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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de las tinturas
de las hojas de Origanum vulgare "Orégano™ y los frutos de Caesalpinia spinosa "Tara" de forma

individual y combinadas, en diferentes proporciones.

La metodologia empleada abarcé ensayos organolépticos y fisicoquimicos para caracterizar las
tinturas, seguidos por andlisis microbiologicos mediante los métodos de difusion en disco y
difusion en pozo. Estos métodos permitieron evaluar la capacidad de las tinturas para inhibir el
crecimiento de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Los
resultados revelaron propiedades antibacterianas notables en ambas tinturas por separado y la
combinacion de ambas tinturas, con una proporcién mayor en Caesalpinia spinosa (C-3)
demostr6 una sinergia que mejoro significativamente la actividad antibacteriana. En términos
generales, la tintura C-3, con una mayor concentracion de frutos de Caesalpinia spinosa, mostrd
los mejores resultados frente a las tres cepas bacterianas evaluadas. Estos hallazgos sugieren un
potencial prometedor para la formulacion de agentes antibacterianos utilizando estas tinturas,
destacando la importancia de la proporciéon de ingredientes en la sinergia de la actividad
antimicrobiana. Las conclusiones apuntan a considerar estas tinturas como agentes potenciales
para combatir patdgenos bacterianos y la importancia de seguir investigando para optimizar
formulaciones, comprendiendo los mecanismos detras de la actividad observada. Se concluye que
la tintura A es la mas efectiva, abriendo la puerta a futuras investigaciones para ajustar las

proporciones y mejorar la eficacia antibacteriana.

Palabras claves: Actividad antibacteriana, Origanum vulgare, Caesalpinia spinosa



ABSTRACT

The present research aimed evaluate antimicrobial activity from the leaves of Origanum vulgare

"Oregano™ and the fruits of Caesalpinia spinosa "Tara" of form individually and in combination.

The methodology used included organoleptic and physicochemical tests to characterize the dyes,
followed by microbiological analyzes using disk diffusion and well diffusion methods. These
methods allowed us to evaluate the ability of the dyes to inhibit the growth of Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. The results revealed notable antibacterial
properties in both dyes separately and the combination of both dyes, with a higher proportion in
Caesalpinia spinosa (C-3) demonstrated a synergy that significantly improved the antibacterial
activity. In general terms, tincture C-3, with a higher concentration of Caesalpinia spinosa fruits,
showed the best results against the three bacterial strains evaluated. These findings suggest
promising potential for the formulation of antibacterial agents using these dyes, highlighting the
importance of ingredient ratio in synergizing antimicrobial activity. The conclusions point to
considering these tinctures as potential agents to combat bacterial pathogens and the importance
of further research to optimize formulations, understanding the mechanisms behind the observed
activity. Tincture A stands out as the most effective, opening the door to future research to adjust

the proportions and improve antibacterial efficacy.

Keywords: Antibacterial activity, Origanum vulgare, Caesalpinia spinosa



. INTRODUCCION

La Organizacién mundial de la Salud (OMS) afirma que la medicina tradicional cumple un rol de
gran y vital importancia en la asistencia de los servicios sanitarios, también es llamada
complementaria en algunos paises y forma parte importante de la atencién de salud, porque es
practicada en un buen nimero de paises del mundo donde, a pesar de ser subestimada con
frecuencia, su demanda ha ido creciendo. La medicina alternativa que se ha comprobado sea
segura, eficaz y de calidad, ayuda a que todos los individuos accedan a una atencion de salud;
asimismo, son varios los paises que han reconocido lo necesario que es la elaboracién de enfogques
integrales de salud, facilitando al Gobierno, profesionales y usuarios el acceso al servicio de salud
(1); ademas, el Instituto Nacional de Salud (INS) nos explica que la poblacion peruana ha
desarrollado durante mucho tiempo précticas y conocimientos de salud basadas en sus terapias
empiricas; fortaleciendo y nutriendo sistemas de salud los cuales son incorporados en las

relaciones de curacion y tratamiento (2).

Desde un punto de vista farmacéutico, se sabe que muchos principios activos obtenidos a partir
de plantas poseen un efecto beneficioso sobre la salud humana. El empleo de plantas de uso
medicinal como materias primas en el desarrollo de farmacos ha permitido el acceso a un
reservorio farmacoldgico durante mucho tiempo; respecto a su empleo, si bien son diversas las
maneras de aprovechar y utilizar las caracteristicas medicinales de las plantas, la infusion se ha
posicionado como una de las mas sencillas; sin embargo, existen otros preparados habituales

como las cremas, pomadas, bafios terapéuticos y tinturas (3).

Las tinturas son formas farmacéuticas las cuales permiten la conservacion principios activos
presentes en especies vegetales y/o animales mediante el uso de solventes como agua, alcohol y
glicerina. El contenido de alcohol de las tinturas debe ser de al menos 20 % para proporcionar
una vida util adecuada, que suele ser de un minimo de un afio para los productos disponibles en
el mercado; a pesar de esto, algunas investigaciones muestran que los ingredientes activos de las
tinturas se degradan significativamente después de 3 a 6 meses de almacenamiento a temperatura
ambiente (4).

Ahora, cuando se habla de efecto antibacteriano, se habla de la capacidad que puede tener un
agente antiinfeccioso. El término antimicrobiano incluye lo natural y lo biosintético, ademas de
lo obtenido en el laboratorio, este tipo de agente debe cumplir con minimas condiciones: funcionar

en bajas concentraciones, ser tolerada por el huésped y tener actividad antimicrobiana (5).

Los productos que nos brinda la naturaleza pueden darnos muchas posibilidades para controlar y
contrarrestar el desarrollo microbiano; al respecto de este punto, la génesis de medicinas
farmacéuticas se inicia con la deteccion de ciertos principios activos, de manera que permita

obtener una concentracion minima bactericida o una concentracién minima inhibitoria; para ello

9



se realizan pruebas estandarizadas y asi valorar la actividad antimicrobiana; esto es ejecutado
mediante diferentes métodos in vitro usados y conformados en los laboratorios. Las pruebas
ayudaran a determinar la efectividad de los agentes ante diversos microorganismos. Asimismo,

se realizan pruebas que aseguren consumo seguro mediante un descarte de toxicidad (6).

La forma de alterar la biologia de los microorganismos requiere establecer mecanismos de accién
gue funcionen como antibidticos, por lo que se actlan desorganizando la membrana
citoplasmaética del microorganismo, inhibiendo la unidn de su pared celular y, por ende, ocasione
su muerte; en otras palabras, el proceso impide que se sintetice proteinas, ya que actGan en los
ribosomas, interfieren en el proceso metabdlico de los acidos nucleicos a través de la inhibicién
de la replicacion del acido desoxirribonucleico obstaculizando su transcripcion e impidiendo la
sintesis de metabolitos esenciales, y, por ultimo, los antimetabolitos imposibilitan la sintesis de

acido foélico (5).

Por otro lado, cuando se habla de la resistencia bacteriana, se entiende como un problema
importante en cuestiones de la administracion sanitaria, pues influye el tratamiento hospitalario y
ambulatorio de las enfermedades provocadas por las bacterias. Esta situacion, que ha ido
creciendo de una manera muy rapida, constrifie las posibilidades de usar antibiéticos que en afios
anteriores eran eficaces, esto produce un incremento en la tasa de morbilidad por enfermedades

infecciosas en paises subdesarrollados y desarrollados (7).

Sin embargo, la resistencia bacteriana a los antibiéticos forma parte de una evolucién ocasionada,
en demasia, por el uso desproporcionado de los antibacterianos; mas aun, se ha notado que en
ciertos paises esta problematica se puede volver endémica, ya que faltan métodos apropiados para
paliar los factores agravantes. Los paises desarrollados también se encuentran afectados, empero
su condicion varia por las practicas de higiene, los habitos de prescripcion y utilizacion de

antibidticos (7).

Asimismo, este factor se puede presentar de dos maneras: la primera es propia o caracteristica,
pues es un atributo inherente a las bacterias, estas aparecieron mucho antes que los antibioticos;
el segundo tipo de resistencia es la llamada adquirida, constituye un gran incoveniente en la salud
publica mundial; ahora, cuando se habla de este ultimo caso, se pueden encontrar dos tipos: de
una generacion a otra o a través de una transmision del material genético movible como integrones
y transposones, en otras palabras, se realiza la proliferacion en una manera horizontal otorgando,

asi, nuevas caracteristicas a otras especies bacterianas (8).

Cabe mencionar también que, los mecanismos generales de resistencia a los antibi6ticos son la
modificacion enzimatica del antibidtico, el bloqueo del transporte de antibiéticos la expulsion del
farmaco por un mecanismo de bombeo, la modificacion del sitio de actuacion del antibidtico y la

produccién de enzimas alternativas (5).
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En este contexto del empleo de medicina tradicional, destaca al Origanum vulgare y a Caesalpinia
spinosa; el primero, mejor conocido como “orégano” pertenece a la familia de Lamiaceae. Esta
familia incluye diversas plantas aromaticas y medicinales, como la menta y la salvia; es originaria
del oeste y suroeste de Eurasia, asi como de la zona mediterranea, el orégano es reconocido
comunmente como orégano silvestre y orégano de montafia. En cuanto a su descripcion boténica,
el Origanum vulgare presenta un habito de crecimiento herbaceo, con hojas opuestas y ovaladas
gue desprenden un caracteristico aroma cuando se frotan. Las flores, pequefias y tubulares, se
agrupan en espigas terminales, contribuyendo a la apariencia distintiva de la planta. Su altura

puede variar, pero suele oscilar entre 30 y 60 centimetros (9).

