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GLOSARIO

ACEITE ESENCIAL: Son fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por
arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma
de las plantas.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA: Proceso a través del cual se inhibe o se elimina el
crecimiento de un microorganismo.

ALCANFOR: Producto sdlido, cristalino, blanco, urente y de olor penetrante
caracteristico, que se obtiene del alcanforero tratando las ramas con una corriente
de vapor de agua y se utiliza principalmente en la fabricacion del celuloide y de la
pélvora sin humo y, en medicina, como estimulante cardiaco

ALFA-PINENO: EI alfa-pineno es uno de los monoterpenos mas abundantes
encontrado en aceites de coniferas y presente en la gran mayoria de aceites
esenciales. Los pinenos son de gran valor como precursores de aromas y
fragancias cuyos derivados se producen por oxidacién y en menor cantidad por
extraccion directa de plantas.

CROMATOGRAFIA: Es una técnica que permite la separacion de los componentes
de una mezcla debido a la influencia de dos efectos contrapuestos. Una fase movil
gue puede ser un liquido o un gas y una fase estacionaria que puede ser un sélido
o un liquido anclado a un soporte sélido.

HALO DE INHIBICION: Medida en una placa de agar de la potencia de antibiético
frente al germen.

HIDRODESTILACION: Técnica de obtencién de aceites esencial de una planta
aromatica, mediante el uso del vapor saturado a presion atmosférica.

ISOPRENOIDES: Son moléculas muy abundantes en los vegetales y su
clasificacion se determina por el nimero de isoprenos que contienen.

METABOLITOS SECUNDARIOS: Compuestos sintetizados por las plantas con
propiedades bioldgicas que determinan los diversos usos de las especies vegetales.

MONOTERPENOS: Son metabolitos secundarios de las plantas, formados a partir
de la union de dos unidades de isopreno. Estos compuestos contienen 10 atomos
de carbono y juegan un papel importante en la funcion metabdlica de las plantas.



ROMERO: Nativa del area mediterranea. Es un arbusto erguido de hoja perenne
gue puede crecer hasta una altura de casi dos metros. El tronco lefioso aguanta
ramas rigidas con corteza con fisuras Las hojas son como agujas de color verde
oscuro por arriba y blancas por debajo. Ambas, las hojas frescas y secas fuertes.
Sus pequefias flores son de color azul palido. Las hojas y partes de las flores
contienen un aceite volatil.

SESQUITERPENOS: Consisten en tres unidades isopreno y tienen la formula
molecular CisHz4. El alcohol sesquiterpénico es también conocido como Farnesol,
el prefijo farnesil indica tres unidades isopreno.

TERPENO: Nombre comun a ciertos hidrocarburos que se encuentran en los
aceites volatiles obtenidos de las plantas, principalmente de las coniferas y de los
frutos citricos.

TERPENOIDES: Son un grupo de compuestos naturales caracterizados por su
estructura, que consta o se deriva de varias repeticiones de un esqueleto de cinco
carbonos (C5) la subunidad isopreno, por lo que se llaman también isopropenoides.

TIEMPO DE RETENCION: Es el tiempo que tarda la fase movil en atravesar la
columna cromatografica.



RESUMEN

La especie Rosmarinus officinalis conocida comunmente como romero
perteneciente a la familia Lamiaceae presenta diversos usos en medicina dentro
de los cuales se destaca su actividad antimicrobiana, antioxidante vy
antiespasmoédico. Determinamos si existe diferencia en la actividad
antimicrobiana del Rosmarinus officinalis en tres muestras, mediante la obtencion
del aceite esencial e identificacion de metabolitos secundarios. Se obtuvieron 3
muestras vegetales y a partir de las hojas se obtuvo el aceite esencial por
hidrodestilacion con el equipo clevenger modificado; usando cromatografia de
gases acoplada a espectometria de masas (CG-EM) se determiné la
composicién quimica y mediante medicibn de halos de inhibicion se evalué la
actividad antimicrobiana frente a las cepas Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Klebsiella pneumoniae.

Los monoterpenos identificados con mayor porcentaje de coincidencia en los
aceites esenciales de Rosmarinus officinalis en las 3 muestras vegetales
denominadas como MI1R, M2R Y M3R, fueron eucaliptol, 1R- a pineno,
bornanone, camfeno, a-pineno, acetato de borneol.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales a un volumen de 5 pL;
presentd un mayor porcentaje de inhibicién frente a Klebsiella pneumoniae en
las tres muestras de romero denominadas: muestra de romero uno (M1R),
muestra de romero dos (M2R) y muestra de romero tres (M3R); M1R y M2R
no mostraron actividad frente a Staphylococcus aureus. Con un volumen de 15
UL en todas las muestras de romero, se observé actividad antimicrobiana con
porcentajes de inhibicion superiores al 50% frente a las cepas de estudio.

Palabras claves:
Rosmarinus officinalis, aceite esencial, CG-EM, actividad antimicrobiana.
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INTRODUCCION

Colombia cuenta con gran variedad de plantas medicinales que afio tras afio se han
venido analizando y descubriendo en ellas principios activos con grandes beneficios
para la salud; dentro de estas plantas tenemos a Rosmarinus officinalis, una especie
de la familia Lamiaceae cuyo nombre comun es romero.

El presente estudio de investigacion busco determinar si existe diferencia en la
actividad antimicrobiana del Rosmarinus officinalis en tres muestras, mediante la
obtencién del aceite esencial e identificacion de metabolitos secundarios.

Es importante enriquecer los trabajos en los que se documenta el beneficio de
algunas plantas frente a infecciones bacterianas, con el fin de aplicar su uso como
manejo complementario ya que hoy en dia se vive una problematica secundaria al
aumento de la resistencia antibiética, lo cual lleva a tiempos prolongados de
tratamientos y complicaciones asociadas a la pérdida de eficacia de los antibibticos
por la aparicion de microorganismos resistentes.

Este proyecto evalud la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales del
romero sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar actividad antimicrobiana del aceite esencial obtenido de las hojas de
Rosmarinus officinalis en tres diferentes muestras de material vegetal.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener los aceites esenciales a partir de las hojas de Rosmarinus officinalis.

e Determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de las hojas
de Rosmarinus officinalis.

¢ |dentificar los metabolitos secundarios en los aceites obtenidos de las hojas de
Rosmarinus officinalis.

12



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. DEFINICION DEL PROBLEMA

¢ Existe diferencia en la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de hojas
de Rosmarinus officinalis recolectadas en tres diferentes zonas geograficas, siendo
la misma especie?

2.2. JUSTIFICACION

Reconociendo la ayuda complementaria que representa la farmacologia vegetal
para el tratamiento de diferentes enfermedades, buscamos evaluar la actividad
antimicrobiana del romero para ofrecer tratamientos coadyuvantes en patologias
bacterianas que puedan requerir un manejo terapéutico adicional o complementario.

