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RESUMEN

El presente estudio de tipo descriptivo-explicativo, ejecutado mediante un disefio
cuasi experimental, ha sido realizado con el objetivo de evaluar la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.)
como sustancia natural, comparada con el Ciprofloxacino sobre cepas de
Escherichia coli (ATCC® 25922™). El procedimiento experimental in vitro se
efectud utilizando 25 placas con agar Muller Hilton, para un tamafio muestral de
80 mediciones de halos de inhibicion; para la siembra microbiolégica se utilizo el
Método difusion en disco, estandarizado por Kirby-Bauer, en cinco grupos de
estudio; se usé el aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) en
diferentes concentraciones al 100%, 50% y 25%, Ciprofloxacino (control positivo) y
agua destilada (control negativo), las cuales fueron evaluadas a las 24, 48y 72
horas de incubacion a 37°C, midiendo los halos de inhibicion en mm., y el andlisis
cromatografico (GC-FID) para la identificacion de metabolitos secundarios volatiles.
Los datos fueron procesados a través del programa estadistico SPSS®
mediante las pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, trabajados a un nivel de confianza del 95%. Los
resultados obtenidos del andlisis cromatografico expresan que los cinco elementos
mas relevantes que componen la muestra de aceite esencial son: limoneno, a-
pineno, B-pineno, B-mirceno y a-felandreno. Asimismo, la concentracion que tuvo
mayor efecto antibacteriano frente a cepas de Escherichia coli (ATCC® 25922™)
fue al 100% , con un halo de inhibiciéon de 29.4 mm, seguida de la concentracion
50%, con un halo de inhibicibn de 14.7mm, segun la escala de Duraffourd —
Lapraz, a un valor de significancia (p> 0.05), En conclusion, el aceite esencial de
las hojas de molle (Schinus molle L.) presenta efecto antibacteriano frente a cepas

de Escherichia coli.

Palabras clave: Aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.);
metabolitos segundarios volatiles; efecto antibacteriano; Escherichia coli;

Ciprofloxacino.
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ABSTRACT

The present study of descriptive-explanatory type, executed by means of a quasi-
experimental design, has been carried out with the objective of evaluating the in
vitro antibacterial activity of the essential oil of molle leaves (Schinus molle L.)
natural substance as compared with ciprofloxacin on Escherichia coli (ATCC®
25922™) strains. Materials and Methods: experimental, in vitro study, 25 boxes
Miiller Hilton agar for a sample size of 80 measurements of inhibition halos was
used for the seeding to method Disk diffusion, standardized by Kirby-Bauer in five
study groups, the essential oil of the molle leaves (Schinus molle L.) in different
concentration 100% ,50%, and 25% also it was used the ciprofloxacin as a positive
control, distilled water as negative control, behavior that it was evaluated at 24, 48
and 72 hours of exposure incubation 37°C measuring the inhibition halos in mm.
and Chromatographic analysis (GC-FID) for the identification of volatile secondary
metabolites. Data were processed through the SPSS® statistical software using the
Kolmogorov-Smirnov normality tests and Shapiro-Wilk and tests nonparametric
Kruskal-Wallis it was work at a confidence level of 95%. Results: The five most
relevant elements volatile secondary metabolites that make up the sample of
essential oil are: Limonene, a-pinene, B-pinene, B-myrcene, a-phellandrene,
Likewise, The concentration that had the highest antibacterial effect against strains
of Escherichia coli (ATCC® 25922 ™) was 100% with an inhibition halo of 29.4 mm,
followed by 50% concentration with an inhibition halo of 14.7 mm, with values of
significance (p> 0.05). Conclusion: The essential oil of the leaves of molle (Schinus

molle L.) has antibacterial effect against strains of Escherichia coli.

Key words: Essencial oil of molle leaves (Schinus molle L.); volatile secondary

metabolites; antibacterial effect; Escherichia coli; Ciprofloxacin.
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INTRODUCCION

En el mundo entero el uso de plantas medicinales se emplean en diversas
culturas para tratar y prevenir muchas enfermedades que afectan al ser humano.
Nuestro pais se caracteriza por la diversificacion de estas plantas, las cuales eran
usadas por nuestros ancestros para curar las enfermedades, mediante esencias,
parches de plantas, masajes, entre otros; estos se complementaban con rituales,
ruegos y suplicas sagradas a dioses de la naturaleza. Es el caso de la existencia
del Schinus molle L). Esta planta es reconocida por sus propiedades
antibacterianas, antimicrobianas, cicatrizantes, etc. Es por eso que se tuvo el
interés de conocer sus principios activos y su accién farmacolégica (Gonzales,
1998). Es una especie ampliamente distribuida en el Pert que se ha adaptado a
diversas extensiones; contiene propiedades curativas en sus distintas partes, las
cuales se tratan de demostrar en numerosos estudios realizados en diferentes
paises. Como un medio efectivo de brindar calidad de vida a los ciudadanos que
sufren ciertas afecciones y/o enfermedades cronicas, se plantea su utilizacion con
fines medicinales (Arroyo et al., 2007). La creciente demanda en la utilizacion y
mercadeo de fitofarmacos con propiedades curativas o preventivas que ayudan al
organismo a recuperarse de los desequilibrios producidos por las enfermedades o
a protegerse de ellos, han mostrado un aumento en el consumo de la poblacién en

general. (Garcia et al., 2004).

El objetivo de esta investigacion fue, justamente, comprobar que el aceite esencial
de las hojas de molle (Schinus molle L.) tiene efecto antibacteriano en cepas de
Escherichia coli, comparado con el Ciprofloxacino, en cultivos bacterianos,
usando el agar Muller Hilton por el método de difusion en disco; pues, se conoce
gue un porcentaje de pacientes ya presentaron o estan presentando resistencia al

Ciprofloxacino, por ello, el motivo de esta investigacion.

La presente tesis que expone el planteamiento, marco teorico, proceso
metodoldgico, resultados, conclusiones y recomendaciones del estudio se integran

en seis capitulos, a saber:



El primer capitulo aborda el problema de la investigacion, los objetivos, la
justificacion e importancia del estudio.