Esta planta perenne exhibe una notable resistencia y capacidad de adaptacion, lo que la hace apta
para crecer en diversas condiciones climatica. El orégano ha sido apreciado a lo largo de la historia
por sus propiedades medicinales. La diversidad morfoldgica dentro del género Origanum, que
abarca 10 secciones y 42 especies, destaca la singularidad de Origanum vulgare L., la Unica
especie en este género. Esta se subdivide en seis subespecies, cada una con sus propias
caracteristicas distintivas, llamadas Hirtum ssp., Virens v, Glandulosum ssp., Vulgare L. ssp.,
Gracile ssp. y Viride ssp (10).

En cuanto a su composicién quimica, revela una rica diversidad de compuestos que contribuyen
a sus propiedades aromaticas y medicinales. Entre los elementos quimicos identificados en esta
planta se encuentran flavonoides, alcoholes alifaticos, agliconas, derivados del fenilpropano y
compuestos terpénicos. Dentro de los flavonoides presentes en el orégano se destacan la luteolina
y la apigenina. Estos compuestos son conocidos por sus cualidades antioxidantes, que pueden
contribuir en la proteccion celular contra el estrés oxidativo. Ademas, los flavonoides pueden
tener efectos antiinflamatorios y contribuir a la salud cardiovascular. Los alcoholes alifaticos, otra
categoria de compuestos quimicos en el orégano, pueden tener propiedades antimicrobianas y
antifungicas. Estos compuestos pueden influir en la capacidad del orégano para actuar como

agente antiespasmaodico y ayudar en el tratamiento de trastornos gastrointestinales (9).

Los derivados del fenilpropano, como los &cidos cumérico, caféico, ferdlico, vainilico y
hidroxibenzoico, son componentes quimicos adicionales presentes en el orégano. Estos acidos
fendlicos tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, y se ha sugerido que pueden
aportar a las ventajas para la salud asociados con el empleo de orégano. Los compuestos
terpénicos, que incluyen aceites esenciales, son caracteristicos del orégano y le confieren su
distintivo aroma y sabor. Estos aceites esenciales, como el carvacrol y el timol, tienen propiedades
antimicrobianas significativas. Se ha demostrado que poseen actividad antibacteriana y
antifangica,, incluyendo Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa , lo

que respalda el uso tradicional del orégano en la prevencion y tratamiento de infecciones. En este
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marco, la complejidad de la composicion quimica del Origanum vulgare subraya su potencial

multifacético para la salud, desde propiedades antioxidantes hasta efectos antimicrobianos (10).

En la medicina tradicional, el orégano ha sido aprovechado por sus diversas propiedades
medicinales. Se le atribuyen efectos antiasmaticos y antiespasmadicos, lo que lo hace dtil en el
tratamiento de problemas respiratorios, como el asma; ademas, se ha empleado como sedante para
disminuir el estrés y la ansiedad, del mismo modo en el tratamiento de trastornos

gastrointestinales, incluyendo problemas estomacales, intestinales, estrefiimiento e hinchazén.

Por otra parte, la Caesalpinia spinosa, cominmente conocida como tara, es una leguminosa que
se caracteriza por ser un arbusto o pequefio arbol de hoja perenne. Su altura puede variar entre 2
y 5 metros, y presenta un follaje denso compuesto por hojas bipinnadas, las cuales tienen un color
verde oscuro. Las hojas estan conformadas por foliolos pequefios que le confieren una apariencia
plumosa. Las flores de la tara son hermafroditas y se agrupan en racimos. Tienen pétalos amarillos
y rojos, lo que le otorga un atractivo aspecto ornamental. Estas flores dan paso a vainas de frutos
que contienen las semillas de la planta. Cabe destacar que la tara produce frutos en forma de
legumbres, las cuales son alargadas y de color marrén oscuro. Estos frutos son las estructuras que

albergan las semillas y son de importancia en la produccién de la carruba peruana. (11).

La tara es conocida por su adaptabilidad a diversas condiciones climaticas y tipos de suelo. Su
capacidad para resistir condiciones adversas. Su presencia se extiende desde su lugar de origen
en el Per( hasta otras regiones de América Latina, asi como en areas de Africa, India e Islas
Canarias. Exhibe una interesante diversidad morfoldgica que abarca distintos aspectos de su

estructura y apariencia. (12).

En cuanto a su composicion quimica, abarca una variedad de compuestos con propiedades
beneficiosas y aplicaciones diversas. Entre los constituyentes quimicos identificados en esta
especie, se encuentran compuestos de interés industrial, alimenticio y medicinal. En términos de
importancia industrial, la tara es reconocida por su alto contenido de galactomananos en las
semillas. Estos polisacéridos de naturaleza heteropolisacarida tienen propiedades aglutinantes y
gelificantes, lo que hace que la tara sea valiosa en la produccion de gomas y hidrocoloides. La
carruba peruana, extraida de las semillas de tara, posee un peso molecular elevado y se utiliza en
la industria como coagulante en el tratamiento del agua, asi como en la fabricacién de productos

alimenticios y farmacéuticos (11).

Desde una perspectiva medicinal, se ha desempefiado un papel significativo a lo largo del tiempo
debido a sus propiedades medicinales diversificadas. Desde épocas prehispanicas, diversas
culturas han empleado la tara como parte de sus remedios tradicionales para abordar una amplia
gama de condiciones de salud. Uno de los usos més destacados ha sido como un agente antibiético

natural, especialmente para combatir enfermedades respiratorias e infecciones de la piel. Las
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comunidades indigenas han utilizado preparaciones a base de tara para tratar afecciones como
bronquitis, resfriados, y afecciones dérmicas. La presencia de compuestos como taninos en la tara
podria respaldar estas propiedades antibacterianas, contribuyendo a la eficacia de la planta en el

tratamiento de infecciones (13).

Ademas de su accidn antibidtica, la tara se ha utilizado tradicionalmente como un recurso para
tratar una variedad de dolencias. Se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, astringentes y
antidiarreicas, lo que la convierte en un remedio versatil para afecciones gastrointestinales y
problemas relacionados con la inflamacion. En el area de la medicina convencional, la tara
también ha sido empleada como calmante para dolores de garganta, asi como para aliviar
infecciones vaginales y sinusitis. Ademas, se ha utilizado para lavar ojos inflamados y para el

tratamiento de heridas, reumatismo, problemas de colesterol, diarrea y resfriados (13).

En consideracion a lo mencionado anteriormente, a nivel internacional, Schovelin et al., 2018.
(14) efectuaron evaluaciones sobre el efecto antibacteriano del orégano en diversas
concentraciones sobre el desarrollo in vitro de una bacteria gram positiva. Los autores emplearon
cepas de bacterias de S. mutans que se aislaron antes; ademas de que realizaron siembras
bacterianas con agar mitis salivarius. Los autores infusionaron orégano en ocho concentraciones,
ademas de aplicar perforaciones que se realizaron de forma previa en placas de agar.
Posteriormente, se incubaron por cuarenta y ocho horas para medir los halos de inhibicion.
Hallaron efectos desfavorables para tres concentraciones de Origanum vulgare por que no
tuvieron halos de inhibicidn bacteriana; ademas, se obtuvieron resultados favorables para el resto
de concentraciones. Ademas de ello, hallaron efecto antibacteriano en el orégano en cuanto al
crecimiento de S. mutans en infusiones concentradas al 20 por ciento, que fue preparada
empleando 20 g de hojas secas de Origanum vulgare y doscientos mililitros de agua destilada. Al
finalizar, concluyeron que el orégano se puede utilizar como una opcién al colutorio, pasta dental

u otros productos usados en la higiene bucal para evitar que aparezcan caries.

Lépez E., 2018 (15) evalud el efecto antimicrobiano del aceite de Origanum vulgare en cepas de
S. aureus y E. coli; evaluando tres concentraciones. El autor determind que la concentracion al
30% presento turbidez, mientras que las otras dos (60 y 90%) no la presentaron. Adicionalmente,
para S. aureus, no hallé turbidez en las concentraciones. Asimismo, la concentracion de E. coli al
30% formo colonias en los periodos que se establecieron, mientras que en los dos restantes no
hubo formacion; mientras que S. aureus no formo colonia en alguna de las concentraciones. El
autor obtuvo para E. coli un didmetro minimo de 13.01mm (concentracion del treinta por ciento)
y maximo de 17.62mm (concentracion del sesenta por ciento), lo cual permite afirmar que el

aceite de orégano no deja que las bacterias crezcan en una concentracién minima. Por su parte,
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para S aureus, el diametro minimo fue de 13.25mm (concentracion al treinta por ciento) y maximo

de 25mm (concentracién del noventa por ciento).