Actualmente no se encuentran registros publicados en Colombia de estudios
comparativos de la especie Rosmarinus officinalis, por lo que es de nuestro interés
identificar los metabolitos secundarios y evaluar si existe diferencia en la actividad
antimicrobiana de dichos metabolitos, aspectos que consideramos importantes en
el momento de elegir la materia prima para la elaboracion de los medicamentos de
origen vegetal.

13



3. MARCO TEORICO

3.1. ROMERO

La especie Rosmarinus officinalis, es una planta perteneciente a la familia Lamiacea
originaria de la region del mediterraneo, su nombre es derivado de latin ros rocio y
marinus mar. Generalmente se encuentra en forma silvestre en zonas rocosas y
arenosas cerca al mar, pero debido a su adaptabilidad se reproduce facilmente en
otras zonas. Se cultiva con éxito en suelos calcareos y su propagacion es por medio
de la siembra de las semillas, después del florecimiento se cortan aproximadamente
10 cm por encima del suelo y se destila vapor para aislar el contenido de aceite
volétil de la planta (1-4).

Es un arbusto verde, alcanza una altura aproximada de 1 metro, con tallos erectos,
las hojas son coriaceas, opuestas, nervio central prominente. El tamafio de la hoja
esde 1 a 2.2 cm de largo y 4 cm de ancho. La superficie superior de la hoja es
verde y por debajo es de color gris, son de 4pice obtuso y se estrechan en la base,
no pecioladas. Tiene influorescencias de flores blancas o azules con los dos
estambres que se proyectan mas alla de la corola. (Tabla 1) (1,2).

3.1.1. Taxonomia

La tabla 1 relaciona la clasificacion taxonémica del Rosmarinus officinalis. (2)

Tabla 1. Taxonomia de Rosmarinus officinalis

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnolipsida

Subclase Asteridae

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Rosmarinus L

Especie Rosmarinus officinalis L. Fuente: http://www.vcmbc.com/175-2/
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3.1.2. Composicién quimica

Se han reportado diversos compuestos quimicos, diferentes autores los agrupan
en acidos fendlicos, flavonoides, aceite esencial, acidos triterpénicos y alcoholes
triterpénicos (2,5).

El aceite del romero es incoloro o amarillo palido, con sabor y gusto alcanforado. Su
indice de refraccion de 1.464 a 1,476 y tiene una rotacion Optica de 5 a 10°, el
aceite es insoluble en agua, soluble en 10 volimenes de 80% de alcohol, el valor
del acido no es mayor a 1(1).

En el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. por cromatografia gaseosa se han
detectado la presencia de monoterpenos hidrocarbonados: alfa-pineno en un
22.69% y limoneno en 2.81% y monoterpenos oxigenados: eucaliptol o 1,8 cineol
en un 20.21%, bicyclo, heptan-2-one, 1,7,7-trimethyl o alcanfor en un 13.36%,
verbenona, acetato de bornilo borneol (1,24,27); también se han identificado
betapineno, canfeno, mirceno, gama tirpineno, isoberneol, terpineol, 1 7 dimetil 1
octanol, isomentona, alcanfor, dedihidrocarvona, acetato de isobornilo (2).

Los principales compuestos en la fraccion de hidrocarburos fueron alfa- pineno (44,2
%), canfeno (24,5 %), y limoneno (11,7 %), mientras que en la fraccién oxigenada
gue eran 1,8- cineol (37,6%), alcanfor (16,5%), y acetato de bornilo (21,4%) (6).

Dependiendo la predominancia de los compuestos quimicos presentes en el aceite
esencial se han diferenciado tres quimiotipos: cineolifurm (alto porcentaje de 1,8
cineol), camforifeum (mas del 20% en alcanfor) y verbenoniferum (mas del 15% en
verbenona) y otros monoterpenos como borneol, b-pineno, limoneno y p-cimeno.
(13)

3.1.3. Usos

El romero se utiliza como carminativo, rubefaciente, estimulante y como un agente
aromatizante para alimentos, lociones para cabello, jabones y cosméticos (1). Las
hojas de romero tienen muchos usos medicinales por su accion antibacteriana y
antiespasmaddica. Se describe su uso oral para sintomas dispépticos y uso local
para problemas articulares y circulatorios. También se utiliza en dolores de cabeza,
trastornos menstruales, cansancio, nerviosismo, problemas de memoria, esguinces
y contusiones (7).
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Respecto al sistema nervioso, es usado para tratar la debilidad general, insomnio,
fatiga mental, ansiedad, depresion, y cefaleas. A nivel cardiovascular mejora la
circulacién, aumenta la tension arterial y la frecuencia cardiaca. En el sistema
gastrointestinal es Util en halitosis y malestar estomacal, promueve una adecuada
digestion, tonificacion y efecto calmante sobre la digestion, favorece la funciéon del
higado y estimula produccién de bilis (2).

En aromaterapia se utiliza el aceite esencial como descongestionante ademas para
mejorar la memoria y la concentracion. El aceite se utiliza en cremas para artritis,
contusiones, dolores musculares, ulceras y heridas. Las flores se colocan en
armarios y en la ropa para destruir las polillas. Las hojas se trituran en carnes,
pescado ensaladas para prevenir intoxicaciones por alimentos (2).

Cientificamente se ha demostrado su actividad antimicrobiana, antioxidante,
antihepatotoxica, antinefrotéxica, antitumoral, antiulcerosa, ademas su efecto
diurético, antiespasmédico y accion osteoclastica (1,3,4). Por otra parte se ha
documentado de forma experimental su actividad antitumoral resaltando el
incremento de la apoptosis de células del cancer hepatico, la inhibicion del glioma
inducido por el factor de necrosis tumoral y la proteccion frente al tumor cutaneo y
de mama (2).

Se ha observado que la actividad antioxidante de los extractos del romero se debe
a los acidos caféico y rosmarinico, este ultimo posee doble funcidn: antioxidante y
estimulante de la produccion de prostaglandina E2 e inhibidor de la produccién de
leucotrienos B4 en leucocitos polimorfonucleares, lo que también resulta importante
como acciéon antiinflamatoria (8,9). Por ultimo se le ha conferido una actividad
antiplaquetaria debido a que inhibe al acido araquidénico, al colageno y a la
trombina (2).

3.1.4. Reacciones adversas y contraindicaciones

La literatura ha reportado los siguientes eventos y reacciones relacionados con el
uso del Rosmarinus officinalis (2):

¢ Inhalado puede causar irritacién y raramente laringoespasmo.

e Reacciones de hipersensibilidad en la piel.
e Dermatitis de contacto y queilitis.
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e En Menores de 12 afios y durante la gestacion se desconocen margenes de
seguridad.

3.2 ACEITE ESENCIAL

Los aceites esenciales son sustancias liquidas volatiles presentes en cada una de
las partes de la planta que por sus propiedades aromaticas y antioxidantes, son
utilizados en la realizacion de perfumes, saborizantes, condimentos y como
antibacterianos de acuerdo a las propiedades estudiadas de la planta a manejar
(10,11).