El segundo capitulo desarrolla el marco tedrico, teniendo en consideracion los
antecedentes, las bases tedricas, la formulacion de las hipétesis, las variables, asi
como el marco conceptual.

El capitulo tercero se refiere a la metodologia que comprende el tipo, disefio, la
formulacion de las hipoétesis, las técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, y
el procedimiento experimental asumido.

El cuarto capitulo aborda la presentacion y el analisis de los resultados.

El quinto capitulo expone las conclusiones y recomendaciones.

El capitulo sexto presenta las referencias bibliogréaficas consultadas.

Finalmente, la tesis que presentamos a la comunidad académica y al publico, en
general, dada la alta significatividad del tema estudiado en campo de la salud,
consideramos que sera un gran aporte para el tratamiento alternativo de las

enfermedades infecciosas, promoviendo asi la calidad de vida de las poblaciones.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Realidad problematica

El uso de plantas medicinales, estuvo presente en diferentes culturas y en
nuestros antepasados los cuales fueron transmitidos de generacién en
generacion. Demostrar mediante estudios in vitro su eficiencia y eficacia nos
proporciona el soporte necesario para confiar en su eficiencia y eficacia para el
uso terapéutico. (Abad M.J., 2007).

La OMS define a Escherichia coli como una bacteria que normalmente se
encuentra alojada en el intestino de los seres humanos y animales. En su
mayoria la cepa Escherichia coli no generan enfermedad. No obstante, existen
algunas que si desarrollan en enfermedades graves, para contrarrestar estas
patologias, se han efectuado avances cientificos en las ultimas décadas, con el
propoésito de buscar nuevas drogas para esta bacteria que muchas veces
presenta mutaciones como medida de defensa, aumentando progresivamente

las infecciones producidas por enterobacterias (OMS., 2002-2005).

Demostrar el efecto antibacteriano del aceite de Schinus molle L sobre las
cepas de Escherichia coli, tendria gran relevancia en la industria farmacéutica y
un menor costo en la produccion, aumentando las posibilidades de su uso como
un producto natural antibacteriano, evitando asi los efectos secundarios que
producen sus pares sintéticos. (Morales R.,2010). En nuestro pais y a nivel
internacional se han desarrollado estudios usando plantas medicinales como una
buena alternativa de tratamiento frente a la invasién de microorganismos que

puedan poner en riesgo nuestra salud.



En el presente trabajo se pretende rescatar el empleo del Schinus molle L. como

tratamiento alternativo antibacteriano que nos ofrece esta planta milenaria. (1)

1.2. Formulacién del problema

1.2.1. Problema general
¢ El aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) presenta efecto

antibacteriano en cepas de Escherichia coli in vitro?

1.2.2. Problemas especificos

s ¢Qué tipos de metabolitos secundarios presentan en mayor proporcién
el aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) que posea
actividad antibacteriana en cepas de Escherichia coli in vitro?

s ¢Enqué nivel de concentracion el aceite esencial de las hojas de molle
(Schinus molle L.) posee actividad antibacteriana en cepas de
Escherichia coli in vitro?

s ¢Cual serd la actividad antibacteriana del aceite esencial de las hojas
de molle (Schinus molle L.) comparado con ciprofloxacino en cepas

de Escherichia coli in vitro?

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general
Comprobar que el aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle
L.) tiene efecto antibacteriano en cepas de Escherichia coli in vitro.

1.3.2. Objetivos especificos
% Identificar qué tipos de metabolitos secundarios presentan en mayor
proporcion el aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.)
gue posee actividad antibacteriana en cepas de Escherichia coli in vitro.
% Precisar la concentracion del aceite esencial de las hojas de molle
(Schinus molle L.) con actividad antibacteriana en cepas Escherichia coli
in vitro.

+«» Comparar la actividad antibacteriana del aceite esencial de las hojas de
4



molle (Schinus molle L.) con Ciprofloxacino en cepas de Escherichia coli

in vitro.

1.4. Justificacion e importancia del estudio

En la actualidad la utilizacion empirica de las plantas medicinales han sido
reconocidas en nuestro pais, como en mdltiples culturas del mundo, y
transmitidas a través de generaciones. Sin embargo, la alta demanda y la
creciente desconfianza hacia sus pares sintéticos, nos obliga a proponer el uso
de sustancias accesibles naturales para aliviar nuestras molestias. ( Lock
0.,1994)
Las infecciones producidas por la presencia de bacterias, principalmente por
Escherichia coli, entre otras, considerandose como un problema de salud,
afectando a la poblacion en general, con una prevalencia en las mujeres debido
a la anatomia, de que la uretra es corta y la cercania de la vagina con el ano,
favoreciendo muchas veces la contaminacion.
El aceite de las hojas de molle (Schinus molle L.) se puede utilizar como
tratamiento antibacteriano alternativo, evitando asi crear resistencia
antibacteriana y efectos secundarios en los pacientes, ademas, poder difundir el
uso de dicha sustancia, permitiendo el crecimiento de la industria de productos
naturales.
La investigacion es importante porque ya algunos pacientes hicieron resistencia
al antibiético Ciprofloxacino, el cual si el aceite esencial de las hojas de molle
(Schinus molle L.) presenta efecto antibacteriano, seria una buena alternativa
para tratar enfermedades causadas por esta bacteria; también, porque nuestro
sistema de salud no cuenta con la cantidad de medicamentos para la poblacién,
y estos no llegan a todos los rincones del pais, ademas, debemos estar a la
basqueda de nuevas alternativas terapéuticas y porque los beneficiarios de esta
investigacion serd la poblacion de escasos recursos economicos de la ciudad de
lima y del interior del pais (Jiménez M., 2000).
Se cuenta con la especie bioldgica de estudio y, ademas, la Universidad cuenta

con todos los materiales reactivos y equipos para el desarrollo este proyecto,



asimismo, el costo de investigacion no es muy elevado, lo cual permitié terminar

con éxito la parte experimental.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion:
2.1.1. Antecedentes nacionales:

Clemente Cl. (2017), desarroll6 una investigacion in vitro sobre la
actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle I.
“‘molle”, con el frente a cultivos de “Streptoccocus mutans “ATCC 25175”. Las
soluciones empleadas en parte experimental, fue la obtencién del extracto
etandlico a concentraciones de 500 y 1000 mg/mL, el gluconato de
clorhexidina 0,12 % como control positivo y agua destilada como control
negativo. Se realiz6 el estudio de la actividad antimicrobiana con el método
de difusion en disco utilizando la técnica de siembra en superficie, con las
soluciones experimentales en condiciones de anaerobiosis por 48 y 72 horas
a 37°C, para luego proceder a la lectura de diametros de halo de inhibicion
con un vernier. Mediante el analisis cualitativo se determiné la presencia de
metabolitos: flavonoides, alcaloides, carbohidrato, esteroides y/o triterpenos,
azucares reductores y compuestos fenolicos. Los resultados se analizaron
mediante el porcentaje de inhibicion del crecimiento. El extracto etandlico a
concentraciones de 500 y 1000mg/mL, demostré tener actividad
antimicrobiana sobre Streptoccocus mutans“‘ATCC 25175” y de la
comparacion realizada, el gluconato de clorhexidina produjo mayor inhibicion.
En conclusion, el extracto etandlico de Schinus molle L. “Molle” presenta
actividad antimicrobiana sobre Streptoccocus mutans “ATCC 25175” y el

gluconato de clorhexidina es cualitativamente similar al extracto etandlico. (9).

Trejo C. (2015), el estudio in vivo tuvo como objetivo determinar el
efecto antidiarreico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Schinus molle
L. "molle", en cobayos. En la parte del andlisis de su composicién quimica
encontré metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos y/o

taninos, flavonoides, triterpenos y esteroides, catequinas, resinas,
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saponinas, azucares reductores y cumarinas. Para ello, se usé 25 cobayos
de 500 y 600 g de peso distribuidos aleatoriamente en cinco tratamientos:
agua destilada (blanco), Loperamida (estandar), extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Schinus molle L. "molle" a 100, 200 y 300 mg/kg de peso. Los
resultados muestran que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Schinus
molle L. "molle” a 100 mg/Kg de 39,1 %, a 200 mg/Kg de 34,8%, a 300 mg/Kg
de 92.7%, teniendo similar efecto antidiarreico el de 300 mg/Kg frente al
estdndar Loperamida 2 mg/Kg que representa el 100% del efecto
antidiarreico. Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Schinus molle a dosis de 300 mg/Kg de peso, tiene mayor efecto

antidiarreico estadisticamente similar a la Loperamida. (13)

Herrera Ascoy N. (2013), en este estudio evalu6 el efecto del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle I. “molle” sobre la
viabilidad de streptococcus B-hemolitico, la recoleccion del material en
estudios se procedi6 de acuerdo a las normas y referencias establecidas. En
la parte experimental trabajé con cuatro concentraciones distintas (250, 500,
750 y 1000 mg/mL) de extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L.
y el producto sintético: Penicilina como control de inhibicion. Para evaluar el
efecto del extracto sobre el microorganismo utilizé el método de Kirby Bauer
modificado, sembrandose un in6culo estandarizado con el patron de
turbiedad de 0.5 del Nefelémetro de Mc Farland en placas con Agar Muller
Hinton por la técnica de siembra en superficie. Los resultados fueron
expresados en diametro (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento de
Streptococcus B-hemolitico, encontrandose que las concentraciones
empleadas afectan la viabilidad “in vitro” de este microorganismo. Concluye
concluye que a medida que aumentan las concentraciones de extracto
hidroalcoholico de hojas de Schinus molle L. “molle” en el rango de 250 a
1000 mg/mL aumenta el didmetro del halo de inhibicién del crecimiento de

Streptococcus B-hemolitico. (12).



Llanos Arapa S. (2012), dicho estudio estuvo orientado en la
Extraccion y caracterizacion del aceite esencial del fruto del molle (Schinus
molle 1.), recolectadas en la Region Tacna, asi como a la caracterizacion
fisico-quimica e identificacibn de los componentes principales de dicho
aceite de Schinus molle I; probandose también su actividad antimicética ante
Penicillium italicum. Se utilizaron materiales cumpliendo con los parametros
establecidos por la Norma Técnica Peruana NTP-ITINTEC, cromatografia de
gases con detector de ionizacion de llama (FID), aceite esencial por el
método de destilacién por arrastre de vapor de agua, ademas, se determino
el contenido de humedad (18,158%), cenizas (3,785%) y proteinas (5,280%)
para los frutos de Los Palos (provincia de Ayacucho); y el contenido de
humedad (21,875%), cenizas (3,353%) y proteinas (5,560%) para los de
Tarata. El aceite esencial su rendimiento para el lote N° 01 (Los Palos) fue
6,575% (v/p), y para el lote N° 02 (Tarata) fue 7,705% (v/p). Las
caracteristicas fisico-quimicas del aceite esencial lote N° 01 (Los Palos)
fueron: indice de refracciéon (1,478), densidad (0,846 g/cm3), densidad
relativa (0,847), punto de congelacion (-35°C), indice de acidez (6,023 mg
KOH/g) e indice de éster (17,008); y para el aceite esencial lote N° 02
(Tarata): indice de refraccion (1,477), densidad (0,831 g/cm3), densidad
relativa (0,832), punto de congelacién (-35°C), indice de acidez (12,718 mg
KOH/g) e indice de éster (23,148). Ambos aceites se analizaron por
cromatografia de gases con detector FID, se identificaron los monoterpenos:
limoneno, a-pineno, B-pineno, B-mirceno, y a-felandreno. Se concluye: Hay
diferencias significativas de las 2 muestras recolectadas en diferentes
lugares, los aceites esenciales de molle inhibieron el desarrollo del hongo

Penicillium italicum. (3)

Annacone J. (2010), realiz6 un estudio donde evaltua el efecto
ecotoxicoldgico del extracto acuoso del Schinus molle I. (anacardiaceae) a
cuatro controladores biolégicos de plagas agricolas en el Perd. Estos
organismos son: Ceraeochrysa cincta (Schneider) (Neuroptera:

Chrysopidae), Chrysoperla asoralis (Bank) (Neuroptera: Chrysopidae)
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Telenomus insidiosus Say (Anthocoridae: Hemiptera) en huevos, larva y
adultos, bajo condiciones de laboratorio. Para ello se emple6 cinco
concentraciones acuosas de hojas de S. molle (p/v): 1.5%, 2.5%, 5%, 10% y
20%. Los parametros de toxicidad aguda empleados fueron la concentracion
letal (CL50) y la efectiva media (CE50). Los organismos se desarrollaron en
condiciones de laboratorio, se siguieron protocolos establecidos bajo normas
internacionales para el cuidado del medio ambiente y ecosistema. Se tuvo
un cuidado especial en analizar la posibilidad de riesgo ecologico del empleo
de este insecticida botanico en el agro ecosistema peruano. Los resultados
obtenidos confirman que los organismos toleran ciertas concentraciones, el
efecto de toxicidad en menor tiempo y frecuencia es la 10% y 20% para todas
las especies de plaga agricola usadas en el experimento. Se concluye que
la toxicidad del extracto del Schinus molle I. al 10 y 20% pueden ser usados

como control biolégico natural frente a plagas agricolas. (2).

Alba G. et al. (2009), en el presente trabajo evaluan la actividad
cicatrizante de una pomada con aceite esencial de Schinus molle L. (Molle),
en diferentes concentraciones en ganado vacuno con heridas infectadas y
en ratones albinos. Para ello, stilizaron 40 ratones albinos, distribuidos al
azar en 5 grupos; a los que se les depil6 el lomo con un depilatorio comercial,
después de un reposo de 24 horas, realizaron dos incisiones sobre el lomo.
Inicialmente, se les colocé topicamente la base de la pomada a un grupo de
vacuno dos veces por dia por siete dias, construida en 100% por vaselina,
constituyéndose en el grupo control. Por otro lado, a otros tres grupos se les
aplico la pomada con tres niveles de concentracién (1,75; 2.0 y 3,75%,
respectivamente); mientras que a un cuarto grupo (+) se le colocé el producto
comercial, siendo este udltimo el grupo de referencia farmacologico,
posteriormente se sacrificaron por dislocacion cervical, evaluandose las
lesiones, procediendo medir la fuerza o tension en gramos abriendo la herida
cicatrizada, para esto se us6 el dinamometro; en la otra incision se les retird
conservandola en formol al 10% para un respectivo analisis histopatoldgico.

Al analizar los resultados obtenidos, se logré observar que el producto
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natural del Schinus molle L contenia propiedades cicatrizantes en heridas
infectadas en ganado vacuno se sanaron en una buena manera; del mismo
modo, los experimentos realizados en ratones de cepa Balb C 53,
confirmaron la experiencia antes mencionada, siendo la concentracién al 2%

la que presentd mayor poder cicatrizante. (4).

Méndez K. (2004), el presente trabajo de investigacion tuvo como
objeto comparar la efectividad antibacteriana del aceite esencial del Schinus
Molle L frente al paramonoclorofenol alcanforado en cepas de Estreptococos
oralis, para ello usaron cepas estandar y el producto natural del aceite
esencial del Schinus Molle, se reactivaron los Enterococcus faecalis (ATCC
29212) y luego fueron sembrados en placas petri que contenian el medio de
cultivo Mueller Hinton con pozos de 6 mm. de diAmetro donde se vertieron
aproximadamente 20 ul. del aceite esencia), paramonoclorofenol
alcanforado, gluconato de clorhexidina al 2% y agua destilada. Las placas se
incubaron a 37°C incluyéndose dos placas controles para comprobar la
viabilidad de las bacterias y la esterilidad del medio, después de las cuales
se realizo la medicion de los halos de inhibicion con un calibrador vernier o
regla pie de rey a las 24 y 72 horas. Los resultados obtenidos fueron: el
gluconato de clorhexidina al 2% posee significativamente mayor efecto
inhibidor que el aceite esencial de Schinus Molle L frente al
paramonoclorofenol alcanforado en cepas de Estreptococos oralis
CCUG27680, Enterococcus faecalis OMGS3372 y Fusobacterium sp,
mediante la prueba de difusiébn en agar por discos. El aceite esencial del
Schinus Molle Linneo presentd un mayor efecto antimicrobiano frente al
Streptoccocus oralis comparado con el paramonoclorofenol alcanforado,

asimismo, el efecto fue similar frente al E. faecalis y Fusobacterium sp.

2.1.2. Antecedentes internacionales
Rivadeneira-Cajas D. et al. (2015), el presente estudio in vitro tuvo
como objeto evaluar el potencial antimicrobiano del aceite esencial de

Schinus molle I. (molle) sobre Streptococcus mutans. Para dicho estudio se
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uso el aceite esencial del molle como sustancia natural comparada con el
gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans
(S. mutans) (ATCC 25175). se utilizaron placas Petri con Agar sangre para
la siembra con el método de difusion en disco por cada concentracion del
aceite esencial de S. molle al 100 y 50%, simultdneamente, se logr6 usar el
hidrolato o residuo de vapor de condensacion del aceite, gluconato de
clorhexidina (control positivo), agua destilada (control negativo), lograndose
comparar el gluconato de clorhexidina al 0,12% con el efecto antimicrobiano
de las sustancias naturales, cuyo comportamiento se evaluaron a 24 y 72
horas de exposicion. Al analizar las concentraciones, asi como el residuo del
aceite de S. molle, provocaron efecto antimicrobiano frente a la cepa de S.
mutans (ATCC 25175), con valores de significancia (p>0,05) y de la
comparacion, el gluconato de clorhexidina al 0,12% produjo mayor inhibicion,
pero disminuyd parcialmente su efecto a las 72 h, mientras que las
concentraciones al 100 y 50% potencializaron su efecto en un 0,8% a las 72
h. Se concluye que, si existid un potencial efecto antimicrobiano del aceite
esencial de S. molle sobre la cepa bacteriana y en cuanto al gluconato de

clorhexidina, fue cualitativamente similar al aceite. (7).