Peralvo M., 2021 (16) evalu6 cuan eficaz es aplicar la tintura de Matico para controlar bacterias
en la cavidad oral de perros con gingivitis, realizando examenes bacteriolégicos y clinicos. El
autor consideré como muestra a treinta perros entre hembras y machos a través de tres
tratamientos: aplicar tintura de matico cada doce horas todos los dias, aplicar alcohol etilico (70%)
y aplicar tintura de Matico cada doce horas dejando un dia. En sus resultados, el autor resolvié
que las bacterias de la cavidad bucal de los perros eran sensibles en las unidades formadoras de
colonias (UFC), mostrando una respuesta mas eficaz hacia Proteus spp, demostrando que la
aplicacion cada doce horas por dia fue mas efectiva, disminuyendo de 63.93 a 33.77% de las

unidades formadoras de colonias al examen bacterioldgico.

Ayala L ., 2021 (17) determin0 los efectos la tintura de Huacatay para tratar la Gingivitis en veinte
perros de una veterinaria. Lo perros fueron sometidos a dos tratamientos donde se les aplico la
tintura. Investigacion experimental. El autor empled una ficha clinica ademéas de un hisopado
bucal para recoger las bacterias. Ademas de ello, se aplicé la tintura de huacatay dos veces al dia
por treinta dias y dos veces al dia dejando uno cada treinta. El autor concluyé que Staphylococcus
coagulasa negativa, Staphylococcus spp, Bacillus spp Streptococcus spp, Staphylococcus aureus,
Enterobacter cloacae y Streptococcus betahemolitico fueron efectivas en un 100%; mientras que
Escherichia coli fue efectiva en un 63%. En el analisis bioguimico, se obtuvo resultados de
5368.75 mg de caquetina por litro de tintura de Huacatay. Al finalizar, el autor concluy6 las
catequinas establecen el principio activo del Huacatay e inhiben las glicosil transferasas de las

bacterias, lo que impide que se nutran.

Por otra parte, a nivel nacional, Pérez et al., 2021 (18) evaluaron los efectos antibacterianos in
vitro del extracto etandlico de las partes areas (hojas) de orégano ante E. coli, P. aeruginosa y S.
aureus. Investigacion experimental; consideraron como muestra setenta y dos unidades que
estuvieron conformadas por tres concentraciones, ocho repeticiones y tres especies bacterianas.
Las concentraciones fueron determinadas empleando el método de dilucién; mientras que las
concentraciones empleadas fueron de 20, 40 y 80 mg/ml. En los resultados los extractos etandlicos
tuvieron efecto antibacteriano in vitro para las tres bacterias analizadas en distintas
concentraciones. Los autores concluyeron que el extracto etanélico del orégano tiene capacidades

antibacterianas sobre P. aeruginosa, E. coli y S. aureus.

Cholan et al., 2019 (12) determinaron el efecto de la tara en el crecimiento de Escherichia coli 'y
Salmonella typhi empleando disefios en bloques al azar. El extracto hidroalcoholico preparado
fue de 70° de vainas secas y maduras de tara. EI método utilizado para evaluar fue el Kirby Bauer

modificado; asimismo, en vez de emplear discos, emplearon hoyos, donde se colocaron 50 L del
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extracto hicroalcohdlico; asimismo, se emplearon un control negativo (dimetilsulfoxido al 2%) y
otro positivo (ciprofloxacino). En los resultados, los autores evidenciaron que el aumento de la
concentracion del extracto se asocia con la inhibicion de las dos bacterias. El diametro de
inhibicion de S. typhi fue de 29.33 mm y la de E. coli fue de 24.44 mm, ambas para una
concentracion de 800 mg/ml. Al finalizar, los autores concluyen que el extracto de tara inhibe que

ambas bacterias crezcan en condiciones de laboratorio.

Moreno M., 2020 (19) determino el efecto antibacteriano in vitro de los extractos de Origanum
vulgare, Salvia officinalis y Thymus vulgaris en cuatro concentraciones ante tres cepas de S.
aureus, P. aeruginosay E. coli. El método empleado fue el Kirby Bauer. Los autores evidenciaron
que el extracto de orégano mostro efecto inhibitorio contra: S. aureus (inhibicion de 10.44 mm),
E. coli (9.8 mm) y P. aeruginosa (9.77 mm). Por su parte, el extracto de salvia tuvo efectos
inhibitorios contra: S. aureus (20.88 mm), E. coli (11.33 mm) y Ps. Aeruginosa (12.99 mm). En
cuanto al tomillo, su efecto inhibitorio fue contra: S. aureus (24.66 mm), E. coli (12.33 mm) y Ps.
Aeruginosa (11.11 mm). Los autores determinaron que ninguno de los 3 extractos etanélicos tuvo
un efecto bactericida sobre las cepas que se estudiaron. Al finalizar, los autores concluyeron que
los extractos etanélicos de Origanum vulgare, Salvia officinalis y Thymus vulgaris tuvieron efecto

antibacteriano frente a las cepas que se estudiaron; con mayor susceptibilidad para S. aureus.

Martorell O., 2020 (20) evalu6 el efecto antibacteriano de los extractos etandlico y acuoso de la
Tara spinosa en colonias de S. Mutans in vitro. Investigacion prospectiva, experimental, analitica
y transversal. El autor triturd la tara para obtener polvo empleado para obtener los extractos
etanolicos y acuosos, En primer lugar, el extracto etandlico fue obtenido por deshidratacién de
siete dias y maceracion alcohdlica de 70°, el cual fue disuelto en alcohol de tal manera que se
obtuvieron cuatro concentraciones. Luego, el extracto acuoso fue obtenido al macerar en agua
destilada y filtrar con papel filtro, diluyéndose en agua, por consecuencia se obtuvieron cuatro
concentraciones. Los dos se sometieron a cromatografia en capa fina de modo que se identificaron
sus propiedades quimicas. El autor evidencié en sus resultados que el EECS tiene efectos
antibacterianos en todas sus concentraciones: 7,9263 mm, 7,2888 mm, 12,6213 y 11,4263 mm.
Al finalizar, el autor concluy6 que el extracto etandlico tiene efecto antibacteriano frente a S.

mutans; no siendo asi para el extracto acuoso.

Salinas R.,2018 (21) comprobd el efecto antimicrobiano del aceite del orégano contra S. aureus.
El autor consiguid el aceite esencial empleando la destilacion de arrastre por vapor de agua, para
luego ser purificado con Na,SO4. Los componentes fitoquimicos fueron analizados mediante
métodos instrumentales y organolépticos; asimismo, el efecto antimicrobiano fue comprobado,
empleado en método Kirby Bauer en placas de Petri. Como resultado, el autor concluyo, que el

aceite esencial posee un rendimiento optimo al 2.02%, empleando una destilacién por sesenta
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minutos, 0.9132 g/mL de densidad y 1.475 como indice de refraccion; ademéas posee como
componentes principales al timol y el carvacrol. Al finalizar, el autor determin6 que 100 pg/mL

de aceite de orégano tiene un efecto antimicrobiano mas fuerte contra S. aureus.

Todo lo anterior mencionado, llevo a formular el siguiente problema de investigacion “;Cudl es
el nivel de actividad antibacteriana de la tintura de las hojas de Origanum vulgare “Orégano” y
frutos Caesalpinia spinosa “Tara”?

En ese sentido, esta investigacion reviso el efecto antibacteriano de las tinturas de las hojas de
Origanum vulgare "Orégano" y los frutos de Caesalpinia spinosa "Tara". Ademas, se nota la
necesidad de determinar las condiciones dptimas de almacenamiento y la vida Gtil de los diversos
extractos obtenidos de plantas medicinales, ayudando asi a maximizar la eficacia de estos

productos y garantizando una calidad adecuada para los pacientes.

Por lo tanto, se realizaron diversas pruebas con microorganismos como la Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y la Pseudomona aeruginosa. Al respecto, la E. coli es una bacteria fecal
Gram-negativa, que pueden ser encontrada en los drganos intestinales de seres humanos y
animales. Esta bacteria solo puede ser observada bajo un microscopio, empero su desarrollo puede
visualizarse como colonias en medios de agar en ciertas condiciones especiales. Cominmente no
causa enfermedad alguna, pero si algun individuo se enferma de E. coli el sitio primario de
infeccion serd el tracto gastrointestinal, esta persona presentara sintomas tales como fiebre,
nauseas, vomitos y diarrea. Se debe de tener en cuenta que esta bacteria anida naturalmente en
los seres humanos y animales, el problema es cuando ingresa a otra parte del cuerpo, por ejemplo,
los rifiones o la sangre. Estos microorganismos se eliminan en la materia fecal, siendo su ruta de
transmision fecal-oral, por ende, los alimentos y el agua contaminada son los medios id6neos para
el ingreso de tal bacteria (22). Hay algunos grupos de E. coli que presentan sintomas que pueden
llevar al enfermo hasta la muerte. El primer grupo es la enterotoxigénica (ETEC) en el cual el
paciente presenta diarrea acuosa; el segundo grupo es la entero hemorréagica (EHEC) en el cual la
persona enferma tiene diarrea sin sangre, dolor abdominal, fiebre, vémito; el tercer grupo es la
entero invasiva (EIEC), en este el enfermo puede tener disenteria o diarrea acuosa con presencia
de sangre y mucosidad; el cuarto grupo es la entero patégena (EPEC), aqui el individuo presenta
diarrea aguda, dolor abdominal, vémito y fiebre baja; el quinto grupo es la entero agregativa
(EAEC) en el cual la persona sintoméatica muestra materia fecal diarreica sin sangrado, pero de
tono verdoso, liquida y mucosidad, ademas su persistencia puede alcanzar los 20 dias y el sexto

grupo es la de adherencia difusa (DAEC) en la cual el nifio tiene diarrea acuosa sin sangre (23).