Son componentes heterogéneos que estan formados por sesquiterpenos, terpenos,
acidos, esteres, lactonas, presentes en las plantas. Los monoterpenoides y los
sesquiterpenoides son terpenos de 10 a 15 carbonos, derivan biosintéticamente de
geranilpirofosfato (GPP) y farnesilpirofosfato (FPP) respectivamente (12).

Los aceites esenciales se caracterizan por ser volatiles y liquidos a temperatura
ambiente, ademas son incoloros, liposolubles y con densidad inferior a la del agua.
Tienen un indice refractario elevado y son solubles en alcoholes y disolventes
organicos (12).

3.2.1. Métodos de obtencion

Se pueden obtener por distintos métodos, el mas utilizado es la extraccién en
corriente de vapor o destilacién, para extraer aromas florales delicados se utiliza
enflorado con grasas a temperatura ambiente. Otro método es la extraccién con
disolventes orgénicos a temperatura ambiente (12,13).

3.2.1.1. Hidrodestilacion

Se debe tener claridad entre el proceso llamado destilacion por arrastre de vapor
pues es similar al proceso de hidrodestilacién; en el primer proceso el vapor
saturado o sobresaturado esta fuera del equipo principal, mientras que en el
segundo proceso el material vegetal y el agua se encuentra en contacto directo
durante el proceso de generar vapor (10,14).
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Figura 1. Equipo de hidrodestilacion clevenger modificado (Laboratorio FUINC)

Fuente: Autores.

Para dar inicio a este proceso, se debe tomar el material vegetal bien sea molido,
macerado o triturado, el cual debe ser suficiente con el fin de obtener la cantidad de
aceite que se requiere, dicho material y el agua se calienta hasta obtener el punto
de ebullicion. El producto obtenido lleva vapor de agua el cual contiene las particulas
del aceite esencial, que al estar en contacto con el agua disminuye su punto de
ebullicion lo cual permite su obtencion (13).

En este proceso se utiliza un equipo denominado clevenger (Figura 1), considerado
el equipo mas adecuado para determinar la totalidad del aceite esencial en una
planta aromatica. Consta de un balén donde se deposita la planta molida y una
cantidad de agua pura, lo cual se calienta de una forma constante haciendo que el
aceite esencial con el agua se evapore. Una conexion en D permite acumular y
separar el aceite esencial de la mezcla condensada, este proceso se lleva a cabo
en dos fases, la fase organica que contiene el aceite esencial, y la fase acuosa en
la que el agua contiene una pequefa fraccion de aceite esencial, lo que genera por
ejemplo, las esencias florales (11,13).
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3.2.2. Métodos de identificaciéon

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es una técnica que
permite realizar la separacién de compuestos volatiles y su respectiva identificacion
hasta la cuantificacion de estos, con el fin de reconocer los metabolitos de la
sustancia a estudiar. La técnica de cromatografia de gases se implementé desde el
afio 1952 donde se identifica y se valida su utilidad (15). Proporciona resultados
obtenidos en corto tiempo con alta resolucién y sensibilidad de las muestras
analizadas. Factores como la temperatura participan en el desarrollo de la
identificacion de compuestos volatiles y semivolatiles por lo tanto se limita su uso
en compuestos poco volatiles, sensibles a cambios térmicos o formas idnicas, por
tanto el uso de esta técnica se enfoca en compuestos volatiles o semivolatiles y que
sean térmicamente estables o que toleren temperaturas de 300 a 400 °C (15,16).

A través de la cromatografia de gases se pueden identificar cantidades de
compuestos individuales en la muestra sometida a proceso de analisis a partir de
curvas de calibracion de los patrones de lectura. Es por esto que la cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas, logra una deteccion de compuestos
volétiles cuantificables de sustancias organicas (16).

La muestra que va a ser sometida a analisis debe ser colocada en la fase movil que
habitualmente es helio. Durante esta fase los componentes de la muestra pasan por
la fase estacionaria que se encuentra fija en una columna capilar localizada en un
area que permite programar temperatura. Cada componente debe migrar a
velocidad entre la fase movil y la estacionaria, cada soluto presente en la muestra
es afin a la fase estacionaria lo que determina su separacion, los que son retenidos
fuertemente en la fase estacionaria se moveran lento, y los que no, se moveran mas
rapido separandose en bandas para su analisis cuantitativo y cualitativo(15,16).

Por otro lado la espectrometria de masas tiene la capacidad de identificar de manera
precisa y sin errores el espectro de cada molécula, midiendo la concentracion de
las sustancias e identificando la estructura de la molécula en el menor tiempo
posible. La identificacion se compara con una coleccion de espectros previamente
determinados en la maquina de analisis, con el fin de identificar la molécula de
origen (16).

3.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
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Las plantas medicinales pueden tener actividad biol6gica debido al conjunto de
compuestos quimicos que la componen. Los aceites esenciales son el producto
volatil obtenido de una materia prima vegetal y resultan ser el producto final del
metabolismo secundario de las plantas aromaticas, constituyendo hasta el 80% de
los mismos, otros compuestos estan solo en trazas y estan constituidos
principalmente por terpenos con actividad y composicion variada, son de naturaleza
oleosa y son encontrados practicamente en todas las plantas (17).

Existen gran variedad de antimicrobianos de origen vegetal como los acidos
organicos, el timol, el carvacrol, el eugenol, los isotiocianatos, la alicina, los fenoles
y los polifenoles(17).

Lugman et al., 2007 (3), han reportado que la inactivacion microbiana de los aceites
esenciales con actividad antimicrobiana es causada por dafio de la pared celular de
los microorganismos, desordenes en la membrana citoplasmatica, agotamiento de
las fuerzas motrices de los protones, coagulacion de los contenidos celulares o
alteraciones en el flujo de electrones, en el flujo del contenido celular y en el
trasporte activo. Davidson y Branen (1993) (18), indicaron que puede ser por
inactivacion de enzimas esenciales o al reaccionar con la membrana celular y alterar
la funcion del material genético. Lépez — Malo (1995) (19), sefiala que la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales puede deberse al deterioro de varios
sistemas enzimaticos en los microorganismos, incluidos aquellos involucrados en la
produccion de energia y en la sintesis de componentes estructurales (17).

La accion de los metabolitos secundarios pueden conducir a la desnaturalizacion de
las proteinas y a la destruccion de la membrana celular, haciéndola mas permeable,
terminando en ruptura o fuga del material del citoplasma, lisis celular y por ende en
la muerte del microorganismo (19).

Las bacterias Gram negativas son generalmente menos sensibles a los aceites
esenciales debido a los lipopolisacaridos presentes en su membrana externa, lo que
restringe la difusion de compuestos hidroéfobos, por o que se requiere un mayor
tiempo de exposicion a los aceites esenciales (19).

