoholes, acidos, ésteres, epdxidos, aldehidos, cetonas, aminas y sulfidas
(Rivera et al., 2015) y Salvia-Trujillo et al. (2015). La proteccion por medio de
emulsiones puede reducir su oxidacion y preservar sus atributos utilizables
(Watson et al.,, 2013) y se presentan como sistemas transportadores, micro
encapsulantes y preservadores de agregados bioactivos susceptibles a procesos
de oxidacion, procedimientos de liberacidén inspeccionada, innovacién de las
propiedades reolégicas y caracteres organolépticos (Kuentz, 2011 vy
McClements, 2010). De acuerdo con el tamafno de gota, se consideran macro
emulsiones aquellas que presentan dimensiones mayores a 500 nm (0.5 micra)
y, se denominan nanoemulsiones a aquellas cuyo tamano es inferior a 500 nm.
La emulsion se logra con el uso de tensoactivos, su mecanismo de accion reside
en conseguir que estos se situen en la interfase aceite y agua y debido a su
distribucidén quimica, reducen la tension interfacial y suministran la formacion del
sistema disperso de interés, como es la emulsién, (Dickinson, 2009; Guzey y
McClements, 2006). En las emulsiones aceite en agua (denominada O/W), el
contenido del componente acuoso es generalmente mayor a 31%, llegando tener
hasta un 80% de agua; en este tipo de emulsién la fase discontinua es un aceite
y la fase continua es agua (Cubero, 2002). Estos procesos a los aceites
esenciales les ayudan a mejorar sus propiedades bioactivas, la reduccién en el
tamano de particula no sélo mejora el transporte de moléculas activas a través
de las membranas bioldgicas, sino que ademas aumenta la relacion de superficie
area/volumen, lo que conduce a una funcionalidad mejorada (Salvia-Truijillo et al.,
2015).

Entre los aceites esenciales mas comunes que han sido probados con
propiedades antimicrobianas contra los microorganismos del deterioro, los
principales son: aceite de cilantro, aceite de orégano, aceite de romero, aceite de
salvia, aceite de clavo y aceite de tomillo (Burt, 2004). Se estima que la actividad
antimicrobiana de estos aceites es por su habilidad a la hora de penetrar en el
interior de la célula a través de la membrana y, desempefiar una actividad

inhibitoria en sus propiedades funcionales y lipofilicas (Rivera et al., 2015).
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2.3. Bases Teodricas
2.3.1. Aceite Esencial de Orégano AEO

Generalidades. - Los extractos acuosos de aceites esenciales son
composiciones complejas de compuestos quimicos, normalmente liquidos
oleosos, que en general son los responsables del olor de ciertas plantas, una
particularidad usual de estas mezclas organicas es su volatilidad, por eso se
obtienen por extraccién en corriente de vapor de agua. (Arcila-Lozano et al.,
2004).

El orégano incluye cerca de 30 diferentes especies de plantas de las
frecuentemente conocidas: el heleno (Origanum vulgare ssp. hirtum), el ibérico
(Coridothymus capitatus), en los turcos (Origanum onites L.) y el mexicano de la
especie Lippia nativo de América tropical, subtropical y Africa. Este vegetal se
identifica por desarrollarse en entornos marginales e intervenir favorablemente
evitando la erosion del suelo por las caracteristicas de sus raices, por lo que bien
podria ser utilizado para la conservacion del mismo (Leto y Salomone, 1996). El
analisis dilucida hasta 56 compuestos en los aceites esenciales de orégano, con
discrepancias en cantidades demostrativas en solo los fenoles isoméricos, el 3-
isopropil-5-metilfenol (0.1- 56.6 %) o fenol no cristalizable y el 2-isopropil-4-
metilfenol (7,9-53.6 %) o fenol cristalizable; conteniendo sus antecesores

biosintéticos, y terpineno y el p. cimeno (Ruso et al., 1988).

A plantas de L. graveolens Kunth procedentes de Jalisco se determiné un adjunto
de timol mayor al 30% (Uribe-Hernandez, 1992). En contraste, (Vernin et al.,
2001) hallaron 45 compuestos que crean entre 92-93 % del aceite esencial de
Lippia graveolens HBK cuyos compuestos importantes fueron: 3-isopropil-5-
metilfenol 71% y el 2-isopropil-4-metilfenol 5%.

Entonces se aprecian tantas composiciones en el aceite esencial de orégano
dependiendo del tipo y produccién natural con el que se obtenga, posiblemente
porque la regulacién en la obtencion de aceites esenciales esta intimamente
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relacionada a la fisiologia del vegetal y estriba en el estado anabdlico y catabolico
de la misma (Sangwan et al., 2001) asi, como su ajuste al medio ambiente. De
manera general y de un nivel fructifero se sugiere que un buen aceite esencial
de orégano, con excelente rendimiento y buena obtencion en el contexto
multifuncional, es aquel que contiene al menos 55 % de 3-isopropil-5-metilfenol
mas 2-isopropil-4-metilfenol y una relacion entre ambos isémeros superior a 10
(Nitsas, 2000).

No obstante, a pesar de que estos metabolitos tienen mecanismos que evitan la
oxidacién y la actividad de bacterias, se ha enfatizado mas al carvacrol,
posiblemente a que la mayoria de los estudios se han dirigido a la caracterizacidn
de diferentes variedades, cuyo componente principal es este compuesto en
mencion y, a los descubrimientos practicos con las diferentes especies de

orégano.
2.3.2. Caracteristicas Antibacterianas y Antifungicas

Existen vegetales con usos medicinales y nutraceuticos que demuestran tener
actividades contra bacterias, hongos y virus y son objeto de evaluaciones
mediante estudios in vitro e in vivo. Investigaciones revelan que los variados
efectos de los aceites esenciales de orégano se deben a sus dos metabolitos
secundarios mas importantes, los isomeros: carvacrol y el timol, estos presentan
un efecto antibacterial contra una vasta variedad de microorganismos; no asi

ocurre con los precursores y terpineno y el p. cimeno (Afroditi et al., 1996).

En discrepancia (Nitsas, 2000) asevera, que la presencia de y terpineno y el p.
cimeno en los aceites esenciales de orégano contribuyen a un efecto de
combinacién e interaccion benéfica sobre la actividad antimicrobiana del aceite
en general. Asimismo, se han efectuado ilustraciones sobre las caracteristicas
antifangicas y antioxidantes de aceites esenciales, como los extractos de
orégano, Origanum vulgare L.; tomillo, Thymus vulgaris L.; romero, Rosmarinus
officinalis L.; cilantro Coriandrum sativum L.; cebolla, Allium cepa L.; ajo, Allium
sativum L. y canela, Cinnamomum zeylanicum (Fernandez et al., 2007) Ayala y
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Zavala et al. (2004).

Algunos antecedentes de la certeza de estos componentes quimicos pueden
ser obtenidas a partir de la concentracién inhibitoria minima, técnica empleada
para determinar la concentracién mas baja que impida el crecimiento visible del
microorganismo, estos métodos son mas aplicables en bacterias (Lopez- Malo
et al., 2005) y Wiegand et al. (2008).

2.3.3. Metodologias para valorar la actividad antimicrobiana de aceites

esenciales

La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) ha admitido este
procedimiento a manera de norma para el Comité Nacional de Estandares de
Laboratorios Clinicos, Turker y Usta (2008). El procedimiento de extensién del
medio agarizado en disco, es el método técnico mads comunmente esgrimido

para efectuar ensayos antimicrobianos de aceites esenciales y extractos.
2.3.4. Concentracion Minima Inhibitoria y Bactericida

La concentracion inhibitoria minima supone la accion antibacteriana de un
agente en especifico, a través de la minima concentracion de un antibiético que
advierte el desarrollo y elimina a un germen nocivo en particular. Un disco de
papel goteado uniformemente con el antimicrobiano se ubica en el area
inoculada de una caja Petri de agar y tras el aumento se deduce el circulo de
alejamiento microbiano. La concentracion minima bactericida mide la capacidad
del agente antimicrobiano para inhabilitar el crecimiento del microorganismo, en
ella el método de dilucion en agar o en caldo como test de susceptibilidad
microbiana, es manipulado para determinarla y es ajustable también a la
concentracion minima inhibitoria (Isada et al, 2001) y McDermontt et al. (2005).

Generalmente los aceites esenciales poseen diferente actividad antimicrobiana,
lo cual es generalmente medida por la concentracion inhibitoria minima (Reyes
et al., 2014). Investigadores estiman que esta depende principalmente de tres
factores: su caracter hidréfobo e hidréfilo, sus componentes quimicos y el tipo
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de microorganismo que debe atacar (Kalenka y Kucnika (2003) Holley y Patel
(2005) Fisher y Phillps (2008) y Solorzano-Santos y Miranda-Novales (2012)
corroborando lo anterior, ellos mismo sefalan que el fundamento del mecanismo
de operacién de los aceites esenciales depende de sus caracteristicas hidrofilica
e hidrofébica, por eso ostentan esa capacidad de alterar y deteriorar la
membrana celular lipidica de las bacterias, lo cual sufre la desnaturalizacion de
los polipéptidos y destruccion de las paredes celulares, volviéndolas permeables

y capaz a rompimientos, lisis celular y apoptosis.