Por otro lado, el S. aureus pertenece al género de los estafilococos, los cuales son un amplio grupo
de bacterias gram-positivas. Estas se caracterizan por tener una forma de racimo de uva. La

especie aureus causa intoxicaciones e infecciones propias del torrente circulatorio y se presenta
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en los alimentos. La rapida y facil diseminacion de esta bacteria se debe a su virulencia y a las
bajas defensas del huésped; ademas, esta ha producido fuerte resistencia a los antimicrobianos
(24).

En tanto, cuando se habla de la P. aeruginosa, se entiende como una bacteria aerobia facultativa
con forma de baston, que posee la capacidad de desarrollarse en medios como el agua y el suelo,
por lo que se le puede considerar no fermentadores, debido a que cuenta con una caracteristica de
supervivencia que consiste en obtener energia mediante el uso de elementos como nitrégeno y
carbono, es decir, mediante la oxidacion de azucares. La capacidad patdgena se desarrolla
principalmente en pacientes inmunocomprometidos. Ademas, se trata de uno de los
microorganismos que mas desarrollan una resistencia alta a los antimicrobianos, puesto que hacen
uso de mecanismos que modifican a los antimicrobianos, lo que ha conducido hacia la

investigacion de alternativas terapéuticas (25).

De este modo, el argumento de esta investigacién se basa en la importancia de explorar y
comprender las propiedades antibacterianas de la tintura de las hojas de Origanum vulgare,
conocido como “Orégano”, y los frutos de Caesalpinia spinosa, denominada "Tara". Ambas
plantas han sido tradicionalmente utilizadas en la medicina tradicional y presentan compuestos
guimicos con potencial actividad biolégica. La investigacién de la actividad antibacteriana de
estas plantas puede proporcionar informacion valiosa para su posible aplicacion en el desarrollo
de productos farmacéuticos o terapéuticos. En un contexto donde la resistencia bacteriana es una
preocupacion creciente, es crucial explorar fuentes naturales de posibles agentes antimicrobianos.
Ademas, comprender la efectividad de estas sustancias contra cepas especificas como Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa contribuira a la comprension de su

potencial uso en la prevencion o tratamiento de infecciones bacterianas.

Por lo tanto, mediante esta investigacion se pretendié buscar y determinar un sustituto a la
problematica de la resistencia, mejorando la administracion de remedios tradicionales y con ella
el acceso a los servicios sanitarios para la comunidad, logrando garantizar el control de la
problematica. Asimismo, los beneficiarios directos de esta investigacion serén las pacientes con

recursos econémicos reducidos y con acceso limitado a la atencion de salud y la medicacion.

Por ello, el objetivo general establecido fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro de la tintura
de las hojas de Origanum vulgare “Orégano” y Caesalpinia spinosa “Tara”. Mientras que los
objetivos especificos fueron determinar la actividad antibacteriana in vitro de la tintura de las
hojas de Origanum vulgare frente a las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomona aeruginosa; determinar la actividad antibacteriana in vitro de la tintura de los frutos
Caesalpinia spinosa frente a las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona

aeruginosa; determinar la actividad antibacteriana in vitro de la tintura de las hojas de Origanum
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vulgare y de los frutos Caesalpinia spinosa en diversas concentraciones, para que en conjunto
actuen frente a las cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa;

realizando una comparacion de la actividad antibacteriana de las tinturas elaboradas

Igualmente, la hipotesis de investigacion fue, la tintura de las hojas de Origanum vulgare
“Orégano” y frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” presentara una buena actividad antibacteriana

in vitro.

En este marco, el contenido de este informe cuenta en el primer capitulo con la introduccion,
seguido por el segundo capitulo, sobre estrategia metodoldgica, en la cual se evidencia de forma
detallada como se llevd a cabo esta investigacion; el tercer capitulo presentan los resultados,
donde se han plasmado las tablas obtenidas producto de la recoleccién de datos; el cuarto capitulo
discusion, donde se analizaron, compararon e interpretaron los resultados alcanzados; el quinto
capitulo se menciona las conclusiones, establecidas en base a los objetivos propuestos; el capitulo
seis, las recomendaciones, como sugerencias producto de los hallazgos del estudio y en el Gltimo

capitulo se tiene las referencias bibliograficas
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2.1.

2.2.

2.3.

. ESTRATEGIA METODOLOGICA
Tipo y disefio de la investigacion

Investigacién cuantitativa, debido a que la informacion recolectada se midid

numéricamente y los resultados se evaluaron estadisticamente (26).

Aplicada, debido a que hizo uso de conocimientos fundamentales en la bldsqueda de
generar conocimientos que puedan tener aplicaciones directas en la vida cotidiana o en

campos especificos, como la medicina o la industria farmacéutica (26).

Descriptivo-comparativo, debido a que brinda datos descriptivos y se plantea un
panorama general sobre el efecto antibacteriano que presente cada concentracion de
tintura (26).

Poblacion y muestra
Poblacion

Las hojas de Orégano (Origanum vulgare) y los frutos de Tara (Caeselpania spinosa).
Estudio de la efectividad antibacteriana de las tinturas de las partes areas (hojas) de
Orégano y los frutos de Tara que crecen en el distrito de Santa Ana de Huaycanhuacho,

provincia de Lucanas, departamento de Ayacucho.
Muestra
- 1kg de hojas de Origanum vulgare “Orégano”
- 1kg de frutos de Caesalpinia spinosa “Tara”
Técnicas y procedimiento

2.3.1 Recoleccion de material y vegetal

Las hojas de Orégano y los frutos de Tara fueron recolectados durante el mes de
enero 2023, en el distrito de Santa Ana de Huaycanhuacho, provincia de Lucanas,
Departamento de Ayacucho. La recoleccidn fue realizada con tijeras de podar en
las primeras horas del dia, se limpiaron y lavaron para eliminar residuos y
particulas extrafias. La especie vegetal fue secada bajo sombra a en el laboratorio
de Andlisis Instrumental, a temperatura ambiente. Asimismo, ambas especies

fueron clasificadas taxonémicamente (Anexo 1y 2).
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Figura 1: Muestra de Origanum vulgare “Oregano”

Figura 2: Muestra de Caesalpinia spinosa “Tara”

2.3.2. Obtencioén de las tinturas

Se tomé aproximadamente 1000 g de las hojas de Orégano y frutos de Tara para

la obtencion de las tinturas mediante el método de maceracion (4).

Maceracion

En primer lugar, la muestra fue fragmentada, haciendo uso de molino de platos,
luego se coloco en un recipiente de vidrio y se le adicion6 el solvente, el tiempo
de maceracion fue de 15 dias, en un ambiente protegido del calor y la luz, y
agitando el envase diariamente. Posteriormente, se filtrd. Se dejé reposar durante
cuarenta y ocho horas, se realizé un nuevo filtrado y se almacené de manera

adecuada.
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El producto final (las tintura) fueron almacenadas en envases de vidrio &mbar,

cerrado correctamente, asegurando la proteccién contra la luz y el calor, para su

analisis posterior.

Las tinturas obtenidas fueron las siguientes:

Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa "Tara" 20% “A”
Tintura de las hojas de Origanum vulgare "Orégano" 20% “B”
Tintura de las hojas de las hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara" 20% a diferentes proporciones “C”:
I.  Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (1:1) C-1
Il.  Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (3:1) C-2
Ill.  Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (1:3) C-3

2.3.3. Determinacién de la actividad antimicrobiana

Controles y Muestras

Control Negativo: Etanol 70%

Control Positivo: Ceftriaxona 1g/10mL

Muestra A: Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa "Tara" 20%
Muestra B: Tintura de las hojas de Origanum vulgare "Orégano" 20%
Muestra C-1: Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (1:1)

Muestra C-2: Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (3:1)

Muestra C-3: Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de

Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (1:3)

Preparacion de los indculos

Se

utilizaron cepas bacterianas que fueron replicadas en tubos de ensayo con

caldo Nutritivo, las cuales se incubaron a 37°C. durante veinticuatro horas.