Estudios experimentales han demostrado que el aceite esencial de romero tiene
actividad antimicrobiana, antiinflamatorio, antiséptico, diurético, antiespasmaodico
(20). El extracto de hoja de Rosmarinus officinalis afecta a la membrana celular de
las bacterias, la actividad citotoxica afecta directamente a la fase mitética de las
bacterias Gram positivas y Gram negativas (21).
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Considerando la gran variedad de compuestos quimicos presentes en los aceites
esenciales, es muy probable que la actividad antimicrobiana no sea atribuible a un
mecanismo especifico, sino a la accidbn combinada de varios de ellos (22). Los
factores que pueden afectar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
son el grado de inhibicién del tipo de microorganismo, el tipo de sustrato, las
variaciones en la composicion de la planta, las diferencias en las zonas geograficas
de cultivo (17); también depende del caracter hidrofilo o hidréfobo del aceite
esencial, los componentes quimicos presentes y el tipo de microorganismo (19).

Los aceites esenciales se introducen a la célula infectada a través de los lipidos de
la membrana celular y mitocondrial, alterando su estructura y haciéndolas mas
permeables, ocasionando fuga de iones y otros contenidos celulares llevando a la
muerte celular (22). Por su insolubilidad en agua pueden reducir la capacidad de
dilucion o causar separacion de fases en los medios en los que se requiere evaluar,
ademas periodos muy largos de incubacion pueden dar lugar a la evaporacion o
descomposicion de algunos de los componentes quimicos presentes en el aceite
esencial durante su evaluacion (19).

Son muchos los factores que influyen en la composicién de un aceite, como por
ejemplo el origen, la especie, el érgano de la planta, las condiciones climaticas y de
crecimiento (temperatura, fertilizantes, tierra de cultivo, etc.), asi como la destilacién,
la forma de almacenamiento del aceite y la madures de la planta en el momento de
la recoleccién (22); varia también dependiendo el 6rgano de la planta empleado, la
época de cosecha, las condiciones ambientales y método de extraccion, tiempo de
extraccion (23); genotipica y diferencias ambientales dentro de las especies; entre
otros factores (24).

La efectividad de cada método puede ser afectada por diferentes factores tales
como el origen del aceite esencial, el volumen del indculo, la fase de crecimiento

del microorganismo, el medio de cultivo utilizado, el tiempo de inoculacion, la
temperatura, el pH y la actividad de agua del medio (19).

3.4. MICRORGANISMOS

Las cepas implicadas en este estudio son las que se relacionan a continuacion:
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3.4.1. Escherichia coli

Figura 2. Cepa de Escherichia coli.

Fuente: Autores

Es un anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae, se caracteriza por
poseer bacilos Gram negativos, no formadora de esporas, se mueve por medio de
flagelos peritricos. La cubierta consta de tres elementos: la membrana
citoplasmatica, la membrana externa y, entre ambas, un espacio periplasmico
constituido por péptido-glucano. Esta dltima estructura confiere a la bacteria su
forma y rigidez, y le permite resistir presiones osméticas ambientales relativamente
elevadas. En la figura 2, se muestra una cepa de este microorganismo (25).

Escherichia coli coloniza el intestino del hombre y se considera de flora normal, pero
hay descritos seis grupos de E. coli productora de diarrea: enterotoxigénica,
enterohemorragica, enteroinvasiva, enteropatdogena y enteroagregativa (25,26).

3.4.2. Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa, inmoévil, no esporulada y que

no posee capsula. La mayoria de los estafilococos producen catalasa, enzima capaz

de desdoblar el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre. El género

Staphylococcus contiene 32 especies, de las cuales 16 de ellas se localizan en los

humanos, algunas forman parte de la flora de piel y mucosas en humanos, y otras
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se encuentran solo entre la flora de otros mamiferos y aves. Algunas de estas
especies son patdégenas cuando existe predisposicion e inmunosupresion en el
huésped (27). Entre las especies que colonizan al humano, las de mayor
importancia clinica son: Staphylococcus aureus y Staphylococcus lugdunensis (28).

Una caracteristica sobresaliente del genoma de Staphylococcus aureus es la
presencia de gran numero de elementos moviles, que contienen factores de
virulencia y resistencia a diversos antimicrobianos. Los transposones pueden
transportar uno 0 mas marcadores de resistencia antibiotica (28).

3.4.3. Klebsiella pneumoniae

Figura 3. Cepa de Klebsiella pneumoniae.

Fuente: Autores.

Corresponde a la familia Enteorbacteriacea, son microorganismos con forma de
baston, estd formado por bacilos Gram negativos, anaerébicos facultativos y
oxidasa negativos. Se caracteriza por ser generalmente capsuladas, no moviles,
productoras de la enzima lisina descarboxilasa (29,30). Su envoltura celular es una
estructura multilaminar, su membrana interna consta de una doble capa de
fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos y demas moléculas (29).
La membrana externa consta de otra doble cadena de fosfolipidos que incluyen
lipopolisacaridos que hacen parte un factor importante de virulencia. En la figura
3, se muestra una cepa de este microorganismo

Forma parte de flora habitual en boca, piel e intestinos puede causar infeccion
urinaria y neumonia y aunque con poca frecuencia absceso hepatico. La mayoria
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de las infecciones se adquieren en medio hospitalario u ocurren en paciente
inmunocompremetidos (31).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

A continuacion se relacionan por categorias, los materiales utilizados para llevar a
cabo este trabajo.

4.1.1.

Insumos

Material vegetal: Hojas de Rosmarinus officinalis.
Micropipetas.

Pinzas.

Sensidiscos blancos estériles.

Puntas para micropipetas.

Cajas de Petri.

. Equipos:

Hidrodestilador tipo clevenger modificado.
Cromatégrafo de gases.

Balanza de precision.

Incubadora.

. Reactivos:

Agar Mueller Hinton
Agar Tripticasa de Soya
Agua peptonada

Agua destilada

Diclorometano
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4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Tipo de estudio

Se realizé un estudio observacional de la actividad antimicrobiana del Rosmarinus
officinalis en tres muestras diferentes.

4.2.2. Poblacion a estudio Se tomé para este estudio la parte area de la especie
Rosmarinus officinalis

4.2.3. Localizacion

Se obtuvieron muestras del material vegetal (M1R, M2R y M3R) a partir de tres
zonas geograficas diferentes en la sabana de Bogota D.C.

4.2.4. Recoleccion de la muestra e identificacién de material vegetal

Se realizo visita a los tres lugares seleccionados para la toma de las muestras del
material vegetal. De cada lugar se tomoO aproximadamente 1 kg de material
vegetal; se corto los tallos de aproximadamente 30 cm de longitud y de grosor
similar. El material fue transportado en bolsas plasticas y conservado en frio.

Adicional a esto se recolectd ejemplares botanicos para identificacidn por el herbario

segun protocolo del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Colombia.