Resultados de investigaciones sefalan que los compuestos fendlicos serian los
principales responsables de la actividad antimicrobiana (Delaquis et al., 2002)
Holley y Patel (2005). El aceite de orégano que posee estos componentes puede
eliminar o puede sitiar el incremento de cualquier moho, asi como también inhibir
el crecimiento de la totalidad de microorganismos. En este grupo los isbmeros
carvacol y timol, son los mas eficaces y estos ejercen acciones conjuntas con
efectos sinérgicos que incrementan sus propiedades antisépticas (Gallegos,
2003) Gilling et al., (2014a) examinaron los efectos del aceite de orégano y su
componente antimicrobiano primario, el carvacrol, contra el norovirus morino
MNV-1 caus6 reducciones estadisticamente significativas (P < 0.05) en la
infectividad del cultivo celular dentro de los 15 minutos de exposicién (~ 1.0-
log10). A pesar de esto, la infectividad del MNV-1 se mantuvo estable con el
tiempo con la exposicion al aceite de orégano (1.07-log'® después de 24 h),
mientras que el carvacrol fue mucho mas efectivo, produciendo reducciones de
hasta 3.87-log'® dentro de 1 h de exposicion y> 4.15-log'® después de 3 h. El
aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens) inhibié HSV-1 (cepas
sensibles y resistentes al aciclovir), HRSV y BHV-2, tanto antes como después
de la inoculacion del virus, mientras que el carvacrol (su componente activo
primario) causo la inhibicion solo después de la inoculacién del virus (Pilau et
al., 2011).

Se determiné en investigaciones de la universidad Nacional Del Callao la CMI
de los extractos de orégano sobre diferentes colonias de bacterias aisladas de
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alimento, por el discernimiento de sus caracteristicas antifungicas y
antibacterianas que ayudan al control de padecimientos de origen microbiano
en el hombre, animales y plantas. Se concluy6é que la concentracion minima
inhibitoria de los extractos de orégano para Escherichia Coli es de 2.34375 uL /

ml. y para Staphylococcus aureus es de 2.3475 ul/ml. (Toledo, 2004).
2.3.5. Toxicidad de los aceites esenciales

Los aceites esenciales quimicamente son hidrocarburos aliciclicos-aromaticos
y combinados oxigenados derivados de ellos (alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres) que le dan el aroma y olor caracteristico de la esencia, muchos son de
origen terpenoide y pocos aromaticos, benzenoides mezclados con terpenos
(Hauad, 2010). El aceite de orégano se estima que no es tdxico si se utiliza en
su estado natural, dosis apropiadas y durante tiempos moderados, no obstante,
podrian resultar descritos como téxicos al ser consumidos en dosis altas, si bien
es cierto que se trata de una planta intensamente beneficiosa, estdn pueden
presentar efectos adversos secundarios asociados al uso del orégano, no
obstante, estos suelen ser leves y muy poco deletéreos, entonces es menester
moderar su consumo en mujeres en estado de gestacion y en etapas de
lactancia, asi como en menores de edad. Se emplean como promotores de
crecimiento en animales mamiferos domésticos, aves, cerdos, y bovinos.
(Tekippe et al. 2011) determinaron que al suministrar Origanum vulgare (500
g/dia) no afectd la obtencidn de leche, asimismo, Hristov et al. (2013) reportaron
que al utilizar orégano (250-750 g por vaca al dia) no perturba la elaboracion,
composicion y perfil de acidos grasos de la leche de vaca, pero si reduce la
cantidad de metano metabolizado. Por regla general, los extractos naturales de
aceites esenciales por via oral tienen una toxicidad fragil o muy débil: la mayoria
de los que se emplean corrientemente tienen una dosis letal %, vislumbrada en
alrededor de 2y 5 g por Kg de peso, anis, eucalipto, clavo, canela etc., son raros
aquellos que tienen una dosis letal ®Cinferior a 2 g por Kg. (Burbano, 1998).
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2.3.6. Emulsionantes

Una emulsién se define como un sistema agregado por dos liquidos inmiscibles,
uno de los cuales se dispersa en forma de gota (la fase dispersa o interna) a
través del otro (la fase continua o externa) (Jafari et al., 2008). La sustancia que
conforma las gotas de una emulsion se denomina fase dispersa, discontinua o
interna, mientras que la sustancia que compone el liquido circundante se llama
fase continua o externa (McClements, 2005b). Una emulsién de aceite en agua
contiene pequenas gotas de aceite dispersas dentro de una fase acuosa
continua, cada una de ellas rodeada por una capa protectora de moléculas
emulsionantes (Driscoll, 2007). Otra propiedad de las emulsiones es su efecto o
interaccién hidrofébica, que es una predisposicién relativa de moléculas no
polares de estar juntas en soluciones acuosas, esto por la incapacidad que
poseen las moléculas lipidicas para formar uniones mediante puentes de
hidrogeno, por lo que éstas se mantienen unidas entre si por interacciones
dipolo-dipolo inducido, (Southall et al., 2002). Este tipo de productos son
ampliamente utilizadas en una gran variedad de aplicaciones debido a su
capacidad para transportar o solubilizar las sustancias hidréfobas en una fase
continua de agua (Leal-Calderén et al., 2007a). Las emulsiones son sistemas
termodinamicamente inestables de dos liquidos inmiscibles generalmente agua
y aceite que por diferentes mecanismos tienen tendencia a separarse en las
fases que las componen a través del tiempo. Debido a esto, es necesario el uso
de emulgentes que brinde una estabilidad cinética por periodos razonables de
tiempo (Rao, 1999) (Choi et al. 2007) y De Hoog (2011).

Un emulgente es una molécula anfifilica que tiene una cabeza hidrofilica afin al
agua y una cola hidrofébica afin a la grasa. Los emulsificantes suelen ser
compuestos ambifilicos (De Castro Santana et al., 2012) es decir, que son
paralelamente hidro y lipofilicos; o segun sea su similitud por compuestos
polares y no polares respectivamente, guardando en ambos casos su capacidad
de disolverse en ambos tipos de disolventes Kralova y Sjoblon (2009).
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2.3.7. Formacion de Emulsiones

Para la formacion de emulsiones se debe efectuar un proceso de la conversion
de la fase dispersa a gotas de pequeno tamaro y su distribucion homogénea en
la fase continua (Remington, 2003).

En la industria alimentaria esto se puede logar utilizando un mezclador que
produzca un corte, altas presiones, un molino coloidal, un microfluidizador o un

homogeneizador ultrasénico, entre otros (Mc Clements, 2007).
2.3.7.1. Mezcladores mecanicos

Un sistema de homogenizacion por rotacion mecdanica se utiliza para producir
emulsiones, utilizando liquidos con viscosidad que va de media a alta; los
liqguidos se alimentan de manera gruesa o en forma de fase separadas y pasan
a través de los discos rotatorios y estaticos, formando la emulsion (McClements,
2005) y Mahdi (2009).

2.3.7.2. Molinos coloidales

Estos forman la emulsion al pasar los liquidos entre el rotor y el estator, son
sometidos a una accion de corte que produce una dispersion fina y de tamano
uniforme, donde el tamafno de las gotas disminuye a medida que aumenta el

tiempo de homogenizacioén y la intensidad de ésta (Remington, 2003).
2.3.7.3. Homogeneizadores de alta presion o de rotacion mecanica

La homogeneidad y la heterogeneidad estan relacionados con la uniformidad o
falta de ella en una sustancia, la primera es uniforme en caracter y composicion,
la segunda carece de esa cualidad. Asi, una sustancia puede ser homogénea en
una mayor escala, en comparacion con ser heterogéneo en menor escala dentro
de la misma sustancia (Dhankhar, 2014). Estos métodos de agitacién son
utilizados para lograr una mayor reducciéon en el tamano de las gotas, asi como

para lograr una mayor uniformidad y mejor estabilidad (Mahdi, 2009).
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2.3.7.4. Dispositivos ultrasénicos

El ultrasonido son ondas acusticas cuya frecuencia es inaudible al oido humanao.
El espectro acustico audible va desde 16 Hz hasta 16 kHz y dentro del rango la
potencia disponible varia inversamente con la frecuencia; solo ultrasonidos
potentes 16-100 kHz y en menor medida 100 kHz-1 MHz), pueden interactuar con
la materia, produciendo cambios fisicos y quimicos, esencialmente por
fendbmenos de cavitacion (Canselier et al, 2012), siendo esta el principal
fenémeno responsable de efectos inducidos por ultrasonidos. La emulsiéon se
genera mediante vibraciones ultrasénicas, ya que se producen ondas de alta
frecuencia que fluyen a través del liquido. En los medios liquidos su mecanismo
de accion funciona generando burbujas de cavitacién, debido a los diferenciales
de presién durante la propagacién de la onda acustica (Servant et al., 2001). El
ultrasonido es un método eficaz y respetuoso con el medio ambiente para
preparar emulsiones de aceite en agua (Gou et al., 2014). Diversos trabajos de
investigacion hasta el momento, indican que estos dispositivos producen
emulsiones estables con liquidos de baja viscosidad. Sin embargo, este no es
método practico para la elaboracién de emulsiones a gran escala (Remington,
2003).

2.3.8. Surfactantes

Los surfactantes son compuestos anfifilicos capacitados para reducir la tension
superficial del medio en el que se hallan solubilizados, asi como la tension
interfacial en la interfase de fluidos inmiscibles (IUPAC, 2001). También llamados
agentes tensioactivos, son moléculas anfifilicas que disminuyen la tensién en la
interfase (Gautam y Tyagi, 2006), estos tienen una dupla de similitud quimica,
esto por su organizacién de tipo polar y apolar o hidrofilica e hidréfoba.