Cruz-Carrillo A. et al (2010), realizdé un estudio para evaluacion in
vitro para analizar el efecto antibacteriano de los extractos de cuatro
especies vegetales: Bidens pilosa, Lantana camara, Schinus molle Y
Silybum marianum”. El ensayo experimental, se realiz6 en dos etapas, una
relacionada con la preparacion de esencias vegetales en el Laboratorio de
Control Bioldgico, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad
Pedagogica y Tecnoldgica de Colombia; mientras que la otra consistio en
relacionar con la aplicacion de pruebas microbiologicas, realizadas en el
laboratorio de microbiologia de la misma universidad. La preparacion de
extractos etandlicos partiendo de las hojas secas de Bidens pilosa, Lantana
camara, Schinus molle y Silybum marianum, siendo sometidos a un analisis
microbiolégico in vitro para analizar la actividad antibacteriana, sus

concentraciones minimas inhibitoria y bactericida con respuesta al
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa. La
preparacion de cinco cajas de Petri con agar Muller-Hinton y con cinco hoyos
con un diametro de 11mm, cuatro para los extractos y una para control
negativo. Afadiéndose en las perforaciones alicuotas de 0,2mL de las
diluciones madre de los extractos, evaluandose para cada caja una
concentracion diferente, para cada uno de los extractos. Luego, se
compararon con un farmaco estandar llamado cloranfenicol o gentamicina.
El analisis de los resultados mostraron que los extractos tenian actividad
contra S. aureus; siendo las que mejor exhibieron actividad fue B. pilosay L.
camara, S. molle y S. marianum mostrandose una capacidad moderada para
inhibir el crecimiento de S. aureus. Por lo tanto, se demuestré que las plantas

seleccionadas tienen actividad antibacteriana frente a S. aureus. (8).

Baroni, E. et al (2010), realizaron un estudio con el objetivo de
evaluar in vitro el efecto del suero bovino y la concentracion bacteriana en la
actividad de ciprofloxacina sobre una cepa de Escherichia coli (ATCC
25922); para ello, usaron como referencia (CMI) las concentraciones
inhibitorias minimas en caldo Mueller Hinton y en presencia de suero bovino
fueron de 0,0188 y 0,0047 pg/ml respectivamente, mientras que el valor de
la concentracion preventiva de mutantes estimada en agar Mueller Hinton
fue de 0,60 ug/ml. Los ensayos de curvas de muerte bacteriana preparados
en caldo Mueller Hinton, mostraron que ninguna concentracién llegaron una
eficacia del 99,9% (efecto bactericida) una vez finalizado el respectivo
ensayo. Por otro lado, se logré analizar que la actividad bactericida se
acrecentd bajo la presencia de suero bovino en forma directa al ir
aumentando las concentraciones, con una eficacia del 99,9% (efecto
bactericida) y (efecto de erradicacion bacteriana). En el ensayo de curva
muerte construida en caldo Mueller Hinton, en presencia de una alta
concentracion bacteriana, se observd que ninguna concentracion redujo el
namero de bacterias viables compatible a un efecto bactericida. Los
resultados mostraron que la eficacia del ciprofloxacino en la cepa de

Escherichia coli fue restringida por la carga bacteriana y los factores de
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respuesta inmune presentes en el suero. En base a lo desarrollado, se
concluye que el tamafo del inoculo y el efecto del suero juega un papel
importante en la actividad antibacteriana de la ciprofloxacina sobre
Escherichia coli. (11).

Vazquez-Gonzales J. (2011), el objetivo de su estudio fue establecer
el efecto antimicético in vitro del aceite de molle (Schinus molle) sobre
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533. Para ello, realizo las pruebas en
el laboratorio de la Escuela Académica Profesional de Medicina Veterinaria,
durante el intervalo de tiempo de marzo a agosto del afio 2011. En ese lugar,
hizo ensayos utilizando 24 placas petri para sembrarse la cepa liofilizada de
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 en Agar Mycosel. Dividié las
placas en cuatro cuadrantes y coloco discos de sensibilidad empapados de
aceite de molle con concentraciones de 2%, 4%, 6%, 8%, 10% y 12%; uso
aceite mineral de control. Los halos de inhibicion los midié con un vernier,
observandose que existe inhibicibn de crecimiento en todas las
concentraciones en promedios de 0,61 mm, 0,81 mm, 0,83 mm, 0,88 mm,
0,90 mm y 1,23 mm. Se concluye que el aceite esencial de Schinus molle
Linneo en las diferentes concentraciones antes mencionadas, permiten
controlar el crecimiento de Trichophyton mentagrophytes, siendo un método
ecoldgico y econdmico para combatir este hongo. Por lo tanto, el aceite de
molle logra inhibir el aumento en diversas bacterias y en algunos hongos por
su contenido de terpenos, alfa-pineno, beta-pineno, sesquiterpenos,

monoterpenos y taninos. (9).

Diaz C. et al. (2008), realizaron un estudio en la Universidad de Costa
Rica, con el objeto de demostrar la composicion quimica del aceite esencial
de Schinus molle y su actividad citotoxica en lineas celulares tumorales. Se
caracterizé en términos de su composicion quimica, actividad antioxidante,
capacidad de inducir citotoxicidad y el mecanismo de muerte celular
involucrado en el proceso. Como resultado, identificaron 42 constituyentes,

gue representan el 97.2% del petroleo total. Los principales constituyentes
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del aceite fueron beta-pineno y alfa-pineno. La actividad antioxidante mostro
un IC (50) de 36.3 microg mL. El aceite esencial era citotoxico en varias
lineas celulares, demostrando que es mas efectivo en carcinoma de mama
y lineas celulares leucémicas. El LD (50) para la citotoxicidad a las 48 h en
K562 correspondi6 a 78.7 microg mL, que era muy similar al LD (50) obtenido
cuando se midié la apoptosis. El aceite esencial no indujo una necrosis
significativa de hasta 200 microg mL, que junto con los resultados anteriores
indican que la apoptosis es el principal mecanismo de toxicidad inducido por
el aceite esencial de S. molle en esta linea celular. Estos resultados permiten
concluir que el aceite esencial probado fue débil antioxidante e indujo
citotoxicidad en diferentes tipos de células por un mecanismo relacionado

con la apoptosis. (15).