Después de la incubacion se tomaron de 4 a 5 colonias en la mitad de 10 mL de

solucidn salina al 0,85%, se ajustara la turbidez hasta un semejante al tubo de 0,5
de la escala de Mac Farland, un aproximado de 1,5x10® UFC/mL (27).
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I. Escherichia coli ATCC 13216
Il. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Il. Staphylococcus aureus ATCC 29213

Meétodo de difusion en disco

Las cepas diluidas se sembraron sobre el agar Mueller-Hinton, al momento se
colocaran en la superficie del medio, 5 discos de papel de filtro de 6 mm de
diametro, embebidos con 0,1 mL. del extracto etanolico, en concentraciones
de 1g/mL., solucion de etanol al 70% como control negativo, Ceftriaxona en
concentracién de 1g10/mL como control positivo. Se incubaran a 37°C. por
veinticuatro horas. A continuacion, se medira el diametro del halo de
inhibicién del crecimiento microbiano calculandose el porcentaje inhibitorio

relativo considerando el control positivo (28).
Escherichia coli ATCC 13216

La cepa diluida fue sembrada sobre el agar Mueller Hinton. Se tomaron 3-
5 colonias con un asa y se ajusto el indculo a una turbidez equivalente a
0.5 en la escala de McFarland en suero fisioldégico durante
aproximadamente 20 segundos. Se introdujo un hisopo en ella para la
inoculacion, al momento se colocaron en la superficie del medio tres discos
de papel de filtro de 6 mm de didmetro, impregnados con 0,1 mL de las
tinturas de las hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara". Ademas, se afiadieron discos con Ceftriaxona
en una concentracion de 1g/10mL como control positivo, y se utilizara
etanol 70% como control negativo para las muestras A y B, siendo cinco
discos para las muestras C (1;2;3). Asimismo, se incluy6 Ceftriaxona en
concentracién de 1g/10mL como control positivo y etanol 70% como
control negativo. La incubacion se llevé a cabo a 37°C durante veinticuatro
horas. Posteriormente, se midié el didametro del halo de inhibicion del
crecimiento microbiano, calculandose el porcentaje inhibitorio relativo

considerando el control positivo. Las pruebas se realizaron por triplicado.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

La cepa diluida fue sembrada sobre el agar Mueller Hinton. En ese
momento, se colocaron en la superficie del medio tres discos de papel de
filtro de 6 mm de diametro, impregnados con 0,1 mL de las tinturas de las
hojas de Origanum vulgare "Orégano” y frutos de Caesalpinia spinosa

"Tara". Ademas, se incluyeron discos con Ceftriaxona en concentracion de
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1g/10mL como control positivo, y se utilizé etanol 70% como control
negativo para las muestras Ay B. Para las muestras C (1;2;3), se utilizaron
cinco discos y se incluyeron Ceftriaxona en concentracién de 1g/10mL
como control positivo y etanol 70% como control negativo. La incubacién
se llevo a cabo a 37°C durante veinticuatro horas. Posteriormente, se midio
el didmetro del halo de inhibicién del crecimiento microbiano,
calculandose el porcentaje inhibitorio relativo considerando el control

positivo. Las pruebas se realizaron por triplicado.
Staphylococcus aureus ATCC 29213

La cepa diluida se sembro sobre el agar Mueller Hinton, al momento se
colocaran en la superficie del medio, 3 discos de papel de filtro de 6 mm
de diametro, embebidos con 0,1 mL. de las tinturas de las hojas de
Origanum vulgare "Orégano" y frutos de Caesalpinia spinosa "Tara",
Ceftriaxona en concentracion de 1g/10mL como control positivo, como
control negativo se utilizara etanol 70% para la muestra A y B, siendo 5
discos para las muestras C (1;2;3) y Ceftriaxona en concentracion de
1g/10mL como control positivo, como control negativo se utilizara etanol
70%. Se incubardn a 37°C. por veinticuatro horas. A continuacion, se
midio el didmetro del halo de inhibicion del crecimiento microbiano
calculandose el porcentaje inhibitorio relativo considerando el control

positivo. Las pruebas se realizaron por triplicado.

Meétodo de difusién en pozo o Kirby Bauer Modificado

En las placas inoculadas con los microorganismos Escherichia coli ATCC
13216, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus ATCC
29213, se realizaron tres (3) excavaciones de 5 mm de diametro, sellando el
fondo de cada pozo con 50 pL de agar. A cada uno de los pozos se le afiadid
0.1 mL de las tinturas de las hojas de Origanum vulgare "Orégano™ y frutos
de Caesalpinia spinosa "Tara", como control negativo, se empled solucion de
etanol al 70%. Ceftriaxona a una concentracion de 1g/10mL se utilizé como
control positivo para la Muestra A y B, con cinco excavaciones para las
muestras C (1;2;3). También, se incluyd Ceftriaxona en concentracion de
1g/10mL como control positivo y etanol 70% como control negativo. Las
placas se incubaron a 37°C durante veinticuatro horas. La lectura se realiz6

mediante la medicion del diametro del halo de inhibicién en milimetros para
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calcular el porcentaje de actividad inhibitoria. La prueba se llevo a cabo por
triplicado (28).

% de Inhibiciéon = Diametro del halo de inhibicién del extracto x100

Diametro del halo de inhibicién del control positivo

- Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se realizd solo a las tinturas que evidencian inhibicion frente a los
microorganismos referenciales. Se aplic el método de diluciones seriadas

dobles en medio liquido, utilizando caldo Nutritivo.

Se emplearon 10 tubos para cada microorganismo ensayado, conteniendo 0.5
mL de Caldo Nutritivo, de la misma forma, se les afiadi6 0.5 mL de las tinturas
de las hojas de Origanum vulgare "Orégano" y/o frutos de Caesalpinia
spinosa "Tara" para el control positivo, y para el control de viabilidad se
adicion6 1 mL de Caldo Nutritivo. El indculo microbiano se preparé con 10
mL de caldo Tripticasa soya, al cual se le afiadieron 05 colonias de la bacteria
en prueba, e incub6 a 37°C durante 24 horas. De este cultivo se tomaron 0.5
mL a un matraz Erlenmeyer de 125 mL, con 30 mL de Caldo Nutritivo, se
incubaron a 37°C durante 24 horas, hasta obtener la turbidez equivalente al
tubo 0.5 de la escala de McFarland. de este matraz se tomd 1 mL que se afiadio
a cada tubo con las tinturas correspondientes, y se incubaron a 37°C durante
24 horas. En consecuencia, se consideré como la CMI al primer tubo que no

presentd crecimiento visible (29).

- Determinacion de la concentracion minima bactericida

Mediante la siembra en el Caldo Nutritivo, con una gota de todos los tubos, se
determin6 la Concentracion Minima Bactericida con el fin de precisar la
concentraciéon a la que los microorganismos del in6culo inicial no fueron

destruidos, pero si fueron inhibidos (29).
2.3.4 Determinacion de caracteristicas organolépticas y fisicas
Determinacion sensorial y/o organoléptica

- Olor: Se determin6d tomando un trozo de papel secante e introduciéndolo en un

extremo de la muestra (30).

- Color: Se determiné mediante la toma en un tubo para ensayos debidamente
seco y limpio, llendndose hasta el 70% con la muestra, observandose el color

de la transparencia (30).

24



- Sabor: Esta caracteristica se determind mediante la toma de muestra en un
tubo de ensayos llenandose hasta las ¥ partes de este, posteriormente fue
probada (30).

Caracterizacion fisicoquimica

pH

Se midio a través de un instrumento denominado Potenciémetro debidamente
calibrado antes de la lectura de la (s) muestra(s). Se lavo el electrodo con
abundante agua antes de la primera lectura y durante todas las lecturas. Se
realizaron 3 lecturas sucesivas que no variaron mas de 0,05 unidades. La
temperatura se mantuvo a 25°C para la muestra y soluciones tampén o Buffer
utilizadas para la calibracién, las cuales no debieron variar mas de +- 2°C entre
si. Ademas, se evitd la contaminacion de las soluciones madre mediante la
adopcidn de procedimientos sistematicos (31).

Densidad relativa

Se utilizé un densimetro, el cual estuvo estrictamente limpio y seco. Antes de
sumergirlo, se agit6 el liquido con una varilla de vidrio para asegurar su
homogeneidad. Solo la parte superior quedd expuesta al aire. La varilla
utilizada fue estrictamente cilindrica para que la interfaz liquido-aire
(menisco) fuera uniforme, y no se mojé a mas de 5 mm por encima del nivel
de lectura. Las lecturas solo se tomaron cuando el densimetro dej6 de oscilar

dentro del liquido y quedo en reposo (31).

Ademas, se asegur6 de que el densimetro no tocara la pared del recipiente que
contenia el liquido objeto de andlisis. El ojo humano se colocd a la altura de
la superficie del liquido para realizar la lectura sin errores de paralaje ni
refraccion de la luz en el liquido. La lectura se realiz6 a través del menisco
inferior para liquidos transparentes o superior en el caso de liquidos no
transparentes. La escala de la varilla del densimetro indicé directamente la

densidad de los liquidos en los que flotaba (31).

Residuo seco

Se realiz6 introduciendo cantidades conocidas de tintura madre en un crisol
de porcelana previamente pesado. Se evaporé a bafio maria hasta sequedad y
se colocd en una estufa a 100 °C a 105 °C, manteniendo pesos constantes.

Cada pesaje fue precedido de un enfriamiento en un desecador que contenia
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agente desecante. Se peso el residuo y se expreso con respecto a 100 g de la

tintura madre (18).