También llamados emulsificantes son compuestos que ostentan grupos con
solubilidad disimil, por un lado, una cadena hidrocarbonada soluble en
disolventes no polares citado grupo liofébico o hidréfobo y un grupo funcional que
tiene una afinidad fuerte hacia disolventes polares, este grupo es llamado liofilico
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o hidréfilo (Myers, 1991). La cabeza polar o hidrofilica, funciones de caracter
idnico o no idnico formada por heteroatomos como 02, S, N2 y P, que admiten
un elevado nivel de disolucién en disolventes polares como el agua; la parte
apolar o hidrofoba, ordinariamente es una sucesién hidrocarburos de tipo alquil o
alquilbenceno, con apariencia en algunos casos, de atomos de un halégeno u
oxigeno, la cual tiene solubilidad en disolventes organicos apolares,
especialmente derivados del petréleo y compuestos de naturaleza oleosa,
Marquez (1999) y Aguirre (2013).

Estos dos grupos presentes, visiblemente diferenciados en sus atomos, les
confieren desiguales propiedades, como reducir la tensién superficial del agua,
la formacién de monocapas de esparcimiento o de impregnacion en la interfase
agua y aire, la formacion de emulsiones, microemulsiones y la formacién de
particulas coloidales, entre otros (Rios, 2014). Es por esta razén que las
moléculas de los tensioactivos se situan en la interfase de fluidos como son los

sistemas aceite con agua y aire con agua (Stoyanov et al., 2003).

Todas estas propiedades vuelven muy versatiles a estos compuestos y con
muchas aplicaciones en alimentos, medicamentos y regeneradores del medio
ambiente. Estos se identifican por acrecentar la solubilidad, inestabilidad,
biodisponibilidad y subsecuente biodegradacion de compuestos organicos
insolubles en agua (Singh et al., 2002). Los tensioactivos provocan efectos
nocivos sobre las membranas celulares y las proteinas bacterianas debido a la
actividad superficial que presentan (Hartmann, 1996) y como consecuencia de
estos efectos pueden ser inhibidores de bacterias, Schwuger y Barnitk (1980).
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MOLECULA DE AGENTE HUMECTANTE

4_ Cabeza Polar

(Hidrofilica, atrayente de agua)

‘_ Cola no Polar

(Hidrofébico, repelente al agua)

Figura 2.1. Esquema de la molécula tensioactiva con parte polar (hidrofilica) atrayente del agua y no polar
(hidréfoba) adherida a la capa organica hidrofoba de la arena. Dr. Keith J. Karnok, University of Georgia.
Fuente: Schwuger, (1980)

2.3.9. Clasificacion de los Surfactantes

Los surfactantes son catalogados comercialmente de acuerdo con su aplicacion,
no obstante, sus propiedades y su uso dependen también del ambiente
fisicoquimico. Se los encasilla de acuerdo con la naturaleza del grupo hidrofilico
0 mas exactamente segun la forma como se disgregan en el agua. En funcion
del caracter ionico del grupo hidréfilo, los tensoactivos se dividen en cuatro

grandes familias:
2.3.9.1. Tensioactivos anidnicos

Estos ostentan funciones organicas que se disocian en solvente acuosos,
suscitando aniones organicos, responsables de disminuir la tension superficial.
Contienen frecuentemente grupos solubles, sulfatos y sulfonatos de sodio y son
muy utilizados en formulas detergentes en polvo para lavado de indumentarias

y en productos liquidos para uso en lavavajillas (Salager, 2002).
2.3.9.2. Tensioactivos cationicos.

Estos tienen funciones organicas que se disocian en soluciones acuosas
produciendo cationes organicos, comprometidos con la actividad superficial.
Son especialmente elementos de amonio cuaternario y presentan la ventaja de
que son relacionados con los tensioactivos anionicos y los que pueden actuar
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como acido o como base y la desventaja de ser incompatibles con los
tensioactivos catidnicos. Igualmente, su caracteristica detergente y su
biodegradabilidad es baja y su precio econémico es mas elevado que el de los
tensioactivos no idnicos. Generalmente se utilizan como agentes emulsionantes
a pH inferiores a 7, ademas, muestran propiedades que suavizan y desinfectan,
(Salager, 2002).

2.3.9.3. Tensioactivos no idnicos

En solucibn acuosa no presentan ionizacibn de atomos y tienen grupos
funcionales que son afin y solubles en agua. Unos proceden de la condensacion
de polimeros de 6xido de etileno con compuestos fendlicos o grasos, muy
compatibles con la mayoria de tensioactivos de desarrollada y variada
aplicacién. En general exhiben bajo poder espumoso y pueden ser productos

liquidos o viscosos (Salager, 2002).
2.3.9.4. Tensioactivos anfotéricos.

Poseen grupos funcionales que consiguen la ionizaciéon en solucién acuosa,
otorgando segun los contextos del medio circundante, propiedades de poseer
moléculas con cargas positivas y negativas. No son compatibles con
detergentes no alcalinos, poseen buen nivel de espumacién y pequeia
irritabilidad epidérmica y ocular. Resultan muy aplicables en formulaciones para
elaboraciéon de champu (Salager, 2002). Este tipo de surfactantes son

compatibles con todos los tipos de tensioactivos (Sibila, 2008).

En el grupo de los surfactantes no ionicos esté el Tween 80 que pertenece a la
familia de los polisorbatos. Quimicamente, los polisorbatos se derivan del
sorbitano etoxilado, un derivado del sorbitol que se esterifica con acidos grasos.
Tween 80 es hidrofilico (HLB: 15) y es nombre propietario de CRODA ™
(fabricante de productos quimicos especiales) y sus valores numéricos son
especificos, derivado del acido graso oleico.
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2.3.10. Micelas y asociacion de micelas

En medios acuosos diluidos, el surfactante se localiza en el seno del liquido bajo
la representacién de solucién molecular. A una explicita concentracién en la
cavidad de la disolucién, las interacciones de moléculas apolares entre si se
hacen mas caracteristicas que las acciones reciprocas de las cabezas polares
con moléculas de agua, formando congregacion espontanea de estas moléculas
en solucién, como consecuencia de los hidréfobos en un grado de organizacion
del sistema o control entrépico asi, se forjan disgregados de tamafo coloidal
conocidos como micelas (Paula et al., 1995). La llamada concentracion micelar
critica (CMC), es la relacién entre la cantidad de soluto y solvente de surfactante
en que la fase acuosa se colma, asi como la afadidura de mas moléculas en
este, provocando la formacion de incorporados, denominados micelas. El valor
de esta cuantificacion es particular para cada surfactante, ya que estriba en la
ordenacion de la molécula en particular (Rosen, 2004).

2.3.10. Surfactantes tipo Alquil Fenol y Alcohol Polietoxilados

Los surfactantes del tipo no iénicos, tienen un uso estimable en formulaciones
de detergentes liquidos, efectos farmacéuticos y cosméticos. La mayoria de los
surfactantes no-idnicos del tipo poli éter se sintetizan adicionando 6xido de
etileno a las sustancias con un dtomo de hidrégeno reactivo, como el alquilfenol
(Shick, 1987). La etoxilacion o polietoxilacién es un proceso industrial quimico
en el que se afnade oOxido de etileno (Nombre IUPAC, 1,2-epoxietano) a
alcoholes, aminas y fenoles para dar diferentes tensioactivos (mal llamados de
la traduccion literal del inglés, surfactantes). Se sintetizan en dos etapas: una,
concentracion de una molécula de 6éxido de etileno sobre los radicales fenol o
alcohol para establecer el alquilfenol monoetoxilado y la otra, policondensacion
de 6xido de etileno sobre el mono y polietoxilados con una rapidez de reaccién
autdbnomo del numero de grupos de éxidos de etileno establecidos (Eduard et
al., 2007).
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2.3.11. Sistema Surfactante — Agua — Aceite

Es de considerable importancia en la preparacion de emulsiones, la proporcion
de sus componentes, ya que los sistemas surfactantes, agua y aceite son
registrados por diferentes variables en funcion de la naturaleza de sus
disgregados y de las cuantias en las cuales estan presentes. La naturaleza y
procedimiento del sistema estribara por factores fisicos, especialmente aquellos
que actuan durante su formulacion, asi como de factores fisicoquimicos; el
influjo de estos ultimos corresponde al resultado de las variables de formulacion
y de sus pertinentes concentraciones o composicidn. Las formulaciones que han
tenido éxito en la industria son muy complejas y obtenidas por tanteo, implicando
que la comprension tedrica se limite a algunos modelos muy simplificados que
poco se asemejan con la realidad (Salager, 1998). Las formulaciones
exteriorizan un conjunto de variables capaces de influir en las propiedades
fisicoquimicas del sistema, estableciendo el proceder de fase y las
caracteristicas de los servicios logrados. Estas variables son clasificadas en tres

grupos:
2.3.11.1. Variables de formulacion.

Son afines con la naturaleza de formulacion y composicidén de los constituyentes
del sistema emulsionado. Intrinsecamente en las variables de proporcion de sus
componentes se consideran: salinidad, similitud y espécimen de surfactante
(iénico, no ibénico, valor del balance hidrofilico-lipofilico), indice de hidrogeno de
la disolucidn y presencia de cosolventes (Salager et al., 2001)

2.3.11.2. Variables de composicion

La variable de composicion se refiere a las proporciones relativas que se afiaden
de cada componente (Chuan et al., 2014). Se debera entonces representar el
comportamiento de fase en funcion de la composicidén del sistema, en general
sobre un diagrama ternario o cuaternario como el de la Figura 2.2, Salager y
Antdn (1991). Internamente en las variables de formulacién existen la proporcion
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de grasa, agua y la concentracion del tensoactivo (Salager et al. 2001).