4.2.5. Obtencion de aceite esencial

A partir de las de las muestras del material vegetal, previa trituraciéon de hojas, se
realizo la hidrodestilacion con el equipo clevenger modificado para la obtencion del
aceite esencial, el cual se utiliz6 para realizar la cromatografia de gases mas
espectometria de masas y el andlisis de actividad antimicrobiana.

Se calcul6 la densidad del aceite vegetal de acuerdo a la siguiente formula:

masa (g)

Densi ' -
ensidad del aceite vegetal volumen (ml)
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4.2.5. Cromatografia de gases y espectometria de masas

En el laboratorio de ciencias basicas y quimica bioorganica de la Universidad
Militar Nueva Granada se llevo a cabo la identificacién de metabolitos secundarios
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los
perfiles cromatograficos y los espectros de masas fueron obtenidos con un equipo
Thermo Trace 1300 acoplado a un espectrémetro de masas ISQ LT con
cuadrupolo sencillo como analizador (Figura 7). Para el andlisis se utiliz6 una
columna Rxi® 5Sil MS de 60 m, 0.25 mm ID y 0.25 pym df (5% difenil/95%
dimetilpolisiloxano).

Se implementé un programa de temperatura empezando en 120 °C
manteniéndose durante 2 min, luego se aplicé una rampa de 6 °C/min hasta llegar
a 300°C manteniéndose durante 10 min; el volumen de inyeccion fue 1uL en modo
Split, con un flujo de 1mL/min y una relacién de Split de 10. La forma de ionizacién
fue impacto electrénico (E.I) a 70 eV.

Figura 4. Cromatdgrafo Universidad Militar Nueva Granada.

Fuente: autores

27



4.2.6. Actividad antimicrobiana

En el laboratorio de microbiologia de la Fundacion Universitaria Juan N Corpas, se
llevo a cabo la evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Las cepas que se utilizaron en los ensayos fueron ATCC (American Type Culture
Collection), para gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 6538; y para gram
negativas Escherichia coli ATCC 8739 y Klebsiella pneumoniae ATCC 10031. El
cultivo celular de cada uno de los microorganismos se preparo inoculando cada
unade las cepas ATCC por siembra masiva en una caja de petri con Agar
Tripticasa de soya a partir de las perlas del sistema de preservacién Cryobank.

Se incubaron a 35 *2°C por 24 horas, en condiciones aptas para
bacterias. Transcurrido el tiempo de incubacion se realizé la tincién de gram para
cada uno de los microorganismos verificando la pureza del cultivo y a través de
medios soélidos selectivos. El inoculo utilizado contiene 3,0 x 108 UFC/mL
equivalentes al estandar numero 1 de la escala McFarland (USP 2014). Se usaron
como controles positivos gentamicina y vancomicina a una concentracion de 30 pg.

Se calculd el porcentaje de inhibicion del material vegetal con respecto a los
controles segun la siguiente formula (32) tomando como datos primarios los
didmetros de los halos de inhibicion del material vegetal y del medicamento control:

Promedio del diametro del material vegetal

P ) S % 1
orcentaje de inhibicion Promedio del diametro del control 00
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5. RESULTADOS

5.1. CROMATOGRAFIA DE GASES Y ESPECTROMETRIA DE MASAS.

A continuacion se relacionan las imagenes de los reportes de las cromatografias
obtenidas del analisis de los aceites esenciales en cada una de las muestras
(Figuras 8 a 10), donde se observan los picos del area de retencion de las
sustancias 1R a-Pineno, eucaliptol, 2-Bornanone y a-Terpineol.

Figura 5. Cromatografia M1R. Reporte UMNG Laboratorio de quimica bioorgénica.
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Figura 6. Cromatografia M2R. Reporte UMNG Laboratorio de quimica bioorgénica.
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Figura 7. Cromatografia M3R. Reporte UMNG Laboratorio de quimica bioorganica.
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En cada una de las imagenes se evidencia como se comporta la abundancia relativa
en el tiempo para las tres muestras obtenidas.

En el Anexo C se encuentra los compuestos que por comparacion presentan mas
de un 90% de coincidencia con el espectro de la libreria NIST 08 y los porcentajes
de abundancia de cada componente dentro del aceite esencial, el 29,4%
corresponden a terpenos.

En el aceite esencial de cada muestra fueron identificados 51 compuestos de los
cuales 14 corresponden a monoterpenos y 1 sesquiterpeno (tabla 5).

Tabla 2. Terpenos identificados en las muestras.

MIR - M2R - M3R
1R a Pineno
Camfeno
a Pineno
D Limoneno
Eucaliptol
Cis aTerpineol
a Linalool
Endo-borneol
I-Verbenona
Acetato de borneol
Cariofileno
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c-Terpineno

a felandreno
Alcanfor

Terpinen 4 ol

5.2. DESCRIPCION GENERAL DEL MATERIAL VEGETAL Y EL ACEITE
ESENCIAL OBTENIDO

Se realizd la consecucion del material vegetal en tres zonas geogréaficas de la
sabana de Bogotd D.C., encontrando dos cultivos orgéanicos y un arbusto
ornamental, tal como se muestra en las figuras 5 a 7. En la tabla 2 se describen las
caracteristicas botanicas de las muestras.

Figura 8. Rosmarinus officinalis (M1R) Rancho natural.

Fuente: Autores.
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Figura 9. Rosmarinus officinalis (M2R). Barrio Aranjuez.

Fuente: Autores.

Figura 10. Rosmarinus officinalis (M3R) Jardin medicinal Jorge Pifieros Corpas.

Fuente: Autores.

Tabla 3. Condiciones botanicas y labores culturales de material vegetal.

M1R M2R M3R
Fecha 29/09/2016 01/10/2016 03/10/ 2016
recoleccion
Variedad Israeli Israeli Crespo
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Edad del cultivo 18 meses 8 afos 10 afios

Origen Esquejes Esquejes Esquejes
Altura 50 cm 120cm 180 cm
Color Verde brillante Verde oscuro Verde brillante
Ambiente cultivo Campo abierto- Matera Campo abierto-

suelo suelo
Area sembrada 40 m? 2 m2 10 m2
Manejo de cultivo Aspersion Lluvia Aspersion
Fumigacién 3 meses con ajoy No No

aji

Control de Manual No Manual
arvenses
Manejo Organico No Organico

fitosanitario

Se recogieron las muestras de material vegetal en las tres ubicaciones referidas de
acuerdo a las localizaciones que se describieron en la tabla 3. Las caracteristicas,
con relaciéon al peso, material vegetal densidad y rendimiento de cada una de las
muestras de romero se describen la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas geograficas de las muestras vegetales.