2.2. Bases tedricas
2.2.1. Generalidades de molle (Schinus molle L).
El “molle” ha sido considerado como un arbol originario del Peru y
extendido a toda el area andina durante el periodo pre-hispanico (Ecuador a
Chile y Bolivia).

”m

En los Andes peruanos, donde fue nombrado “Molle™ (pronunciado
"moye"), se utiliza como combustible, como una barrera en los campos y
pastos, se planta a lo largo de muros de piedra seca para apoyarlos.
Después de la Conquista, fue llevado por los espafioles a
Centroamérica y a México, donde recibio, por eso, el nombre de "Peru" o de
"Arbol del Per(". Posteriormente, a fines del siglo XVIII, se introdujo en
California, a partir de la Mision de San Luis Rey en San Diego. Parece que,
simultdneamente, llegd a Europa, ya que varios botanicos de ese siglo lo
mencionan en Espafa. En la actualidad, existe en todo el tropico y su uso es

mencionado en el Mediterraneo, en Africa y en la India (Orozco, 2013).

2.2.1.1. Descripcion y Etiologia
Se ha mencionado que Schinus corresponde al nombre del género de

la planta, el cual es de origen griego para designar al lentisco, un arbol
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parecido al Schinus molle (Molle), (falsa pimienta) es una especie de planta
perteneciente a la familia de la Anacardiaceae (subfamilia de los
Anacardioides), debido a que provoca una resina olorosa con caracteristicas
muy parecidas a la del lentisco. El término “Molle” se refiere a un nombre
genérico para esta planta, el cual fue usado antiguamente por el cientifico
francés Tournefort, primer botanico quien establecio el género de las plantas.
Por otro lado, Cardenas (1989), sefiala que el término deriva del nombre

quechua mulli, y no como es referido en el latin molle que significa “flojo”.

Los nombres mas comunes del Schinus molle podemos encontrar a
los siguientes términos: pirul, pird, arbol del Perd; molle, cuyash, huaribay;
aymara, muelle, falso pimiento, pimiento, mulli, aguaribay, arbol de la
pimienta, Gualeguay, pimentero” (Orozco, 2013, p. 27).

Esta planta produce una resina olorosa muy similar a la del lentisco.
“‘Molle fue un antiguo nombre genérico para esta planta, utilizado por el
cientifico francés Tournefort quien fue el primer botanico en dar a conocer el
género de las plantas, ademas deriva del nombre quechua mulli, no del
latin molle “flojo” (Cardenas, 1989).
Entre los nombres mas comunes del Schinus molle encontramos: pirul, pird,
arbol del Perd; molle, cuyash, huaribay;, aymara, muelle, falso pimiento,
pimiento, mulli, aguaribay, arbol de la pimienta, Gualeguay, pimentero”
(Orozco, 2013, p. 27).

2.2.1.2. Distribucion y habitad
Se encuentra en el Andino de los desiertos del Peru, sino también en
el centro de Chile y la Argentina.
Se distribuye naturalmente desde los 10°S en Peru hasta los 34°S en
argentina EI Schinus molle L. es propio de las regiones calidas y secas de
Sudamérica.
(Salazar Rodolfo, 2001), comenta que el Schinus molle se aloja en las

vertientes occidentales de los andes peruanos, laderas occidentales de la
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region interandina, en la costa y en los valles. Ahora bien, Alba, Bonilla, &
Arroyo (2009) afirman que su limite superior de distribucion es alrededor de
3500 msnm, en el centro y sur del Perd. Su distribucion altitudinal varia de 0
a 3800 msnm, con precipitaciones anuales de 300 a 2000 mm y temperaturas
de 18 a 34°C. Tiene gran capacidad de rebrote. Progresa en terrenos secos y
rocosos gracias a sus raices bien desarrolladas, las que puede llegar hasta
20 a 30 m de profundidad para buscar agua, requiriendo un tipo de suelo
levemente alcalinos con preferencia hacia la neutralidad, siendo exigente con
respecto a la luz, no muy resistente al frio, resistente a las termitas y que

pueda soportar sequias. (Salazar, 2001).

2.2.1.3. Clasificacion Taxonomia
Kasimala (2010) presenta en su estudio la siguiente clasificacién taxonémica:
+ DIVISION: Spermaphytes
+ SUB DIVISION: angiospermas
* CLASE: dicotiledéneas
+ SUB CLASE: Rosidae
+*+ ORDEN: Spindales
* FAMILIA: Anacardiaceae o Terebinthaceae
+ GENERO: Schinus
+ ESPECIE: Schinus molle L.

2.2.1.4. Descripcién Botanico
El molle (Schinus Molle L.) tiene un olor persistente de hojas de roble,
gue explica su pertenencia a la familia de la Anacardiaceae (Anacardiaceae
o Terebinthaceae). (Kasimala, 2010)
Etiologia: La palabra molle proviene posiblemente de la palabra quechua
"mulli”, aunque hay otra opcién que refiere que es de origen Quiché, en donde
“MO" significa cierta clase de mosquito y "LE", hoja. Es decir, hojas de

mosquito.
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Forma: Es un arbol perennifolio, de 4 a 8 metros de altura en algunos lugares
propicios pueden llegar a medir hasta 15 metros de altura, tiene un diametro
a la altura de pecho de 25 a 35 cm.

Copa/hojas: copa redondeada y abierta, proporcionando sombra moderada.
Hojas compuestas, alternas, de sombra, de 15 a 41 folios alternos, con
nervadura central bien marcada y prominente en ambas caras, generalmente
apareados, de 0.85 a 5 cm de largo, estrechamente lanceoladas, de color
verde amarillento.

Ramas/Tronco/tallo: tronco nudoso, ramas flexibles, colgantes y abiertas. El
tallo es grueso, tortuoso, con frecuentes excreciones corticales y resina
blanquecina. La corteza es gruesa, fisurada, color marrén oscuro, madera
dura y compacta.

Flores: paniculas axilares en las hojas terminales, de 10 a 15 cm, flores muy
pequefias y humerosas, de color amarillento, miden 6mm transversalmente.
las flores masculinas o estaminadas constan de caliz y corola de 5 piezas, 10
estambres desiguales insertados sobre un disco, de los cuales 5 alternan en
los pétalos, tienen un ovario globoso supero, uniovular, 3 carpelos y 5 l6culos
conteniendo una semilla por I6culo, terminan en 3 pistilos y estigmas en forma
de cabezuela, tienen 8-10 estaminodios pequeios.