Formula: Peso Inicial (Wi) g — Peso Final (Wf) g
Peso Inicial (Wi) g x 100 %

Indice de refraccion

Se determind con la funcién de luz de sodio a una longitud de onda de 589,3
nm (rayo D). La lectura de la muestra se realiz6 mediante el uso de un
refractometro, ajustando y manteniendo la lectura a una temperatura de 20°C
+ 2 °C, ya que este valor varia significativamente con la temperatura. La
calibracion del dispositivo se llevd a cabo con el estandar proporcionado por
el fabricante (31).
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3.1 Resultados descriptivos

RESULTADOS

En la tabla 1 se presentan los resultados de los ensayos organolépticos realizados a las Tinturas de los Frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” y

las Hojas de Origanum vulgare “Orégano”

Tabla 1: Caracteristicas Sensoriales y/u Organolépticas de las Tinturas de los Frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” y las Hojas de

Origanum vulgare “Orégano”

Muestras — Tinturas 20% Olor Color Sabor
Frutos de Caesalpinia spinosa "Tara" A Propio Ambar Propio
Hojas de Origanum vulgare "Orégano™ B Propio Verde oscuro Propio
Hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de _ _
o Propio Verde Propio
Caesalpinia spinosa "Tara" (1:1) C-1
Hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de _ _
o Propio Verde Propio
Caesalpinia spinosa "Tara" (3:1) C-2
Hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de _ . _
Propio Marron Propio

Caesalpinia spinosa "Tara" (1:3) C-3
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En la Tabla 2 se presentan los resultados de los ensayos fisicoquimicos realizados a las Tinturas de los Frutos de Caesalpinia spinosa

“Tara” y las Hojas de Origanum vulgare “Orégano”

Tabla 2: Caracteristicas Fisicoquimicas de las Tinturas de los Frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” y las Hojas de Origanum vulgare

“Orégano”
Densidad . o .
Muestras — Tinturas 20% pH Relativa Residuo Indice d.e,
Seco (%) Refraccion
(9/mL)
Frutos de Caesalpinia spinosa "Tara" A 3,15 0,932 87,9 1,381
Hojas de Origanum vulgare “Orégano” B 4,89 0,905 89,8 1,369
Hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos
3,48 0,921 56.7 1,373
de Caesalpinia spinosa "Tara" (1:1) C-1
Hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos
3,61 0,920 90,1 1,368
de Caesalpinia spinosa "Tara" (3:1) C-2
Hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos
3,21 0,930 88,6 1,375

de Caesalpinia spinosa "Tara" (1:3) C-3
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En la Tabla 3 se presentan los resultados (Halos de Inhibicion mm y PIR) del analisis microbiolégico mediante el método de Difusion en

Disco realizado a las Tinturas de los Frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” y las Hojas de Origanum vulgare “Orégano”

Tabla 3: Método de difusion en disco en las Tinturas de los Frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” y las Hojas de Origanum vulgare

“Orégano”
Didmetro (mm) de Halos de Inhibicion a diferentes
concentraciones mg/mL
Bacterias 9 Cc_)ntrol " PIR %
(Ceftriaxona mm)
A B C-1 C-2 C-3
A 426 A 18.54
Escherichia coli B 50.3 BO
7.9 0 7.6 8.1 8.4
ATCC 13216 C 46.8 C317.99
Pseudomonas A 426 AQ
aeruginosa B 50.3 BO
0 0 0 0 0
ATCC 9027 C 46.8 C30
A 426 A 19.01
Staphylococcus aureus
B 50.3 BO
ATCC 29213 8.1 0 7.4 8.2 8.7
C 46.8 C318.59

*Nota: 0 = < 6 mm (Diametro del disco de sensibilidad), PIR: Porcentaje de Inhibicion Relativa
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En la Tabla 4 se presentan los resultados (Halos de Inhibicion mm y PIR) del anélisis microbiolégico mediante el método de Difusion en

Pozo realizado a las Tinturas de los Frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” y las Hojas de Origanum vulgare “Orégano”

Tabla 4: Método de difusion en pozo en las Tinturas de los Frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” y las Hojas de Origanum vulgare

“Orégano”
Didmetro (mm) de Halos de Inhibicién a diferentes
) concentraciones mg/mL Control +
Bacterias .
A 5 - coo ca (Ceftriaxon PIR %
amm)
Escherichia coli A 426 A 4743
ATCC 13216 20.2 14.1 7.6 19.1 21.8 B 50.3 B 28.03
C 46.8 C346.58
Pseudomonas A 42.6 A 40.14
aeruginosa 17.1 16.5 0 13.3 20.8 B 50.3 B 32.80
ATCC 9027 C 46.8 C344.44
Staphylococcus A 42.6 A52.11
aureus 22.2 21.0 7.4 19.5 22.0 B 50.3 B 41.75
ATCC 29213 C 46.8 C347.01

*Nota: 0 = < 6 mm (Diametro del disco de sensibilidad), PIR: Porcentaje de Inhibicién Relativa
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En la Tabla 5 se presentan los resultados de la Determinacion de la CMI y CMB del anélisis microbioldgico realizado a las Tinturas de los Frutos de

Caesalpinia spinosa “Tara” y las Hojas de Origanum vulgare “Orégano”

Tabla 5: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) en las Tinturas de los

Frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” y las Hojas de Origanum vulgare “Orégano”

Dilucion
Bacterias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Muestras
20% 10% 5% 25% 12% 0.6% 0.3% 0.15% 0.07% CN
A - - - + + + + + + +
Escherichia coli
B - - - + + + + + + +
ATCC 13216
C-3 - - - + + + + + + +
Pseudomonas A - - - - + + + + + +
aeruginosa B - - - + + + + + + +
ATCC 9027 C-3 - - - + + + + + + +
Staphylococcus A - - - - - + + + + +
aureus B - - - + + + + + + +
ATCC 29213 C-3 - - - + + + + + + +

Nomenclatura: + = Crecimiento / - = No crecimiento
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3.2 Resultados inferenciales

Tabla 6: Prueba de normalidad Shapiro Wilk en actividad antibacteriana de las tinturas segun

halos inhibicion

Shapiro Wilk
Estadistico al Sig.
Actividad en Escherichia coli 946 6 .708
Actividad en Pseudomonas aeruginosa 764 6 .027
Actividad en Staphylococcus aureus .846 6 146

Tabla 7: Prueba de Kruskal Wallis en actividad antibacteriana de las tinturas segun halos de

inhibicion
H de Kruskal Walls  Sig.
Actividad en Escherichia coli 1.143 .565
Actividad en Pseudomonas aeruginosa 323 323
Actividad en Staphylococcus aureus .857 .857
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V. DISCUSION

La evaluacion de la actividad antibacteriana de la tintura de las hojas de Origanum vulgare,
conocida como Oregano, revela resultados interesantes frente a las cepas bacterianas estudiadas.
En el método de difusion en disco, la tintura B no muestra halos de inhibicion frente a ninguna

de las cepas evaluadas, indicando una falta de actividad antibacteriana bajo estas condiciones.

Sin embargo, al emplear el método de difusidn en pozo, la tintura B exhibe halos de inhibicién
notables, siendo mas efectiva contra Staphylococcus aureus (21.0 mm) y Escherichia coli (14.1
mm). Pseudomonas aeruginosa muestra un halo de inhibiciéon de 16.5 mm, indicando una

moderada actividad antibacteriana.

El andlisis del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR%), la tintura B confirma la actividad
antibacteriana en el método de difusién en pozo, con valores significativos, especialmente contra

Staphylococcus aureus (41.75%).

Los resultados de la determinacion de la CMI 'y CMB indican que concentraciones de 5% y 2.5%
de latintura B lograron inhibir el crecimiento de todas las cepas estudiadas, aunque no alcanzaron
la eliminacién completa del mismo. Esto sugiere que la tintura B de las hojas de Origanum
vulgare tiene el potencial de actuar como agente inhibidor del crecimiento bacteriano a

concentraciones relativamente bajas.

En este marco, la tintura B de las hojas de Origanum vulgare demuestra poseer propiedades
antibacterianas frente a todas las cepas, siendo mas efectiva contra Staphylococcus aureus. La
discrepancia en los resultados entre los métodos de difusion en disco y difusién en pozo podria

atribuirse a diferencias en la liberacién y difusion de los compuestos activos en cada método.

Asimismo, la actividad antibacteriana de la tintura B de Origanum vulgare puede atribuirse a la
presencia de fitocompuestos como carvacrol, timol y otros compuestos fenélicos conocidos por
sus propiedades antimicrobianas. Estos componentes pueden afectar las membranas celulares,

interferir con procesos metabolicos y generar estrés oxidativo en las bacterias.

En conclusion, la tintura B de las hojas de Origanum vulgare muestra potencial como agente
antibacteriano, y futuras investigaciones podrian centrarse en optimizar las condiciones de

aplicacion para maximizar su eficacia.

Por otra parte, la tintura A de los frutos de Caesalpinia spinosa, conocida como tara, ha mostrado
una actividad antibacteriana considerable frente a las cepas evaluadas. Los resultados revelan que
la tintura A presenta una capacidad inhibitoria significativa contra Escherichia coli y

Staphylococcus aureus, como lo indican los halos de inhibicion de 7.9 mm y 8.1 mm,
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respectivamente, en el método de difusion en disco. Sin embargo, no se observé actividad frente

a Pseudomonas aeruginosa en este método.

Al emplear el método de difusion en pozo, la tintura A exhibe halos de inhibicion notables, siendo
mas efectiva contra Staphylococcus aureus (22.2 mm) y Escherichia coli (20.2 mm). La falta de
inhibicién en Pseudomonas aeruginosa en el método de difusion en disco se supera, ya que en el

método de difusion en pozo se evidencia una moderada inhibicion (17.1 mm).

El anélisis del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR%) de la tintura A confirma la actividad
antibacteriana, con valores significativos, particularmente contra Escherichia coli (difusion en
disco: 18.54%, difusion en pozo: 47.43%) y Staphylococcus aureus (difusion en disco: 19.01%,
difusién en pozo: 52.11%).