Figura 2.2. Esquema de las variables. Fuente Salager (2001)

2.3.11.3. Variables externas

También llamadas variables de miscelaneos, contienen el rigor y lapso de
agitacion, el tipo y geometria del propulsor utilizado, ademas del procedimiento
de composicion (Salager et al. 2001). Se puede incluir ademas en este tipo de
variables a los métodos de elaboracién, si es de alta o baja energia, asi como

la temperatura.
2.3.12. Método de HLB (Balance Hidrofilico — Lipofilico)

Segun Griffin (1949) el balance hidréfilo-lipéfilo o HLB es el célculo del tamafio
y fuerza entre la parte polar y la porcién apolar de una molécula tensioactiva,
esboza la presencia de una relacion entre la caracteristica del surfactante y sus
propiedades como agente tensioactivo y emulsionante. Es un promedio cercano
para definir exclusivamente al tensoactivo y estd establecido en un
procedimiento practico, que radica en imputar un determinado nimero de HBL
a los surfactantes, en un nivel de 1 a 20, a partir de datos concernientes a la
estabilidad de las fases en una emulsion (Griffin, 1954). En la actualidad existen
mas métodos para determinar el equilibrio hidrofilico lipofilico, no obstante,
después de unos 65 anos, el método de Griffin, es el mas utilizado para predecir
las propiedades de tensioactivos no iénicos (Pasqualie, 2009).
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El prototipo de emulsion es dependiente del balance entre las caracteristicas
polares y apolares del agente surfactante. Un emulsionante con un valor de
balance hidréfilo-lip6filo menor de 7 solubiliza la fase hidrofoba y favorece una
emulsion agua en grasa, aquellos que posean un HLB por encima de 7,
solubiliza la fase acuosa y la emulsion sera grasa en agua (Wilkinson y
Moore,1990). Los emulsificantes con un valor superior a 7 se dispersaran en la
fase acuosa y originaran la formacion de emulsiones grasa en agua, Alfonso,
(2003) y Ippincott (2006). El método ha sido motivo de discusién durante mucho
tiempo, eternizando este concepto, se propone establecer el HLB de un
emulsionante segun la ecuacién (1) basandose en la asignacién de un valor
numeérico a los compuestos quimicos que componen a él emulsionante (Davies,
1959).

Balance hidrofilo-lipofilo = 7 + Z numero de grupo hidréfilo - Z nimero de
grupo  lipdfilo (1).

2.3.12. Espectrofotometria UV visible

Es una habilidad metdédica que admite establecer la concentracion de
compuestos en disolucién, en donde las moléculas absorben radiaciones en un
campo electromagnético y a su vez, la cuantia de radiacion absorbida estriba en
la representacion lineal de la concentracidn de analitos. Para concebir este tipo
de medidas se utiliza un espectrofotémetro, en el que se obtiene seleccionando
la longitud de onda (A) de la luz que pasa por una solucién, calculdndose la
intensidad de luz absorbida por la disolucion (Nieves et al., 2004). La
espectroscopia es una ciencia que investiga la interaccion de la luz con la
materia, esta puede ser emitida, transmitida, reflejada, absorbida; entonces
cuando una sustancia es iluminada se puede calcular cuanta emision de luz ha
sido reflejada o transmitida, entonces podemos medir cuanta luz fue absorbida
y cual es la cantidad que a interactuado con el objeto, (Arenas y Lopez, 2004).
Los espectrofotdmetros de luz ultravioleta son instrumentos que miden en
funcién de la intensidad de dos haces de luz en la regién invisible, sus

determinaciones espectrofotométricas se utilizan para determinar la cantidad de
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especies moleculares que absorben radiaciones y utiliza radiacion
electromagnética (luz) de las regiones: visible, UV a una longitud de onda entre
180 nm y 780 nm, es asi como la radiacion absorbida por las moléculas desde
esta regién del espectro induce transiciones electrénicas que pueden ser
cuantificadas (U. de Alicante, 1996-2019). La espectrofotometria UV vis resulta
una opcion facil para cualquier laboratorio, no requiere de cuantiosos recursos,
lo cual no siempre ocurre con métodos de analisis en donde se emplean
cromatografia liquida de alta resolucion y de gases. Ademas, es una técnica de
relativo bajo costo, precisa, sensible y aplicable a moléculas de distinta
naturaleza y estados de agregacion, Brunatti y Martin (2010). Estas técnicas que
utilizan la luz para medir concentraciones quimicas (Harris, 2001) a determinada
longitud de onda, sirven para cuantificar componentes de una muestra. En

espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta de

Es pectro visible por el ojo humano (Luz)
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Figura 2.3. Espectro visible que el 0jo humano puede percibir.
Autor: Horst, con algunas modificaciones de Jailbirdico, 2006.
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA

3.1. Ubicacion de la Investigacion

Los datos meteoroldgicos presentados en este documento son tomados en la
Estacién Meteorologica de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi “Manuel Félix Lépez” (ESPAM MFL), ubicada en el sitio EI Limén,
provincia de Manabi, Ecuador, situado geograficamente entre las coordenadas
0° 49’ 23” Latitud Sur; 80° 11’ 01” Longitud Oeste y una altitud de 15 msnm.

Afios H:;;iiid Tern!aeratura Tern!aeratura Tempu.aratura Oascilécién Evaporacion | Precipitacion REC‘:!::E iE Heliofania
(%) maxima (°C) | minima (°C) media (°C} | Térmica °C {mm) {rmim) (km/hora) (Horas sol)
2011 80,9 30,7 21,5 25,6 9,3 1739,5 528 498,5 110,5
2012 82,9 30,4 22,0 25,6 8.4 1397,7 1639 547,77 98,6
2013 83,8 29,9 21,7 25,1 8,2 13414 962 632,4 85,6
2014 82,0 30,7 21,2 25,9 9,5 1269,6 777 555,3 77,1
2015 82,3 31,4 22,3 26,6 9,1 1323,7 993 519,0 94,6
2016 80,3 31,2 22,1 26,3 9,1 1291,1 953 583,8 93,2
2017 83,5 30,7 22,1 25,9 8.6 1207,7 1339 615,2 90,0
2018 81,4 30,7 21,4 25,7 9,3 1256,3 783 570,2 92,5
Media 82,1 30,7 218 25,8 89 1353,3 996,7 565,3 92,7

Cuadro 3.1. Ubicacion de la Investigacion.
Fuente. Estacion meteorolégica ESPAM MFL

3.2. Obtencidn del extracto emulsionado de orégano
En la obtencién del extracto emulsionado de orégano se procede a realizar:
3.2.1. Recoleccidén y extraccion

Se recolectaron ramas con hojas de orégano del entorno y se seleccionaron las
de mejor estado, en el laboratorio usando guantes se lavé con agua de pozo
limpia de la llave y con agua destilada, luego se secd a temperatura ambiente
interna de 25 - 30 grados centigrados. El extracto se obtuvo mediante el método
de destilacion con arrastre de vapor (Glnther, 1948), los aceites esenciales estan
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constituidos quimicamente por terpenos y fenilpropanoides, que son volatiles y
arrastrados por vapor de agua (Molero et al., 2006). Para el efecto se armo6 un
destilador con un equipo de material de vidrio y caucho acoplado a una fuente
térmica, armado y operado en el lugar, segun el esquema de la figura 3.1. Una
vez aislada la esencia, ésta destila a temperaturas muy inferiores a su punto de
ebullicion, influyendo favorablemente en la cantidad de agua presente, los
componentes volatiles y el agua generados como vapores a temperaturas
menores a su punto de ebullicion, salen del destilador se enfrian en un
refrigerante donde regresan a la fase liquida, agua y aceite esencial, finalmente
se separan en un decantador o vaso florentino (Garcia, 2014). Se obtuvo extracto
acuoso del destilado y separo de la mayor cantidad de agua por diferencia de
densidad, finalmente se almacend en un matraz aforado ambar con tapa en
refrigeracion a 4°C. hasta su uso. Los materiales de vidrio utilizados para su

obtencion se los esterilizd previamente.

aa
Figura 3.1. Esquema destilador con arrastre de vapor. Por Joanna Kos (s/f)
3.2.2. Caracterizacion del extracto de orégano en base a:
Dentro de la caracterizacion del extracto de orégano se demuestra lo siguiente:
3.2.2.1. Densidad del extracto acuoso

Se determiné la densidad absoluta empleando un picnémetro tipo Gay Lussac
de 25 ml previamente colocado en una estufa a 110°C y en un desecador. Se
peso6 el picnbmetro vacio con una balanza analitica, se llené con el extracto
acuoso a la temperatura de 25°C, se ajusto el liquido al nivel empleado y con la
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ayuda de una tira de papel filtro se extrajo el exceso de muestra. Se peso el

picndmetro vacio y con la muestra y se aplicé la formula:
m
P=v

M1= Peso del picnometro con la muestra (g).
M2= Peso del picnbmetro con la muestra (g).
V= Volumen en el picnémetro (ml).

NTP 319.081 (1974), precisa a la densidad como la dependencia entre la masa
de un volumen dado de un aceite esencial y el volumen establecido del
picnometro, explicitos a 20°C y, la densidad relativa, como la correspondencia
entre la densidad del aceite a 20°C y la del agua destilada a igual temperatura.
En densidad relativa empleando aceites esenciales, se repitid la operacidén con
agua destilada a 25°C (Vargas, 2017).