Frutos: drupas en racimos colgantes, cada fruto de 5 a 9 mm de diametro,
con epicarpio rosado o rojizo brillante, con exocarpo coriaceo, seco en la
madurez, el mesocarpo forma parte de la dispersion. Tiene sabor ardiente y
picante. Inmaduro es carnoso y de color verde.

Semillas: negras lisas y opacas, conteniendo el embrion en dos cotiledones.

Raiz: sistema radical extendido y superficial.

Sexualidad: dioica.

Numero de cromosomas: 2n=28
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Rama Hojas Semillas Frutos

Figura N° 1: Descripcion botanica de Schinus- Molle. (Kasimala, 2010)

2.2.1.5. Usos del molle (Schinus molle L.)

Se le ha atribuido el poder antiséptico, antiespasmodico y sedante,
estimula la secrecion gastrica por lo que son digestivos, ademas de
estimulacién uterina, antiinflamatorio en casos de cervicitis y vaginitis.
(Gonzalez, 2009).

Las medicinas tradicionales practicadas en ambos lados del mar Mediterraneo
utilizan los aceites esenciales de Schinus molle (Molle) como analgésicos,
antiinflamatorios, antitumorales, antibacterianos e insecticidas. Los estudios
experimentales sobre Schinus molle L. (Molle) han revelado diferentes
actividades biologicas y farmacoldgicas de Schinus molle L. (Molle) que
demuestran que esta planta es hipotensora, antitumoral, antibacteriano,
antihongos, antiinflamatorias, analgésico y antidepresivo, pero ningun estudio
se ha realizado contra los agentes patdgenos de las plantas. Los extractos de
las hojas de mostraron un alto nivel de efecto anti microbiana contra la
Agrobacterium tumefaciens y el Bacillus subtilis. Este extracto también se
utiliza para tratar la ceguera y el reumatismo. Otros efectos medicinales del
aceite de corteza se conocen para tratar las Ulceras, uretritis, verrugas,
heridas y enfermedades venéreas. (Ayala, Nielsen & Bravo, 1980). El “molle”
a la vez se emplea en las llamadas “limpias” o “barridos”, para curar el mal de
aire, susto y espanto en algunas culturas (CONAFOR, 2012).
En la industria textil las hojas, ramas, corteza y raiz se han empleado para el
tefiido amarillo palido de tejidos de lana. Por otro lado, se considera que las
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semillas contienen aceites de los cuales se obtiene un fijador que se emplea
en la elaboracion de perfumes, lociones, talcos y desodorantes. Su ceniza rica
en potasa se ha usado como blanqueador de ropa. Ademas, en la industria
maderera esta especie se ha utilizado para fabricar implementos de trabajo,
tales como mangos de herramientas, estacas, enseres rurales y fustes de
sillas de montar. Ademas, la resina se ha empleado en la fabricacion de
barnices (Batis, 1999).

2.2.2. Aceites Esenciales:
% Caracteristicas

Los aceites esenciales son compuestos vegetales que debido a su
consistencia son muy volatiles y de olor intenso. Se incluyen dentro de este
grupo solamente aquellas especies de plantas medicinales que las contienen
en concentraciones elevadas, entre 0,1y 10 %.
Después de haber triturado un pétalo de flor, una ramita o cualquier parte de
una planta, un fragante emerge, significa que se libera un aceite esencial.
(Garcia, 1988)
Segun Elsa y Col, 2006, los aceites esenciales, esencias, también conocido
como son mezclas de sustancias aromaticas producidas por muchas plantas
y presentar en forma de pequefas gotas en las hojas, frutos, resina, las ramas,
la piel de madera. Estan presentes en pequefias cantidades en comparacion
con la masa de la planta: son altamente volatiles y aromaticas, es decir que
evapora rapidamente en el aire. Los estudios in vitro e in situ reportados en
frutas, hortalizas y lacticos, han indicado que se requieren muy bajas
concentraciones para lograr un efecto bioconservador.
Los aceites esenciales liquidos a temperatura ambiente, y por su volatilidad,
han sido extraibles por destilacion en corriente de vapor de agua, aunque
existen otros métodos. (Orlando, 2004). En general se han considerado
como los responsables del olor de las plantas, ademas pueden encontrarse
y obtenerse de diferentes érganos: raiz, rizoma (jengibre), lefio (alcanfor),

hoja (eucaliptus), fruto (anis), sumidades floridas. (Bruneton, 2001).
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Es importante distinguir entre los aceites esenciales, aceites fijos y grasas en

la planta. De hecho:

* Solo los aceites esenciales son volétiles, lo que los diferencia de los aceites
y grasas fijos.

* Se distinguen de los aceites fijos por sus composiciones quimicas y
caracteristicas fisicas.

* Se asocian frecuentemente con otras sustancias como encias y resinas.

* Ademas, ellos mismos tienden a resinificarse por exposicion al aire.

Asi tenemos que, para la albahaca, hierbabuena, menta, romero o salvia, se

utilizan las hojas, mientras que son las raices las que se emplean en el caso

de la angélica, valeriana o vetiver, los frutos para pimienta y nuez moscada;

las semillas para anis, omino, hinojo. Y las flores para rosa, manzanilla o

lavanda. (Matsuo, et al., 2012).

+ Propiedades fisico-quimicas de los aceites esenciales
Propiedades fisicas
Los aceites esenciales tienen en comun una serie de propiedades
fisicas (Lagos, 2012):
 Son solubles en alcohol, éter, cloroformo, aceites fijos, emulsionantes y en
la mayoria de los solventes organicos y poco solubles en agua a los que, sin
embargo, comunican su olor.
* Su punto de ebullicion varia de 160 ° C a 240 ° C.
» Su densidad es generalmente mas baja que la del agua, varia de 0.75 a
0.99 (los aceites esenciales de sasafras, clavo de olor o canela son
excepciones).
* Tienen un alto indice de refraccion.
» Son dextrogiros o levogiros, raramente inactivos en la luz polarizada.
* Disuelva las grasas, el yodo sufra fésforo y reduzca ciertas sales.
» Son perfumes, y estan limitados en su conservacion.
« Son muy resistentes a la intemperie y sensibles a la oxidacién (pero no

rancio).
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« Son sustancias de consistencia oleosa, mas o menos fluida o incluso
retinoide, muy olorosa y volatil.