La determinacion de la CMI y CMB proporciona informacién adicional sobre la concentracion
minima necesaria para inhibir y eliminar el crecimiento bacteriano. En este caso, se observo que

concentraciones de 5% y 2.5% de la tintura A lograron inhibir el crecimiento de todas las cepas.

Asimismo, la actividad antimicrobiana de la tintura A puede atribuirse a la presencia de
fitocompuestos como taninos, flavonoides o alcaloides presentes en los frutos de Caesalpinia
spinosa. Estos compuestos pueden interactuar con las células bacterianas, afectando la integridad

de las membranas celulares, interferir con procesos metabélicos y generar estrés oxidativo.

La interpretacion global de estos resultados sugiere que la tintura de los frutos de Caesalpinia
spinosa posee propiedades antibacterianas, siendo mas efectiva contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus en comparacion con Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, la eficacia
puede depender de la concentracién y la metodologia utilizada, como se evidencia en la variacion
de los resultados entre los métodos de difusion en disco y difusién en pozo. Estos hallazgos
respaldan la necesidad de investigaciones adicionales para optimizar las condiciones de uso y

concentracion de la tintura de orégano como agente antibacteriano potencial.

Respecto al analisis de la actividad antibacteriana de las tinturas combinadas de los frutos de
Caesalpinia spinosa (A) y de las hojas de Origanum vulgare (B) en diferentes proporciones (C-
1, C-2 y C-3), se ofrece perspectivas interesantes sobre la sinergia potencial entre estos

componentes.

En el método de difusion en disco, las tinturas combinadas presentan halos de inhibicion frente a
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. La tintura C-3 muestra los mayores halos de
inhibicion en todas las cepas evaluadas, siendo mas efectiva que las otras combinaciones con 8.4

y 8.7mm respectivamente.
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El método de difusion en pozo también revela la capacidad de las tinturas combinadas para inhibir
el crecimiento bacteriano. Nuevamente, la tintura C-3 destaca al presentar los mayores halos de
inhibicion contra las tres cepas, evidenciando en Escherichia coli, Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa halos de inhibicién de 21.8, 20.8 y 22.0.

El andlisis del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR%) respalda la eficacia de las tinturas
combinadas, con valores significativos. La tintura C-3 muestra los PIR% maés altos, indicando
una mayor capacidad de inhibicion en comparacion con las otras combinaciones, con valores
significativos, contra Staphylococcus aureus (difusién en pozo: 47.01%), Escherichia coli

(difusion en pozo: 46.58%) y Pseudomonas aeruginosa (difusion en pozo: 44.44%)

En este sentido, la tintura C-3, con una concentracion mayor de frutos de Caesalpinia spinosa, ha
demostrado consistentemente los mayores halos de inhibicién y PIR%, indicando una actividad
antibacteriana mas robusta. Esto resalta la importancia de la proporcion especifica en la sinergia
de los componentes y sugiere que una concentracion mas alta de frutos puede contribuir a una

mayor actividad antibacteriana.

Ademas, al considerar la CMI y CMB de la tintura C-3, se observa que esta muestra una capacidad
inhibitoria y bactericida a concentraciones relativamente bajas. La CMI sugiere la concentracion
minima requerida para inhibir el crecimiento, mientras que la CMB indica la concentracion
minima para erradicar bacterias. Estos resultados subrayan la eficacia de la tintura C-3, no solo

en la prevencién sino también en la eliminacién completa de las cepas bacterianas evaluadas.

Asi mismo, la tintura combinada C-3, donde los frutos de Caesalpinia spinosa predominan sobre
las hojas de Origanum vulgare, demuestra ser la mas efectiva contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Este hallazgo resalta la importancia de la
proporcion especifica en la sinergia de estos componentes y sugiere areas para futuras

investigaciones, como la identificacion de compuestos responsables de esta actividad mejorada.

Por ultimo, si bien el andlisis mediante Kruskal Wallis sobre la actividad antibacteriana de las
tinturas segun halos de inhibicién evidencié que no existe una diferencia estadisticamente
significativa en el efecto antibacteriano de las tinturas A, B y C-3 frente a las cepas de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa, los hallazgos permiten observar

diferencias significativas que deben ser tomadas en cuenta.

En términos generales, las tinturas A y C-3 han mostrado consistentemente los mayores halos de
inhibicion en comparacion con las otras tinturas. La tintura A, elaborada a partir de los frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara", ha demostrado ser particularmente efectiva contra Staphylococcus
aureus, mostrando el halo de inhibicion méas grande. Por otro lado, la tintura C-3, que contiene

una mayor concentracion de frutos de Caesalpinia spinosa en comparacion con las hojas de
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Origanum vulgare, ha exhibido los halos de inhibicion méas grandes en general, indicando una

fuerte actividad antibacteriana.

La tintura B, elaborada a partir de las hojas de Origanum vulgare "Orégano", ha mostrado
resultados variables. Mientras que ha demostrado cierta actividad antibacteriana contra
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, su eficacia es menor en comparacion con las tinturas
A y C-3. Sin embargo, es importante destacar que la tintura B no ha mostrado actividad

significativa contra Pseudomona aeruginosa en ninguno de los métodos de prueba.

Las tinturas C-1 y C-2, que son combinaciones de hojas de Origanum vulgare y frutos de
Caesalpinia spinosa en proporciones diferentes, han mostrado resultados intermedios en términos
de actividad antibacteriana. Ambas tinturas han exhibido halos de inhibicion significativos,

aunque en general, C-1 ha mostrado una actividad superior en comparacion con C-2.

Es crucial destacar que los resultados obtenidos mediante los métodos de difusion en disco y
difusién en pozo han evidenciado diferencias notables. Mientras que en el método de difusion en
pozo se observan halos de inhibicion mas grandes en general, el método de difusién en disco ha
mostrado una mayor sensibilidad para detectar la actividad antibacteriana, especialmente en la

tintura B.

En conclusion, la comparacion de la actividad antibacteriana entre las tinturas revela que la tintura
C-3, con una mayor concentracion de frutos de Caesalpinia spinosa, es la mas efectiva, seguida
por la tintura A. Estos resultados proporcionan informacion valiosa para la formulacion de tinturas
con propiedades antibacterianas especificas, destacando la importancia de la proporcién de

ingredientes en la sinergia de la actividad antimicrobiana.
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V. CONCLUSIONES

La evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro de las tinturas de Origanum vulgare y
Caesalpinia spinosa ha revelado propiedades antimicrobianas prometedoras. Los resultados
sugieren que estas tinturas pueden ser consideradas como agentes potenciales para combatir
patégenos bacterianos. La combinacion de estos dos ingredientes naturales ha demostrado
una sinergia que mejora la eficacia antibacteriana, proporcionando una base solida para
futuras investigaciones y aplicaciones.

La tintura de las hojas de Origanum vulgare ha demostrado una actividad antibacteriana
significativa in vitro frente a las cepas evaluadas. Los resultados indican que esta tintura
puede ser particularmente eficaz contra Staphylococcus aureus, mostrando potencial para
aplicaciones antimicrobianas.

La tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa ha mostrado actividad antibacteriana in vitro
frente a las cepas evaluadas. Los resultados indican que esta tintura puede ser particularmente
eficaz contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus, mostrando potencial para
aplicaciones antimicrobianas.

La combinacion de las tinturas de las hojas de Origanum vulgare y los frutos de Caesalpinia
spinosa ha mostrado una mejora significativa en la actividad antibacteriana, especialmente
evidenciada por la tintura C-3 con una mayor proporcion de frutos de Caesalpinia spinosa
gue de Origanum vulgare. Esto indica una posible sinergia entre los compuestos bioactivos
de ambas plantas.

La comparacién entre las tinturas revela que la tintura C-3, con una mayor concentracion de

frutos de Caesalpinia spinosa, es la mas efectiva, seguida por la tintura A.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar investigando y ajustando las formulaciones de tinturas para optimizar la actividad
antibacteriana, considerando las proporciones especificas y explorando posibles
combinaciones de ingredientes para obtener formulaciones mas efectivas. Ademas, realizar
estudios adicionales para comprender los mecanismos detras de la actividad antibacteriana
observada.

2. Explorar la formulacion de otras formas farmacéuticas que combinen hojas de Origanum
vulgare y frutos de Caesalpinia spinosa, prestando especial atencion a las proporciones, para
optimizar la actividad antibacteriana.

3. Desarrollar estudios de la tintura C-3, que permitan conocer la estabilidad de este fitofarmaco,
tanto a corto plazo como a largo plazo.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: CERTIFICACION BOTANICA

CERTIFICACION BOTANICA

“ANO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO”
El Bigo, ouws suscrine determing gue, la musstra bickdgica presentada por 13
tachiller en Fammaca y Bioguimica de la Universidad Macional San Lus
Gonzaga. MILAGROS MATALY ESCOBAR MONTOYA, con DNI N T2880745,

para su determinacion pertensce al nombre dentifico de Cassalpinia spinoss
{Modina) Kuntze “wra”, segln Sistema de Clasficacion de Arfwer Cronguist,

(1958 EyNe: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: FABALES
FAMILIA: FABACEAE
SUBFAMILIA: CAESALPINOIDEAE
GENERC: Caesalpinia
ESFECIE: Caesalpinia spinosa (Maosna) Kurntze

N “ara”

Simomimia

Tara spinosa (Malina) Beition & Rose

Cassalpinia tava Rur & Pav.