3.2.2.2. indice de Refraccion

Determina la relacion existente entre la velocidad de la luz en el vacio y en el
interior de la sustancia, de este modo indica la calidad y pureza de un
compuesto, ya que cada tipo de aceite esencial tiene un indice de refraccidén
caracteristico (Torrenegra, 2014). Se le determind el indice de refraccion con un
refractdmetro de mano a 25°C, previamente se limpié el prisma con agua
destilada a 20°C, se secd suavemente con papel absorbente y se coloco una
gota de muestra (extracto acuoso) sobre el prisma de medicidon del
refractometro, antes se repite el mismo procedimiento con una gota de agua
destilada para calibrar, se realizaron tres lecturas y se calcul6 el promedio de
las mismas (Vargas et al., 2012)

3.2.2.3. Acidez del extracto del orégano

La acidez es el contenido en porcentaje de acidos grasos libres presentes en la
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muestra, que expresan el numero de miligramos de hidroxido de potasio
necesarios para neutralizar los acidos grasos libres en 1 gramo de aceite o grasa
como acido oleico (Soto, 2011). Procedimiento segun norma NMX-K- 418-
(1976).- En un matraz de 100 a 200 mililitros, pesar 2 gramos, mas menos 0.05
g del producto con precisién de 0.5 miligramos y adicionar con una pipeta 5
mililitros de etanol, 5 gotas de fenolftaleina (0 5 gotas de rojo fenol en el caso
de que el producto contenga grupos fendlicos) y equilibrar la disolucién con
KOH 0.1 normal, hasta la aparicién de una tonalidad rosada que permanezca al

menos 15 segundos, considerando a éste como el punto final de la valoracion:
Expresion de resultados:
Célculos. - Numero de acidez = V x 5.61/P.

Donde: V = volumen de la soluciéon de KOH 0.1 N utilizado en la neutralizacion
en ml; P = peso del producto en g; 5.61=peso equivalente del KOH en una
solucién 0.1 N.

3.2.3. Formacion de grupos cromoéforos

Se prepar6 25 ml de cloruro de hierro Il en alcohol etilico (95% v/v), para la
formacién de cromdgenos y funciones de blanco. Los grupos funcionales
hidroxilo de los compuestos fendlicos del extracto que actian como
auxocromos, con el cloruro de hierro lll forman un complejo metalico y/o
cromoforo, un compuesto quimico competente de absorber cuantos de luz
selectivamente, repercutiendo en la tonalidad de ciertos elementos orgénicos,
comprometidos con proporcionar el color, Allen y Koumanova (2005), Gupta y
Suhas (2009), lograndose bandas de absorcion a 330 nm. Asi, de una forma
muy general, las transiciones de electrones T—11* son tipicos para cromoéforos

en las regiones ultravioleta y visible (Olsen, 1990).
3.2.4. Método espectrofotométrico UV visible

Esta técnica también proporciona mediciones de alta sensibilidad y no requiere
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preparacion y calibracion de muestras complejas, ademas de ser amigable con
el ambiente, proporciona rapidos resultados y se puede utilizar para analisis con
fines cualitativos y cuantitativos, Baeten y Dardenne (2002). Para la
determinacién se prepard una disolucion de etanol al 95% v/v de cloruro de
hierro Ill. La prueba de cloruro férrico se usa para determinar la presencia de
fenoles en una muestra o compuesto dado (por ejemplo, fenoles naturales en
un extracto vegetal). Los enoles, los acidos hidroxamicos, las oximas y los
acidos sulfinicos también dan resultados positivos (Chemistry.ccsu.edu. 2013)
y, a partir de un estandar al 99.7% en concentracidén de carvacrol (5-isopropil-2-
methylphenol), que se obtuvo de Sigma-Aldrich (EE. UU.), se elaboraron una
serie de 5 patrones en matraces aforado de 10 ml: 9.97, 11, 12, 13y 14 % de
concentracion. Para el ensayo cuantitativo se cimenta habitualmente una recta
de calibrado con estandares, gestionando que la matriz sea igual o muy parecida
al espécimen y la absorbancia de la muestra, se interpola en esta recta de
calibrado con el fin de conseguir la concentracion (Guasch, 2006).

3.2.5. Preparacion de la curva estandar

Se encendio el espectrofotdmetro, se realizé el espectro caracteristico de la
sustancia hasta encontrar la A de mayor absorbancia, 320 nanémetros y un
factor de 14. Con una micropipeta se colocaron 500uL de etanol al 95%, se
adicion6 correspondientemente 10ulL de los estandares preparados y el extracto
de orégano y 10uL de cloruro de hierro Il a cada una de las cubetas; se agitaron
y después de 5 minutos se calibrd con el blanco y midié las absorbancias de los
patrones elaborados juntos con la muestra. El blanco se ubicé en el equipo y se
acordd luego la extincidon a cero (100% de transmisién) antes de leer las lecturas
de los analitos y, se ejecutdé justamente en la experiencia experimental
(Plummer, 1981). La ley fundamental que rige el analisis cuantitativo
espectrofotométrico es la ley de Lambert - Beer (Higson, 2007) y aplicandola se
efectlo una curva de calibracion para lograr la recta e interpolando se obtuvieron
las concentraciones. Los resultados se tabularon aplicando un andlisis de la

varianza para la suma de los minimos cuadrados y con estos resultados
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comprobar parametros exactitud, linealidad, limite de deteccidn, cuantificacion,
y correlacion lineal con el fin de instaurar un comprobable grado de confianza
para el estudio de estos compuestos en el laboratorio de quimica de la carrera
de Medicina veterinaria ESPAM MFL.

3.2.6. Elaboracion de la emulsion del extracto de orégano

La elaboracion de emulsiones requiere de altas energias obtenidas por medios
mecanicos, o bajas energias proveniente del potencial quimico de los

componentes (Silva et al., 2004).

Dos métodos de alta energia se emplearon en la elaboracidén de la emulsion del
extracto acuoso de orégano, en ambos se emple6 Tween 80, este tipo de
tensioactivo se usa con frecuencia como emulsionante para la industria
alimentaria y cosmética, tiene una toxicidad muy baja y una quimica ecolégica,
Florence y Whitehill (1982), Moreno y Sanchez (2016) Sanchez et al. (2012) y
también goma arabiga, polielectrolito con carga negativa muy utilizado en la
industria por su alta solubilidad y baja viscosidad a altas concentraciones, asi
como sus propiedades emulsionantes y formadoras de barrera (Sandoval,
2008).

3.2.6.1. Método del ultrasonido

El propésito en la elaboracién de una emulsién es conseguir que compuestos
inmiscibles de naturaleza hidrofilica e hidrofébica, logren coexistir de manera
mas estable (Hsieh et al., 2006). Al extracto de orégano se lo emulsiond con
goma arabiga al 0.5% y tween 80 al 1.0% p/p, se disolvieron en los extractos
con concentraciones de 12 y 14 % en vasos de 250 ml y agitando con agitador
de vidrio, se colocaron en el equipo del ultrasonido por 30 minutos.
Investigadores, Chendke y Fogler (1975), establecieron las ventajas del
ultrasonido: el diametro de las particulas, muestra un rango sub-micrémetro, las
emulsiones son mas estables, no es obligatorio la adicion de surfactante y la

energia necesaria en el proceso es minima, en relacion a la empleada en los
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métodos convencionales de emulsificacion. Estas cavitaciones inducidas
acusticamente provocan la interrupcidn de las gotas de fase dispersa de tamafno
micromeétrico y nanométricos, facilitando la formacién de gotas de emulsién
submicrométrica (Gogate et al., 2011). Al presente, es apreciada como una
técnica de procesamiento sustentable, porque tipicamente emplea menos
tiempo, agua y energia (Chemat et al., 2011). Ulteriormente los extractos
emulsionados se almacenaron en envases ambar y en refrigeracion hasta su

empleo.
3.2.6.2. Método de agitacion magnética

Se emulsion6 extracto de orégano con goma arabiga al 0.5% y tween 80 al 1.0%
p/v se disolvi6 en los extractos con concentraciones de 12 y 14 % de
compuestos fendlicos en vasos de vidrio de 250 ml y se procedi6 a agitar con
agitador magnético (Marquez et al., 2005) en un equipo calentador - agitador
modelo HSD 180 por 15 minutos a 3.500 rpm. Posteriormente se almacenaron

en envases ambar y en refrigeracion.
3.2.7. Deteccion de la mastitis bovina

En dos hatos bovinos del entorno y en la UDIV de la ESPAM MFL se usé la
prueba de campo California Mastitis Test CMT, durante décadas se ha usado y
sigue siendo el ensayo mas utilizado a nivel de campo para el andlisis de
mastitis en los bovinos de leche (Morresey, 1999), (Radostits, 2002) Medina y
Montaldo (2003) (Erskine, 2001) y Bedolla et al. (2007). Sin embargo, para
detectarla es necesario recurrir a técnicas de laboratorio como el numero de
células somaticas (Sixtos, 2011). Su contenido en la leche nos admite conocer
sobre la funcién y el estado de salud de la glandula mamaria lactante y por su
cercana correspondencia con la composicion de la leche, resulta un criterio muy
importante de su calidad (Wolter y Kloppert, 2004). A las muestras de leche que
dieron positiva a la prueba de campo, se les volvié a recolectar de las ubres y
cuartos mamarios, previa limpieza con agua limpia, secada con toallas de papel
de un solo uso y asepsia con algodon estéril y alcohol etilico al 75% v/v, en
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viales que contenian el conservante bromopol, se las almacen herméticamente
en termos refrigerados para mantenerlas a 4°C y se enviaron al laboratorio para
el conteo de células somaticas (CCS). La metodologia utilizada es la ISO13366-
2/IDF148-2. /2006.