M1R M2R M3R
Rancho Natural: Km Barrié Araniuez Jardin medicinal
Ubicacién 6.5 via Siberia — juez. Jorge Pifieros

Localidad Usaquén

Tenjo Corpas

Latitud: 4° 84’ Latitud: 4° 74" Latitud: 4° 76
Coordenadas 58.13” N. Longitud: 35.94”N. Longitud: 15.39”N. Longitud:
-74°15’ 85.55"W -74° 03’ 37.66"W -74° 09’ 26.71"W

Altura 2.551 msnm. 2.557 msnm. 2.557 msnm.
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Tabla 5.Material vegetal y caracteristicas de aceite esencial.

ACEITE DENSIDAD _ RENDIMIENTO
MUESTRA =~ PESO(9)  esenciaL (mL) (g/mL) (%)
MIR 10543 11 0,85 0,888
M2R 50,1 5 0,81 0,795
M3R 999,5 9 0,83 0,754

5.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se utilizaron como antibiéticos control para las cepas seleccionadas gentamicina y
vancomicina a concentraciénes de 30 mcg. Se realiz6 la evaluacion actividad
antimicrobiana de estos antibioticos control, encontrando los didmetros de los halos
de inhibicion reportados en la tabla 6. En la figura 11 se observan los halos de
inhibicion de los controles.

Tabla 6. Diametros de halos de inhibicion (mm) de los controles.

CONTROL
S OSITVG DI D2 D3 D4 PROMEDIO ANTIBIOTICO
Escherichiacoli 1756 1655 1582 1147 1535 GENTAMICINA
Klebsiella 1354 1376 13,15 1397 13,61 GENTAMICINA
pneumonlae

i’fﬁgﬂzlococcus 15,67 16,00 14,92 1543 1551 VANCOMICINA

Figura 11. Halos de inhibicion de los controles.
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Control positivo E. coli con gentamicina | Control positivo K. pneumoniae con
gentamicina

Adicionalmente, se realiz6 la evaluacion de la actividad antimicrobiana del material
vegetal encontrado, basados en dos volumenes diferentes de los aceites esenciales
(5y 15 pL).

5.3.1. Volumen 5 pL

En la tabla 7 se reporta el promedio de los halos de inhibicion del material vegetal
(M1R) con el porcentaje de inhibicion con un volumen de 5 uL del aceite esencial
frente a tres cepas estudiadas. En la figura 12 se observan los halos de inhibicion
del material vegetal frente a las 3 cepas.

35



Tabla 7. Diametros de halos de inhibicion (mm) y porcentaje de inhibicion de M1R
(5 pL).

M1R D1 D2 D3 D4 PROMEDIO % INHIBICION
E. coli 8,10 8,27 8,06 8,06 8,12 52,92

K. pneumoniae 8,35 8,32 8,31 8,37 8,33 61,28

S. aureus 0 0 0 0 0 0

Figura 12. Halos de inhibicion de M1R (5 uL)

E. coli S. aureus K. neumoniae

En la tabla 8 se reporta el promedio de los halos de inhibicion y porcentaje de
inhibicion con un volumen de 5 L del aceite esencial de M2R frente a las tres cepas
estudiadas. En la figura 13 se observan los halos de inhibicion del material vegetal
frente a las 3 cepas.

Tabla 8. Diametros de halos de inhibicibn (mm) y porcentaje de inhibicion de M2R
(5 pL).
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M2R D1 D2 D3 D4 PROMEDIO % INHIBICION
E. coli 8,75 8,16 8,44 8,76 8,52 55,55

K. pneumoniae 8,25 7,97 7,62 8,29 8,03 59,04

S. aureus 0 0 0 0 0 0

Figura 13. Halos de inhibicion M2R (5 pL).

E. coli

S. aureus

K. pneumoniae

En la tabla 9 se reporta el promedio de los halos de inhibicion y porcentaje de
inhibicién con un volumen de 5 pL del aceite esencial de M3R frente a las tres cepas
estudiadas. En la figura 14 se observan los halos de inhibicion del material vegetal
frente a las 3 cepas.

Tabla 9. Diametros de halos de inhibicion (mm) y porcentaje de inhibicion de M3R

(5 pL).

M3R D1 D2 D3 D4 PROMEDIO % INHIBICION
E. coli 7,64 8,65 8,87 8,37 8,38 54,61

K. pneumonia 9,32 9,00 9,81 9,12 9,31 68,45

S. aureus 8,10 8,11 8,10 8,01 8,08 52,11

Figura 14. Halos de inhibicion M3R (5 pL).
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E. coli S. aureus K. pneumoniae

5.3.2. Volumen 15 L

En la tabla 10 se reporta el promedio de los halos de inhibicién y porcentaje de
inhibicion con un volumen de 15 pL del aceite esencial de MI1R frente a las tres
cepas estudiadas. En la figura 15 se observan los halos de inhibicion del material
vegetal frente a las 3 cepas.

Tabla 10. Diametros de halos de inhibicion (mm) y porcentaje de inhibicion de M1R
(15 pL).

M1R D1 D2 D3 D4 PROMEDIO % INHIBICION
E. coli 9,24 9,54 9,52 890 9,31 60,59
K. pneumonia 9,18 10,26 7,79 10,14 9,31 68,49
S. aureus 9,05 9,25 8,71 8,97 8,99 58,01

Figura 15. Halos de inhibicion M1R (15 pL).
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E. coli S. aureus K. pneumoniae

En la tabla 11 se reporta el promedio de los halos de inhibicion y porcentaje de
inhibicion con un volumen de 15 pL del aceite esencial de M2R frente a las tres
cepas estudiadas. En la figura 16 se observan los halos de inhibicion del material
vegetal frente a las 3 cepas.

Tabla 11. Didmetros de halos de inhibiciébn (mm) y porcentaje de inhibicion de M2R
(15 pL).

M2R D1 D2 D3 D4 PROMEDIO % INHIBICION
E. coli 9,07 10,5 9,25 9,61 9,60 62,59
K. pneumoniae 8,26 9,54 9,08 8,28 8,79 64,61
S. aureus 8,91 8,70 9,38 9,55 9,13 58,92

Figura 16. Halos de inhibicion de M2R (15 pL).
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E. coli S. aureus K. pneumoniae

En la tabla 12 se reporta el promedio de los halos de inhibicién y porcentaje de
inhibicion con un volumen de 15 pL del aceite esencial de M3R frente a las tres
cepas estudiadas. En la figura 17 se observan los halos de inhibicién del material
vegetal frente a las 3 cepas.

Tabla 12. Diametros de halos de inhibiciéon (mm) y porcentaje de inhibicion de M3R
(15 pL).

M3R D1 D2 D3 D4 PROMEDIO % INHIBICION
E. coli 9,70 10,09 9,75 9,44 9,74 63,49
K. pneumoniae 9,31 10,48 7,76 6,30 8,46 62,20
S. aureus 10,37 10,05 9,25 9,61 9,82 63,33

Figura 17. Halos de inhibicion de M3R (15 pL).