52 emie la presente cenificasdn a soliciud del ineresado, para fines de
estudios

lza U5 de niowaambae del 2022 .
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CERTIFICACION BOTANICA
“ANO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO”

El Blgo, que suscribe determina que, la muestra biolégica presentada por la
bachiller en Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis
Gonzaga. MILAGROS NATALY ESCOBAR MONTOYA, con DNI N°72860795,
para su determinacién pertenece al nombre cientifico de Origanum vulgare L.
“orégano”, segun Sistema de Clasificacién de Arthur Cronquist, (1988).

REINO: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
SUBFAMILIA: NEPETOIDEAE
GENERO: Origanum
ESPECIE: Origanum vulgare L

N.V. “orégano”

Se emite la presente certificacion a solicitud del interesado, para fines de

estudios

Ica 05 de noviembre del 2022.

it Nasing
BIOLOGO
CBP. 3681
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ANEXO 2: CONSTANCIA DE PERMISO PARA USO DE LABORATORIO
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ANEXO 3: RECOLECCION DE ESPECIES

Recoleccidn de la especie Origanum vulgare "'Orégano™ y Caesalpinia spinosa ""Tara""
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ANEXO 4: PROCESO DE MACERACION

Tratamiento de secado de las hojas de Origanum vulgare "'Orégano™ y frutos de

Caesalpinia spinosa ""Tara". (aproximadamente 15 dias).

Muestras de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano' y frutos de Caesalpinia spinosa

"Tara" secadas, OH 70° (liquido extractor), probetas y frascos a utilizar.
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Muestras de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano’ y frutos de Caesalpinia spinosa
""Tara" previamente secadas hacia frascos con capacidad suficiente y debidamente

rotulados.
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Inicio del proceso de maceracion de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano™ y frutos de
Caesalpinia spinosa ""Tara" en contacto directo con el liquido extractor OH 70°.

(aproximadamente 20 dias).

50



Inicio del primer proceso de filtrado de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano' y frutos

de Caesalpinia spinosa ""Tara". (reposo por 48 horas).

Inicio del segundo proceso de filtrado del obtenido previamente de las hojas de Origanum

vulgare ""Orégano" y frutos de Caesalpinia spinosa ""Tara"".
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Almacenamiento de las muestras obtenidas de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano™ y

frutos de Caesalpinia spinosa ""Tara" en frascos &mbar debidamente rotulados.

(Tintura obtenida de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano')

(Tintura obtenida de los frutos de Caesalpinia spinosa "Tara”)
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Materiales utilizados probetas, vasos precipitados, pipetas, pro-pipetas y frascos ambar.

Medicidn de las tinturas de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano" y frutos de

Caesalpinia spinosa ""Tara"".
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Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa "Tara" 20% “A”

Tintura de las hojas de Origanum vulgare "Orégano' 20% “B”
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Tintura de las hojas de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano™ y frutos de Caesalpinia

spinosa "Tara" 20% a diferentes proporciones “C”:

I.  Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano” y frutos de Caesalpinia spinosa
"Tara" 20% (1:1) C-1

Tilive de Tawa o
20 Caamll

At fonl23

Il.  Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de Caesalpinia spinosa
"Tara" 20% (3:1) C-2

Titere s Yarn foonS
e tetaanl Cavse)

«
B ane ‘M o/

I1l.  Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de Caesalpinia spinosa
"Tara" 20% (1:3) C-3
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ANEXO 5: MATERIALES UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA
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ANEXO 6: METODO DE DIFUSION EN DISCO

a) Controles y Muestras

Control Negativo: Etanol 70%

Control Positivo: Ceftriaxona 1g/10MlI

Muestra A: Tintura de las hojas de Origanum vulgare "Orégano" 20%

Muestra B: Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa "Tara" 20%

Muestra C-1: Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano” y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (1:1)

Muestra C-2: Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano" y frutos de
Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (3:1)

Muestra C-3: Tintura de hojas de Origanum vulgare "Orégano” y frutos de

Caesalpinia spinosa "Tara" 20% (1:3)

b) Siembra en toda la superficie de la Placa Petri con los in6culos necesarios:

Escherichia coli ATCC 13216; Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 vy
Staphylococcus aureus ATCC 29213
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c) Impregnacion y colocacion del disco con el control negativo en la Placa Petri

previamente sembrada.

d) Impregnacion y colocacion del disco con el control positivo en la Placa Petri
previamente sembrada.
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e) Impregnaciony colocacion del disco con las muestras (A; B; C-1; C-2; C-3)en la
Placa Petri previamente sembrada.
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. Escherichia coli ATCC 13216

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia
spinosa ""Tara' 20%o)

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum
vulgare ""Orégano' 20%o)
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e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra C-1 [1:1]; C-2 [3:1]; C-3 [1;3] (Tintura de
las hojas de Origanum vulgare "Orégano™ y los frutos de

Caesalpinia spinosa “Tara” 20%)

e Conjunto de Placas Petri por Muestra “A”; “B” y “C-17; “C-
275 “C-3” por triplicado
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I1.  Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia
spinosa ""Tara' 20%)

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum

vulgare ""Orégano™ 20%o)

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra C-1 [1:1]; C-2 [3:1]; C-3 [1;3] (Tintura de
las hojas de Origanum vulgare "Orégano' y los frutos de

Caesalpinia spinosa “Tara” 20%)




e Conjunto de Placas Petri por Muestra “A”; “B” y “C-1”; “C-

2”; “C-3” por triplicado

I11.  Staphylococcus aureus ATCC 29213

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia

spinosa ""Tara' 20%)

e Control Negativo (Etanol 70%0), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum
vulgare ""Orégano' 20%o)




e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra C-1 [1:1]; C-2 [3:1]; C-3 [1;3] (Tintura de

las hojas de Origanum vulgare ""Orégano™ y los frutos de

Caesalpinia spinosa “Tara” 20%)

e Conjunto de Placas Petri por Muestra “A”; “B” y “C-17; “C-
2”; “C-3” por triplicado
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ANEXO 7: METODO DE DIFUSION EN POZO

I. Escherichia coli ATCC 13216
e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa
"Tara" 20%)

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare
"Orégano' 20%)
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e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra C-1 [1:1]; C-2 [3:1]; C-3 [1;3] (Tintura de las
hojas de Origanum vulgare ""Orégano™ y los frutos de Caesalpinia
spinosa “Tara” 20%)

e Conjunto de Placas Petri por Muestra “A”; “B” y “C-17; “C-2”;
“C-3” por triplicado
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I1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa
"Tara" 20%)

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare
"Orégano" 20%)

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
1g/10mL), Muestra C-1 [1:1]; C-2 [3:1]; C-3 [1;3] (Tintura de las
hojas de Origanum vulgare "Orégano" y los frutos de Caesalpinia
spinosa “Tara” 20%)
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e Conjunto de Placas Petri por Muestra “A”; “B” y “C-1"; “C-2";

“C-3” por triplicado

I11. Staphylococcus aureus ATCC 29213

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa
"Tara" 20%)

e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
1g/10mL), Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare
""Orégano" 20%)
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e Control Negativo (Etanol 70%), Control Positivo (Ceftriaxona
19/10mL), Muestra C-1 [1:1]; C-2 [3:1]; C-3 [1;3] (Tintura de las
hojas de Origanum vulgare ""Orégano™ y los frutos de Caesalpinia

spinosa “Tara” 20%)

e Conjunto de Placas Petri por Muestra “A”; “B” y “C-17; “C-2”;
“C-3” por triplicado
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ANEXO 8: DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

|. Escherichia coli ATCC 13216

e Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa ""Tara™
20%)

e Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano™
20%)
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e Muestra C-3 [1;3] (Tintura de las hojas de Origanum vulgare

""Orégano™ y los frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” 20%)
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I1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

e Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa ""Tara"
20%)
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e Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano"’
20%)

e Muestra C-3 [1;3] Muestra C-3 [1;3] (Tintura de las hojas de
Origanum vulgare "Orégano™ y los frutos de Caesalpinia spinosa
“Tara” 20%)
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I1. Staphylococcus aureus ATCC 29213
e Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa ""Tara"
20%)
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e Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano™
20%)
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e Muestra C-3 [1;3] (Tintura de las hojas de Origanum vulgare

""Orégano™ y los frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” 20%)
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ANEXO 9: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

I. Escherichia coli ATCC 13216

e Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa ""Tara™
20%)

e Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano"
20%)
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e Muestra C-3 [1;3] (Tintura de las hojas de Origanum vulgare
"Orégano y los frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” 20%)

I1. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

e Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa ""Tara™
20%)
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e Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare ""Orégano"’
20%)

e Muestra C-3 [1;3] (Tintura de las hojas de Origanum vulgare
"Orégano" y los frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” 20%)
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I11. Staphylococcus aureus ATCC 29213
e Muestra A (Tintura de los frutos de Caesalpinia spinosa ""Tara"
20%)

e Muestra B (Tintura de las hojas de Origanum vulgare "*Orégano™
20%)

e Muestra C-3 [1;3] (Tintura de las hojas de Origanum vulgare

"Orégano™ y los frutos de Caesalpinia spinosa “Tara” 20%)

78



ANEXO 10: DETERMINACION DE CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
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ANEXO 11: DETERMINACION DE CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
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