El conteo de células somaticas en la leche se utiliza como un indicador de la
salud de la glandula mamaria, Bradley y Green (2005). Los CCS se han utilizado
como un indicador de mastitis bovina en vacas lecheras para estimar los efectos
terapéuticos para el control de mastitis (Zhen et al., 2009). Para la determinacion
de Staphylococcus aureus, que causa inflamacidén de la glandula mamaria al
promover el incremento de conteo de células somaticas y de citocinas
proinflamatorias como TNFa, IL-183, IL-12 y el reclutamiento de linfocitos CD8
(Oviedo-Boyso et al., 2007) y la bacteria medioambiental causante de mastitis
bovina, Escherichia coli, se empled envases descartables para conteo de
UFC/ml de y se transladaron en termos a 4°C, al laboratorio de Microbiologia de
Medicina veterinaria ESPAM MFL. A las muestras se las mantuvo en termos y

refrigeracion hasta su andlisis.
3.2.8. Aplicacién intramamaria del extracto emulsionado

Se aplico durante tres dias via intramamaria con sondas de acero inoxidable,
marca Dlaura, previamente colocadas en estufas a 120 °C x 2 horas el extracto
emulsionado de Origanum vulgare con concentraciones de 12 y 14 % en
compuestos fenolicos previo ordefio de las ubres, lavado, secado con toallas de
papel de un solo uso y desinfectadas con alcohol etilico al 75 %. La ventaja de
la aplicacién intramamaria es su elevada concentracién alcanzada en el
compartimiento lacteo de la glandula mamaria y los requerimientos de menor
cantidad de drogas antimicrobianas (Pyorala, 2002b). Ulterior al tratamiento, se
recolect6 en envases descartables la leche siguiendo los pasos anteriores para
toma y procesamiento de muestras en el laboratorio.
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3.2.9. Determinacion de UFC/ml de S. aureusy E. coli

Su presencia en alimentos industrializados o naturales se debe a la
contaminacioén introducida por los operadores que manipulan tanto los alimentos
como los sistemas adherentes al mismo, o bien a la utilizacion de materia prima
contaminada como la misma leche de vacas enfermas o infectadas con mastitis,
siendo ésta una enfermedad bastante comun en las ubres de los bovinos
productores de leche (Lépez, 2011). En el laboratorio de Microbiologia de la
ESPAM MFL se efectuaron los ensayos para el conteo de UFC/ml de S. aureus,
empleandose como medio de cultivo agar manitol, siguiendo referencias para
aplicar la norma NTE INEN 1528. / 2012, recomendada para el aislamiento de
estafilococos patogénicos obtenidos a partir de muestras clinicas, alimentos,
productos cosméticos y otros materiales de importancia sanitaria (Britanialab,
2016). Se empled el procedimiento semicuantitativo de consenso en cajas Petri
de cultivo, sembrado en agar por estrias, medio de cultivo manitol y

desinfectados en autoclave a 121°C x 15 min.

Para las bacterias gram negativo, la amenaza de esta patologia esta
determinada por varias interacciones entre el anfitrién, el ambiente y el agente
contagioso, sin embargo, segun Burvenich et al. (2003), E. coli en la ubre bovina,
es afin con la aparicién de mastitis, principalmente clinica, en torno al parto y
durante la lactacion temprana, liberando importantes sintomas locales, a veces
graves signos sistémicos. Se emplea el caldo MacConkey para el cultivo de
bacterias gram negativas (-) fermentadoras de lactosa y el aislamiento de
Escherichia coli, ya que estas se presentan en forma de colonias grandes, rojas
y con un halo (Agurto, 2009).

Se efectuaron las pruebas confirmativas de los microorganismos antes vy
después de la aplicacidén intramamaria del extracto emulsionado de Origanum
vulgare, las muestras de leche se sembraron en medio agarizado, previamente
fundido y enfriado a 45°C. y luego a una estufa a 37°C durante 24 horas.
Transcurrido este periodo se efectu6 la lectura de las unidades formadoras de
colonia por mililitro mediante un contador digital.
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3.4. Diseino Metodologico de la Investigaciéon

Disefio Metodolégico de la investigacion. - Se aplicé un disefio
completamente al azar (DCA) con un arreglo bifactorial 2x2 siendo el factor A
las concentraciones 12% y 14% de compuestos fenodlicos del extracto de
orégano y el factor B los métodos ultrasonido y agitacidn magnética. Para el
estudio de las variables respuestas previamente se comprobaron Ia
homogeneidad de varianza (Prueba de Bartlet) y normalidad de los errores
(Prueba de Shapiro-Wills). Ademas, se efectiio una curva de calibracion y por
medio de un analisis de la varianza y aplicando el método de los minimos
cuadrados, determinar % de concentraciones de compuestos fenélicos en el
extracto acuoso de orégano. Teniendo como modelo lineal de efecto fijos el

siguiente:
3.4.1. Modelo Lineal Aditivo |

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con arreglo Factorial 2x2,
donde el factor A se representd por las diferentes concentraciones de extracto
(12 y 14 %) y el factor B, métodos de elaboracion (ultrasonido y agitacién

magnética).

Yij =y + Ti + €ij

Donde:

Yij = observacion j-ésima del i-ésimo tratamiento p = media general

Ti = efecto del i-ésimo tratamiento;i=0, 1, 2, 3, 4.

€ij = error experimental de la j-ésima observacion en el i-ésimo tratamiento.

En caso de existir diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizara
una prueba de promedios de Duncan al 5%. Igualmente, para conocer el efecto
del método de obtencién y su interaccion con la concentracién del extracto

acuoso emulsionado.
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3.4.2. Modelo Lineal Aditivo Il

Vit + B j+oly;vog

Donde

Yiik: Observacion k-ésima del i-ésimo nivel del factor A'y
j-ésimo nivel del factor B.

LL: Media general.

Oi: Efecto del i-ésimo nivel del factor A. (Concentraciones % del extracto). i= 1y

2

B].: Efecto del j-ésimo nivel del factor B. (Absorbancias). | =1y 2.

“Bij: Efecto de la interaccion de primer orden del i-esimo nivel del factor A con el

j-ésimo nivel del factor B.

€ijk: Efecto aleatorio o error experimental.

En caso de existir diferencias significativas a nivel de las interacciones o factores
principales se realizaron las comparaciones multiples con pruebas de promedio
(Duncan al 5%).

3.4.3. Analisis de la Varianza Anova

El siguiente cuadro 3.2. se muestra los diferentes tratamientos para determinar
si existen diferencias significativas o al contrario indicar que sus medias

poblacionales no difieren:

Cuadro 3.2. Fuentes de varianza y grados de libertad.

Fuentes de varianza Grados de libertad




44

Concentracion (A)
Método (B)

Concentracion x Método
Mastitis bovina
Error experimental
Total

d.m.r—1 3x2x5-1 =45

(A-1) (B-1) 2x1 =2
x — Diferencia = 44

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 3.3. Combinaciones o tratamientos.

Combinaciones Factor Factor Repeticiones
Tratamientos Cédigo A B 1 ) 3 4 5
1 A1B1 0 0 0 0 0
2 A1B2 Conct | UFCMlt o | 0 | 0o | 0] 0
3 A1B3 CCSS
0 0 0 0 0
4 A1B4
5 0 0 0 0 0
A1B5
0 0 0 0 0
1 A2B1
2 A2B2 urcimi | O | O 0p o0
Conc.2 0 0 0 0 0
3 A2B3 onc CCSS
4 A2B4 0 0 0 0 0
A2B5
5 0 0 0 0 0
A3B1
1 0 0 0 0
A3B2
2 A3B3 0 0 0 0
3 A3B4 0 0 0 0
UFC/m
4 A3B5 Método o 0| 0| o0
CCSS
; A4B1 ol ol ol o
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A4B2
1 0 0 0 0
A4B3
2 0 0 0 0
A4B4
UFC/ml
3 A4B5 Método 0 0 0 0
4 CCSS 0 0 0 0
5 0 0 0 0

Fuente. Elaboracién propia.

3.5. Unidad de Analisis

La unidad de analisis es el extracto de aceite de orégano (Origanum vulgare)

emulsionado.
3.6. Poblacion de Estudio

Concentracion del extracto de orégano 12% y 14% de compuestos fendlicos y
métodos de elaboracion de la emulsion: ultrasonido y agitacidon magnética.

3.7. Tamano de Muestra.

El tamano de muestra se efectlo un analisis de la varianza segun método
factorial de ANOVA.

3.8. Seleccion de Muestra

La muestra se seleccion6é completamente al azar con arreglo bifactorial entre la

totalidad de ensayos.

Muestra: Cuarterones infectados, previa identificacion en leche de bacterias S.
aureus 'y E. coli, elevado conteo de células somaticas.

3.9. Técnicas de recoleccion de datos

Para la identificacion y comportamiento de las variables se consideraron los
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procedimientos de recoleccion de muestras en los hatos bovinos y las técnicas
de laboratorios de quimica y microbiologia.

3.10. Analisis e Interpolacion de la Informacion

Se analizaron 44 muestras de leche diagnosticadas con mastitis bovina en
medios de cultivo agar MackConkey y manitol para S. aureus, y E. coli, y 44

muestras para conteo de células somaticas.
3.11. Analisis inferencial.

La estadistica descriptiva y la teoria de la probabilidad interpretan la informacion
suministrada por el andlisis de las 44 muestras del ensayo. Entonces se plantea,
HO El extracto de orégano Origanum vulgare emulsionado no tiene actividad
antibacteriana en UFC/ml y CCSS en la mastitis bovina?