E. coli S. aureus K. pneumoniae
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 CROMATOGRAFIA DE GASES

En cuanto a los terpenos identificados con mayor porcentaje de coincidencia en los
aceites esenciales de Rosmarinus officinalis, tomamos el area de abundancia
relativa evidenciando un porcentaje mayor para eucaliptol, 1R-aPineno, bornanone,
camfeno, a-pineno, acetato de borneol como se registra en la tabla 13.

Tabla 13. Porcentaje de area de terpenos de cada material vegetal de romero.

COMPUESTO % AREA
M1R M2R M3R
Eucaliptol 23,06 24,90 27,05
1R- aPineno 14,79 16,37 21,82
Alcanfor 14,38 16,25 3,42
Camfeno 9,85 10,05 5,72
a-Pineno 7,80 5,44 6,14
Acetato borneol 6,36 1,62 3,03
D-Limoneno 3,31 4,03 3,31
a felandreno 3,13 3,40 0,31
Endo-borneol 2,42 2,15 1,67
c-Terpineno 2,29 2,01 1,70
[-Verbenona 2,13 1,77 9,35
Cariofileno 1,70 1,48 0,55
Terpinen 4 ol 1,49 1,50 1,59
a- Linalol 0,27 0,36 3,21
Terpineol, cis-a 0,21 0,13 0,16

El andlisis comparativo de los componentes reportados en los aceites esenciales
de Rosmarinus officinalis permitié identificar mayor porcentaje de area de alcanfor
en M1R (14,38%) y M2R (16,25%) en comparacion a M3R (3,42%); de igual manera
se evidencio con camfeno en M1R (9,85%) y M2R (10,05%) en comparacién a M3R
(5,72%).

En contraposicion se observd un mayor porcentaje de area en M3R de 1R-a pineno
(21,82%) respecto a M1R (14,79%) y M2R (16,37%); asi mismo con |- verbenon en
M3R (9,35%) en comparacion a M1R (2,13%) y M2R (1,77%).
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6.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

En la siguiente tabla se muestra la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales a un volumen de 5 pL; se document6 un mayor porcentaje de inhibicién
frente a Klebsiella pneumoniae en las tres muestras; M1R y M2R no mostraron
actividad frente a Staphylococcus aureus.

Tabla 14. Actividad antimicrobiana a 5uL

ESPECIE M1R M2R M3R
Escherichia coli 52,9% 55,6% 54,6%
Klebsiella pneumoniae 61,3% 59,0% 68,4%
Staphylococcus aureus 0,0% 0,0% 52,1%

Con un volumen de 15 pL en todas las muestras se observd actividad
antimicrobiana significativa y similar con porcentajes de inhibicion superiores al
50%, frente alas cepas de estudio tal como se relaciona a continuacion.

Tabla 15. Actividad antimicrobiana a 15uL

ESPECIE M1R M2R M3R
Escherichia coli 60,6% 62,6% 63,5%
Klebsiella pneumoniae 68,5% 64,6% 62,2%
Staphylococcus aureus 58,0% 58,9% 63,3%
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7. CRONOGRAMA

Mes

CRONOGRAMA

Planteamiento de pregunta de investigacidn

Elaboracién de objetivos del trabajo

Elaboracién de marco tedrico

Elaboracién de metodologia

Realizacion de pruebas y ensayo de laboratorio

Analisis y discusion de los resultados obtenidos

Elaboracién de conclusiones

Elaboracién de tablas, graficas y cuadro de resultados
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8. DISCUSION

Las diferencias encontradas en la composicion quimica de los aceites esenciales
pueden estar relacionadas con el hecho de que a pesar de que es la misma especie
estudiada las condiciones ambientales en las 3 muestras (temperatura, suelo,
humedad relativa, época de recoleccion, etc.) son diferentes.

En nuestro estudio se reporta que la actividad antimicrobiana observada, basados
en la actividad de Rosmarinus officinalis sobre cepas Gram positivas y gram
negativas, puede ser debida a la presencia de monoterpenos, tales como eucaliptol,
1R a pineno, alcanfor y camfeno, los cuales se observaron en una concentracion
mayoritaria.

Resultados similares también se han reportado en la literatura por Rondon et al y
Cobellis et tal, demostrando en el aceite esencial de Rosmarinus officinalis que su
actividad antimicrobiana se basa en compuestos bioactivos basicamente
monoterpenos (33,34).

Adicionalmente, dicha actividad también se atribuye a sus distintos componentes
fenolicos como el acido carndsico, carnasol y acido rosmarinico y a los principales
agentes activos contenidos en el aceite esencial como son: pineno, canfeno,
eucaliptol, limoneno, alcanfor, linalol, D-linalol, borneol y su acetato, terpeno y
cariofileno (35), tal y como se comprobd en nuestro estudio; de igual forma Rau et
al., 2006 (36), reportaron la actividad antimicrobiana y citotoxicidad del a-pineno,
eucaliptol, camfeno, B-mirceno, alcanfor y borneol, contenidos en el aceite de
romero.

Dehkordi et al., 2009 (37), estudiaron e identificaron al a- pineno en una proporcién
de 14.06 %, alcanfor y eucaliptol 13.62%; verbenona 11.2%; borneol 7.3%; 3—
octanona 7.02%; camfeno 5.46% y linalol 5.07% en el aceite esencial y concluyeron
que la accion inhibitoria del romero es eficaz. Por ultimo, Mekonnen A. et al., 2016
(38), identificaron los monoterpenos biciclicos principales del aceite de romero, a-
pineno y B-pineno mostraron una actividad biolégica considerable. También
Weerakkody N. et al.,, 2011 (39), registraron como principales componentes
quimicos del extracto de romero a eucaliptol (26,3%) y alcanfor (20,3%); resultados
similares a los reportados por nosotros, siendo para eucaliptol 23.06, 24.9 y 27.05%
para las muestras M1R, M2R y M3R respectivamente.
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Los porcentajes de inhibicién observados en cada una de las muestras de romero,
mostraron variabilidad en la actividad antimicrobiana segun el volumen de los
aceites esenciales sobre cada una de las cepas ensayadas.

A un volumen de 5 pL de aceite esencial de M1R y M2R no mostraron actividad
antimicrobiana frente a S. aureus pero al aumentar el volumen a 15 pL se evidencia
un porcentaje de inhibicion superior al 50%, asi mismo aumento la actividad frente
E. coliy K pneumoniae; comportamiento similar reportado por Volcéo L. et al., 2011
(40), quienes evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis sobre Escherichia coli O157:H7 Enterococcus faecalis y
Enterobacter aerogenes. El aceite esencial mostré mayor actividad antimicrobiana
en Enterococcus faecalis Gram-positivo y Enterobacter aerogenes bacilo Gram -
negativo. También mostraron inhibicion del crecimiento de Escherichia coli O157:H7
a mayor concentracion del aceite esencial, tal como lo reportamos en nuestro
estudio.