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta investigacion tuvo como propésito determinar la actividad antibacteriana de
extracto de orégano emulsionado en vacas con mastitis bovina, aplicandolo via
intramamaria en los cuarterones que resultaban positivo a las pruebas de
ensayo para la deteccion de mastitis. Se analiz6 la influencia de dos métodos
en la elaboracién de la emulsion (agitacion magnética y ultrasonido) y
concentracion de compuestos fendlicos del extracto (12 y 14 %). Ademas, se
determind la concentracion de compuestos fendlicos en el extracto de orégano
mediante un espectrofotometro UV visible formando un cromoéforo con cloruro

férrico al 1% en solucién etandlica.

De los resultados de los ensayos de 44 muestras de leche de vacas con mastitis,
ambos métodos presentan diferencias significativas (p< 0,05) para UFC/ml de
Staphiloccocus aureus 'y CCS no asi, para UFC/mL de E. coli, tabla 5. También
se denoté que no presentd diferencias estadisticas (p > 0.05) las variables
concentraciones: 12 y 14 % de compuesto fendlicos. Al respecto, las bacterias
ambientales cuyo reservorio es el ambiente donde permanecen los animales y
no las glandulas mamarias infectadas, son Estreptococos ambientales y en
menor medida los coliformes (Soca et al., 2005), asi mismo, es posible que
influencien las estructuras diferentes que poseen ambos tipos de
microorganismos, la mayor resistencia de las bacterias Gram negativas a los
aceites esenciales se atribuye en parte, a la complejidad de la membrana celular
doble presente, en contraste con la estructura de las bacterias Gram positivas
(Zweifel et al., 2012).

Cuadro 4.1. Variables en estudio
Variables MS F P
Concentraciones: | 65,9E+13 4,18 | 0,2497
12y 14%

Métodos: 5,420Ex12 1,36 | 0,0476
ultrasonido y
agitacion
magnética

Fuente. Elaboracion propia.
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Para desvirtuar HO el método del ultrasonido para la elaboracion de emulsiones
presenta que uno de los dos métodos es diferente, la prueba de comparacion
de Tukey en relacién al método de agitacidén magnética, tabla 5. Los ultrasonidos
estan volviendo a ser muy utilizados para elaborar emulsiones aceite en agua
por la reduccion en el tamafo de gota, en las nanoemulsiones y, en particular,
el mecanismo esencial de ruptura de gotitas que ocurre durante la emulsion,
Bondy y Sollner (1935) fue una de las primeras aplicaciones de ultrasonido
potente y la primera patente relacionada que se obtuvo desde hace cincuenta
anos, Wood y Loomis (1927). El ultrasonido de alta intensidad es efectivo y ya
ha mostrado resultados prometedores en la preparacidon de nanoemulsiones
alimenticias o farmacéuticas (Kaur et al., 2011). Estas cavitaciones inducidas
acusticamente provocan la interrupcion de las gotas de fase dispersa de tamafno
micromeétrico y facilitan la formacion de gotas de emulsién submicrométrica
(Gogate et al., 2011).

Cuadro 4.2. Prueba de comparacion Tukey HSD para los métodos.
Métodos. Media Grupos
homogéneos
Ultrasonido A
1,2003
Agitacién magnética 1,5726 B

Fuente. Elaboracion propia

Al respecto de método de agitacidén magnética, Ramirez et al., (2002) indican
que en emulsiones el diametro de gota esta en relacion con la velocidad de
agitacion, es como decir que el tamano de las gotas depende de la agitacion. El
mismo autor ensayd con 2000 rpm con un tamano de gota de cerca de 30
micras, mientras que a 8000 rpm alrededor de 9 micras, en el presente ensayo
se realizé a 3500 rpm en el método de agitacidn magnética. Estos métodos de
agitacion son utilizados para lograr una reduccién en el tamafo de las gotas, asi

como para lograr una mayor uniformidad y mejor estabilidad (Mahdi, 2009).
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La actividad antibacteriana se refleja en la disminucion de UFC/ml de
Staphiloccocus aureus 'y CCS, en la tabla 6 se observa la diferencia estadistica
(p< 0,05) aunque, no existibé para las colonias de E. coli bacteria ambiental,
posiblemente a que la mayor cantidad de muestreo se efectlio en temporada de
estacion seca, donde existe menos proliferacion que en la lluviosa por ser
considerado el suelo reservorio de E. coli al respecto: aunque no es factor de
estudio, los cambios estacionales afectan la ocurrencia de la bacteria
mencionada (Samaha et al., 2012).

Cuadro 4.3. Andlisis de la Varianza de UFC/ml para el método
ultrasonido, UFC/ml

Fuente: DF SS MS F P
Conc. 1 0.02323 0.02323 0.11 0.7377
Método 1 1.10874 1.10874 5.46 0.0268

Concentra*Método 1 0.03903 0.03903 0.19 0.6644

Error 28 5.68465 0.20302

Total 31 6.85565

Gran media 1.3864 CV.
En la figura 4.1 se observan las placas luego de 24 - 48 horas (37°C) y en el
medio su cambio de coloracién con las colonias circulares gris a amarillo dorado
intenso. Los Estafilococos coagulasa (+) (Staphylococcus aureus), originan
colonias de color amarillo y un medio adyacente de color amarillo, mientras que
los Estafilococos negativos a la coagulasa provocan colonias de color rojo y no
inducen cambios en el color del indicador rojo fenol (Chapman, 1945). En las
placas con coloracion rosada con su forma caracteristica. Se definen porque se
fraccionan en agrupaciones que asemejan racimos de uva (Aliaga, 2011).
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Figura 4.1. Colonias circulare
de la aplicacion del extracto.

s grises y amarilla UFC/ml de S. aureus antes

Figura 4.2. Las colonias de S. aureus en leche de vacas con mastitis.

Las figuras 4.2 y 4.3 muestran la disminucién de las UFC/ml de S. aureus en el
medio de cultivo manitol, luego de la tercera aplicacion intramamaria del extracto

de orégano emulsionado en vacas con mastitis bovina.
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Figura 4.3. Se observa disminucién de las colonias grises y amarillas de S. aureus, ulterior a la aplicacion

W\

Figura 4.4. Cultivo en medio agar Manitol en muestras de leche para UFC/ml de S. aureus ulterior a la aplicacion del
extracto.

Aunque las concentraciones al 12%, y 14% de compuestos fendlicos no tuvieron
diferencias estadisticas entren si para medir la actividad antibacteriana del
extracto emulsionado en los dos métodos, como indican la estadistica de las
tablas 7 y 8. Sin embargo, el efecto antibacteriano en vivo del extracto de orégano
emulsionado si presenté disminuciones en CSS y UFC/ml luego de las
aplicaciones,

Cuadro 4.4. Estadistica descriptiva para concentracion 12%.

RCS UFC1 UFC2

N 10 10 7
Media 2.660E+06 31.600 11.571
SD 1.730E+06 30.438  17.906
SE Media 546964 9.6254  6.7678
C.V. 65.027 96.324  154.74
Minimo 276000 4.0000 2.0000
Maximo 5.528E+06 98.000 50.000

Fuente: elaboracién propia
Tabla 4.5. Estadistica descriptiva para concentracion 14%.

RCS UFC1 UFC2

N 10 10 5
Media 1.915E+06 39.200 3.8000
SD 1.474E+06 72.859 4.0866
SE Media 466194 23.040 1.8276

C.v. 76.970 185.86 107.54
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Minimo 306.00 4.0000 1.0000
Maximo 4.516E+06 240.00 11.000
Fuente. Elaboracién propia

No obstante, lo observado luego de las determinaciones muestra la actividad
antibacteriana del extracto de Origanum vulgare emulsionado, evidenciado con
la disminucién del conteo de células somaticas y Unidades Formadoras de
Colonia por mililitro, en la mastitis bovina. Evaluaron la actividad antibacteriana
del aceite de orégano in vitro, en cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) y
Staphylococcus aureus y se concluyd que el aceite esencial de las hojas de
Origanum vulgare L. —oréganoll tiene efecto antibacteriano in vitro sobre estas
bacterias (Garay et al., 2015), otras investigaciones similares concluyen del
efecto inhibidor y bacteriostatico de aceite de orégano. Investigadores evaluaron
la actividad antibacteriana de Origanum vulgare frente a 71 bacterias aisladas de
leche bovino positivas a la prueba de Mastitis California, la concentracion
bactericida minima fue 3.17% para Staphylococcus aureus y 0.35% para
Escherichia coli, demostrando efectividad para esta cepa (Bastos et al., 2011).

Todo parece indicar la actividad antibacteriana del extracto.

Nostro (2007) demostré que la actividad antibacteriana del orégano se debe
principalmente a sus isémeros 6pticos, carvacrol y timol, pues su naturaleza
hidréfoba sobre la capa lipidica de las membranas citoplasmaticas provoca
pérdida en su equivalencia y, a través de ellas, fuga de material celular tales como
iones, ATP y acidos nucleicos. (Burt, 2004) describe su mecanismo de accién
durante su actividad antimicrobiana, el cual se debe a su marcado caracter
hidrofébico, que se acumula en la membrana plasmatica de la bacteria, que al
igual que el timol afecta a su integridad y origina una disminucion del potencial
de membrana. En este contexto los estudios indican que la hidrofobicidad es un
factor importante por su interaccién con los &cidos graso-insaturados de las
membranas y la presencia de un grupo hidroxilé libre permiten el intercambio de
protones creando abertura en las membranas celulares. A continuacién, se
muestran resultados del conteo de células somaticas para los 2 métodos y las

dos concentraciones.
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En el cuadro 4.6 se muestran resultados del recuento de células somaticas y se
observan en orden decreciente las disminuciones del conteo, luego de las
aplicaciones intramamarias del extracto acuoso emulsionado de Origanum
vulgare, siendo mas evidente las disminuciones para el método del ultrasonido.
El extracto presenta efecto sobre el conteo de células somaticas. En contraste a
la interrogante planteada sobre la actividad antibacteriana del extracto de
orégano emulsionado existen suficientes datos para rechazar la HO

Cuadro 4.6. Métodos y tratamientos. Fuente: Elaboracion propia. - Resultados del laboratorio de la UPS acreditado
por SAE muestra disminuciones en el conteo de células somaticas antes de la aplicacidn de los extractos y ulterior a
su aplicacion.

REP  METODO CONCENTRACION RCS TRATAMIENTO

(12%) y (14%)
4841000
4430000
2238000
1276000
2251000
916000
460594
5728000
1045000
2024000
2305000
3000000
1325000
306000
384000
4516000
9472921
7357000
3791000
3668000
2237000
3537000
1031000
276000
2500000
5528000
2228000
976000
1538000
460000
1525000
1110000
1148000
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1081000
1616000
1697000
3945000
1667000
2100000
1047000
1616000
1848000
5826000
5743000
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Para determinar la concentracién de compuestos fendlicos en el extracto de
orégano se realizd una correlacion entre absorbancia y concentracién y se
denot6 diferencia en los valores, cuadro 4.7 y 4.8; asi mismo se observa
proporcionalidad directa en el coeficiente de correlacion.

Cuadro 4.7. Correlacion (Pearson) para absorbancia vs concentracion

Absorbancia
Concentracion
0.4823

P-Valor 0.0008

Casos incluidos 45 Casos perdidos 0
Predictor

Variables Coeficiente Std Error T P Constante -
1.31280 0.43469 -3.02 0.0042
Concentracion 0.129930.03599 3.61 0.0008

R-Cuadrado 0.2326 Resid.Cuadrado de la media
(MSE) 0.11798 Adjuste de R-Cuadrado 0.214
Desviacion Esaor 0.34348

Cuadro 4.8. Minimos cuadrados no ponderados Regresién lineal de Absorbancia

Fuentes SS MS F P
Regresién 1 1.53779 1.53779 13.03 0.0008
Residual 43 5.07318 0.11798 6.61097
Total 44

Linealidad. - La curva de calibracién del compuesto fendlico carvacrol con un
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coeficiente de variacion 38.96475 y un R cuadrado de 0.5203 indicando que la
recta tiene linealidad. Con 45 repeticiones se observa un ajuste de confianza del
95% para limites de confianza y precisién. De igual modo en el gréfico
absorbancia vs concentracion de fenoles (carvacrol), se muestra la linealidad del

compuesto fendlico. Observamos la recta en la figura 4.5.

Simple Regression Plot

2.0

Absorvanc
>

0.5 +

¥ B !
} 3

I+

oo-i

9.9 106 13 12.0 127 134 14.1
concentra

Absorvanc =-1.3128 + 0.1299 * concentra 95% conf and pred intervals

Figura 4.5. Regresion simple para la gréfica.

Se pudo alcanzar absorbancias en el espectrofotdmetro UV visible a una
longitud de onda a 320 nandmetros mediante la formacion de un cromdgeno al
hacerlo reaccionar con ClsFe al 1% en solucion etandlica, mostrando una
coloracion verde amarilla. Los grupos funcionales hidroxilo de los compuestos
fendlicos del extracto que actuan como auxocromos con el cloruro de hierro 1l
forman un complejo metalico y/o croméforo, compuesto quimico idéneo para
absorber luz selectivamente, repercutiendo en los espectros de algunos
compuestos organicos, siendo responsables de provocar coloraciones, Allen y
Koumanova (2005) Gupta y Suhas (2009). La naturaleza del solvente, el indice
de hidrogeno de la disolucién, la temperatura, la concentracion de electrélitos y
la presencia de compuestos interferentes logran influir en los espectros de
absorcién de los agregados, asi como las diversificaciones en la amplitud de la
abertura o ancho de banda en el espectrofotometro (Gutierrez, 2002).

Se cuantificaron concentraciones entre 12 y 14 %, de compuesto fendlicos al
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efectuar curvas de calibracion con 45 repeticiones para las variables
concentracion y absorbancia. Estas técnicas para determinar compuestos
fendlicos son simples y econdémicas, pero solo dan una estimacién de las
concentraciones de estos por encima de un cierto nivel minimo y no los
cuantifican individualmente; sin embargo, pueden ser utiles para la deteccion
rapida y relativamente econémica de numerosas muestras (Ignat, 2010). Este
mismo autor coincide, que a pesar de que hay un gran numero de
investigaciones publicadas. Entonces, hay un gran margen para desarrollar

métodos de cuantificacién basados en el tipo de grupo fendlico (Liu et al., 2008).

Precisién - Se comprobd con 45 réplicas comprobandose el coeficiente de

variacion.

En la figura 4.6. muestra el diagrama de dispersion de los datos junto con la
recta ajustada y el diagrama de dispersion de los residuos vs la concentracion
para los datos intermedios (12 - 14%), los residuos que estan por encima de la
linea son positivos y los que estan por debajo negativo y la suma de ellos tiende

a cero.

Grafico de ajuste for ly

]
L) 8 Observaciones 45

Parametros 2
o Error DF 43
/ ° MSE 06344

o R-cuadrado 05203

Adj R-cuadrado 0.5091

0.000 O
[ee)

00

10 1" 12 13 14
X

Ajuste O 95% Limites de confianza

Figura 4.6. La grafica muestra la linealidad de la recta.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

Conclusiones

El método del ultrasonido para la elaboracion de la emulsion cuya fase
interna es el extracto de orégano y la externa agua o/w, resulté con un
mayor incrementé en la actividad antibacteriana por la disminucién en el
conteo de CCS, asi como en la disminucion de las UFC/ml de S. aureus

luego de la aplicacion intramamaria a las vacas con mastitis bovina

El extracto de orégano Origanum vulgare emulsionado tiene actividad
antibacteriana sobre los microrganismos infecciosos y ambientales
precursores de la mastitis bovina, se denot6 mayor actividad en
microorganismos Gram + como es el caso de S. aureus, en relacion a E.

coli.

Las concentraciones 12 y 14 % no mostraron diferencias significativas
entre si, a pesar de su baja concentracién en aceite y formando un
cromoéforo se pudo detectar y cuantificar los porcentajes de compuestos
fendlicos en el extracto por UV visible, con limites de detencion entre
12% y 14%, proporcionando un instrumento de analisis con la cual se
puede conseguir resultados confidenciales y repetibles para la

determinacién de aceites esenciales como el de Origanum vulgare.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda efectuar ensayos con extractos de aceites esenciales por
ser productos de origen natural con muchas aplicaciones como el

orégano Origanum vulgare.

Que se realicen investigaciones con extractos de orégano con mayor
concentracion en compuestos fendlicos.
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e Que se efectle evaluaciones sobre la actividad antibacteriana del
extracto de orégano con otras bacterias o agentes etiol6gicos causantes

de mastitis.

e Se recomienda efectuar la Ultima validacién con un resultado de la
muestra de un laboratorio acreditado, frente a la propuesta del método

para determinar la concentraciéon de fenoles.
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ANEXO 1. Datos de las variables y x; para la determinacién de la concentracion de

compuestos fendlicos en el extracto acuoso de Origanum vulgare.

Data data regre;
Input y X;
X2=x*X;
ly=log(y);
Ix=log(x+0.00001);
cards;
0.087 9.97
0.122 11
0.213 12
0.207 13
0.363 14
0.069 9.97
0.184 11
0.19 12
0.2 13
0.333 14
0.051 9.97
0.122 11
0.195 12
0.21 13
0.38 14
0.1 9.97
0.105 11
0.189 12
0.198 13
0.3 14
0.029 9.97
0.039 11
0.084 12
1.532 13
1.941 14
0.024 9.97
0.075 11
0.095 12
0.135 13
0.2 14
0.153 9.97
0.183 11
0.186 12
0.248 13

0.269 14



0.02
0.025
0.045
0.085
0.208
0.004
0.034

0.06
0.177
1.384

Proc reg; model y=X;
model ly=x; model
ly=Ix; model y= x x2;

Run;
RCS
N 10
Media 2.418E+06
SD 1.749E+06
SE Media 553015
C.V. 72.314

Minimum 306.00
Maximum 4.841E+06

UFC1
10

60.000
69.541
21.991
115.90
7.0000
240.00

UFC2
8
9.6250
16.587
5.8644
172.33
2.0000
50.000

Tabla 1. Estadistica descriptiva para el método ultrasonido

RCS
N 10
Media 2.157E+06
SD 1.542E+06
SE Media 487527
C.V. 71.477
Minimo 276000

Maximo 5.528E+06

UF
1

C1 UFC2
0 4

10.800 5.7500
9.2832 8.1803

2.9356 4.0901

85.956 142.27

4.0000 1.0000
30.000 18.000

Tabla 2. Estadistica descriptiva para el método Agitacion magnética
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ANEXO 2. Imagenes de la Investigacion

~— A

.

Toma de muestra para analisis

Método de Aaitacion maanética
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Toma de muestras UFC/ml

Prueba de campo CMT



AT ==

Eauipo de ultrasonido para emulsionar
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Jeringa v sonda de acero para aplicacion

Medios de cultivo de Manitol y

MacCkonkey
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Medio cultivo agar MacCkonkey

Aplicacion del extracto acuoso

emulsionado



Contando en camara cuenta colonias

Camara cuenta colonias
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de color

Cultivo para S. aureus, después de

aplicacion.
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Cultivo para S. aureus después de

tratamiento
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Conteo de colonias de S. auerus antes del

tratamiento
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