Algunos estudios han demostrado que el romero disminuye el crecimiento de
algunas bacterias tales como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium sp, Bacillus subtilis, Salmonella spp, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Mycobacterium intracellularae, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona auruginosa (35). Nuestros resultados son consistentes con los
resportado por Hussain A. et al. (4), Kamal A. et al. (24), Fu Y. et al (41) y Abdel R
et al. (42), en donde se documentd actividad antimicrobiana para las cepas
estudiadas.

La actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Rosmarinus officinalis
utilizando el método de difusion del disco (Kirby Bauer), obtuvo efecto frente a una
bacteria Gram positiva; Staphylococcus aureus ATCC 25923 y una bacteria Gram
negativa, Escherichia coli ATTC 11225 (33).
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio corroboran la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales obtenidos de la hojas de Rosmarinus officinalis frente a las cepas
estudiadas, sin documentarse variabilidad entre las tres muestras analizadas; esto
debido al contenido de compuestos principalmente monoterpenos que cumplen
esta actividad biolégica.

Se identificé que a mayor volumen de aceite esencial sobre las cepas utilizadas
aumenta la actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana se puede explicar por la presencia de metabolitos
secundarios como eucaliptol, 1R a pineno, alcanfor, camfeno entre otros.

Existe diferencia en los porcentajes reportados de compuestos encontrados en M1R
y M2R (israeli) respecto a M3R (crespo), que podria corresponder a la variedad de
especie; esto se podria relacionar con las diferencias encontradas en la actividad
antimicrobiana, teniendo en cuenta que a bajo volumen de aceite esencian en la
muestra israeli no mostro inhibicion frente a S. aureus.

Podemos considerar el uso de romero como terapia complementaria para manejo
de patologias infecciosas causadas por E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, teniendo

en cuenta la efectividad que mostro actividad antimicrobiana en nuestro estudio.

Se identificd actividad antimicrobiana frente a Klebsiella pneumoniae, la cual ha sido
poco documentada en la literatura consultada.
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10. RECOMENDACIONES

Consideramos tener en cuenta en proximos estudios el andlisis detallado de
factores externos como las condiciones del suelo y cultivos, los cuales pueden influir
en las diferencias encontradas en cada muestra vegetal a pesar de ser la misma
especie.

Este estudio abre la posibilidad a futuras investigaciones para ampliar indicaciones
terapéuticas del romero frente a diferentes patologias de origen infeccioso, asi como
para evaluar la dosis respuesta de este material vegetal a diferentes volimenes y
concentraciones en su efecto antimicrobiano.
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ANEXOS

Anexo A. Ubicacion satelital GPS de material vegetal
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Anexo B. Identificgcién por el herbario segun protocolo del Instituto de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional de Colombia.

UNIVERSIDAD NACIObfAL DE COLOMBIA

SEDE BOGOTA
FACULTAD DE CIENCIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES
HERBARIO NACIONAL COLOMBIANO (COL)

COL - 408
Bogota D.C., 12 de octubre de 2016

Sefiores

Erika Ruiz Malaver

Ciudad

Asunto: Identificacion Taxonémica muestras

Cordial Saludo,

Me permito dar respuesta a su solicitud referente a la identificacion taxonomica de la(s) muestra(s)
botanica(s):

T—F ‘ [ No de B

| Nombre FAMILIA No. COL Colector Colecta | Determiné |

[ oo SaleN s S _F*A-k4 R ifin Y 4

| Rosmarims onats .| P soes | Cistenlbpez | OW |cpamwos0te

| o | Erika Ruiz & Andrea

Bgsmarinus officinalis L. <£MIACEAL 592070__7 Agudelo E C.Parra-0.2016 |
5 Erika Ruiz & Andrea | |

| Rosmarinus officinalis L. | LAMIACEAR 502089 Agudelo 0B | C. Parra-0./2016

Esta certificacion no es valida para tramites ante el INVIMA o el ICA. El (Los) pliego(s) testigo(s) quedaré(n)
como muestra permanente en nuestro herbario.

Cordialmente,

Prof: BERTO PARRA
Administrador General

Herbario Nacional Colombiano -COL
E-mail: herbacol_fcbog@unal.edu.co

Copie: Archivo COL
Hector Takio

Carrera 30 No. 45-03, INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES,
“HERBARIO NACIONAL COLOMBIANO (COL)" Edificio 425- 2° piso, Oficina 222
Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext.11538 — 11518 Fax: 11538
Correo electrénico: herbacol_fcbog@unal.edu.co
Bogot4, Colombia, Sur América
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Anexo C. Compuestos identificados en CMG-EM

M1R

M2R

M3R

Metabolitos secundarios
Cyclobutene, 2-
propenylidene
3-Thujene
1R-a-Pinene
Camphene
4(10)-Thujene
2(10)-Pinene
2,3-Dehydro-1,8-cineole
a-Phellandrene
3-Carene
a-Terpinen
p-Cymene
D-Limonene
Eucalyptol
¢c-Terpinene
Terpineol, cis-a
p-Mentha-1,4(8)-diene
a-Linalool
2-Cyclohexen-1-ol, 1-
methylethyl-, trans
2-Cyclohexen-1-ol, 1- 1-
methylethyl cis-
(+)-2-Bornanone

endo-Borneol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
[-Verbenone
Borneol, acetate
Eugenol
Methyleugenol
Caryophyllene
Humulene
Caryophyllene oxide

Metabolitos secundarios
Cyclobutene, 2-
propenylidene
Tricyclene
1R-a-Pinene
Camphene
4(10)-Thujene
a-Pinene
a-Phellandrene
3-Carene
p-Mentha-1,4(8)-diene
0-Cymene
D-Limonene
Eucalyptol
¢c-Terpinene
Terpineol, cis-a-
p-Mentha-1,4(8)-diene
p-Cymenene
a-Linalool
Terpineol, cis-a-

2-Cyclohexen-1-ol,
methylethy, trans
2-Cyclohexen-1-ol,
methylethy cis
(+)-2-Bornanone
endo-Borneol
a-Terpineol
I-Verbenone
Bornyl acetate
Eugenol
Methyleugenol
Caryophyllene
Humulene
Caryophyllene oxide

Metabolitos secundarios
Cyclobutene, 2-
propenylidene
3-Thujene
1R-a-Pinene
Camphene
4(10)-Thujene
2(10)-Pinene
a-Phellandrene
a-Terpinene
p-Cymene
D-Limonene
¢c-Terpinene
Terpineol, cis-a
-Mentha-1,4(8)-diene
a-Linalool
a-Campholenal
cis-Verbenol
(+)-2-Bornanone
endo-Borneol

©

3-Pinanone, cis
p-Menth-1-en-4-ol

a-Terpineol
[-Verbenone
Borneol, acetate
Geranyl acetate
Methyleugenol
Caryophyllene
Humulene
Caryophyllene oxide
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