+ A temperatura ambiente, generalmente son liquidos, incoloros o de color
amarillo palido, pero hay algunas excepciones.

» Son estimulantes, se usan tanto en interiores como fuera del cuerpo, a

veces puros. Generalmente disuelto en alcohol o un solvente adecuado.

Propiedades quimicas de los aceites esenciales

La determinacion de la composicién quimica ha interesado a muchos
investigadores y los métodos de analisis quimicos mas sofisticados han
permitido identificar una gran cantidad de constituyentes de aceites
esenciales. Los aceites esenciales son mezclas mas o menos complejas
cuyos componentes desempefian el papel de perfume de importancia
desigual: algunos contribuyen poderosamente al aroma de la esencia, otros
simplemente participan en la armonia de la mezcla, de otros son
completamente inodoros o sin olor.

Los componentes de los aceites esenciales pertenecen casi
exclusivamente a dos grupos caracterizados por distintos origenes
biogenéticos: el grupo Terpenoide por un lado y el grupo de compuestos
aromaticos derivados del fenilpropano, mucho menos comun, por otro lado.
Los compuestos terpénicos proceden de la condensacion del isopropeno y
pueden o no tener oxigeno. Los que carecen de oxigeno son hidrocarburos:
monoterpenos y sesquiterpenos.que pueden ser aromaticos y alifaticos.
(Zekari Dan, 2006).

Los monoterpenos y sesquiterpenos de 10 y 15 atomos de carbonos
derivados de geranilpirofosfato (GPP) y farnesilpirofosfato (FPP)
respectivamente, de acuerdo con su estructura se les clasifica segun el
namero de ciclos como aciclicos, monaociclicos, biciclicos, etc.

La composicion del aceite esencial del Schinus molle Linneo es basicamente
de terpenos, siendo los monoterpenos los de mayor abundancia. Pero existen
muchos compuestos en este aceite, variando tanto en su composicion como

en el contenido de los mismos. Las composiciones quimicas de los aceites
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esenciales extraidos de plantas aromaticas dependen de varios factores: los
factores geograficos (ubicacién), los factores ecologicos (habitat), siendo el
clima y la calidad de suelo muy importantes en estos dos ultimos, la
variabilidad genética (genotipo), la extraccién especifica de la parte de la
planta (raiz, fruto, hoja, etc.), el pre-tratamiento que se realice al material
herbaceo (lavado, secado, molienda) y finalmente el proceso de extraccion.
(Milojevié et al., 2008)

Monoterpenos: Los terpenos de funcion aldehidos se hallan distribuidos
ampliamente en las plantas especialmente valiosas por sus propiedades
aromaticas y considerandose un indice de calidad en el valor de los aceites
esenciales, muchos de los monoterpenos experimentan cierre de anillo
produciendo &cidos ciclicos insaturados. Los principales monoterpenos
responsables del aroma son alcoholes y aldehidos.
Sesquiterpenos: Los sesquiterpenos tienen propiedades débiles y son
menos volatiles, tienen una densidad aproximada de 0.9 g/ml, su viscosidad
es mayor que la de los monoterpenos.
Serie aromatica
Fenilpropanos: son sustancias naturales ampliamente distribuidas en los
vegetales caracterizados por un anillo aroméatico unido a una cadena de 3
carbonos y derivados biosintéticamente del acido shikimico.
Sintesis fitoquimicos

El andlisis fitoquimico destaca la presencia de las familias de la molécula
activa, es una prueba cualitativa que permite destacar los compuestos
quimicos encontrados en una planta u otros productos tales como:
flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas, antraquinonas. (Gonzalez, 2009).
Taninos
Comunmente conocidos como "Taninos" de sustancias de origen vegetal, no
fendlico de poli estructura nitrogenada, soluble en agua, alcohol, acetona,
poco soluble en éter, sabor astringente.
Clasificacion de los taninos:
Hay dos categorias de taninos, de diverso origen biogénico: taninos

hidrolisables y taninos condensandos,
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Taninos hidrolizables: son ésteres de un azucar, un fenol, derivados de
acido o acidos fenoles; la molécula de carbohidrato es la glucosa general, pero
en algunos casos de polisacaridos. Se divide en: Galio taninos y Elagio taninos

0
COOH HO °
OH
HO OH o}
OH
(A) (B)

Figura 2: Estructura quimica del acido galico (A) y (B) elagico.
Taninos condensados: son una clase de flavonoides (sintetizados por las

plantas por la "via biosintética de los flavonoides"”) que son los pigmentos
principales de muchas semillas. Son polimeros formados por unidades de

antocianidina (un flavonoide), cuenta de 2 a 20 unidades.
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Figura 3: Estructura de base de datos de taninos condensados
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Flavonoides
El flavonoide del término del latin "flavus”, lo que significa "amarillo",
se refiere a una gama muy amplia de compuestos naturales pertenecientes
a la familia de los fenoles de la poli. Se consideran pigmentos vegetales, casi
universal. Casi siempre se encuentra disuelto en las vacuolas como
glucosidos, soluble en agua. Son responsables de la coloracion de las flores
de fruta y a veces las hojas.
Clasificacion y estructura
Los flavonoides tienen origen biosintético comun que explica el hecho
de que tienen la misma basica a 15 atomos del esqueleto de carbono, que
consta de dos unidades aromaticas, dos ciclos en C6 (A y B), conectados
por una cadena a C3. Se pueden agrupar en varias clases segun el grado
de oxidacion del nucleo central tiranico. Flavonas, flavanoles, flavanonas,

antocianidinas, isoflavonas.

Figura 4: Estructura del flavonoide
Alcaloides

Los alcaloides son sustancias de origen biolégico y a menudo (son
raros en el reino animal), de sustancias nitrogenadas, reaccién alcalina
(alcaloides + sales acidas). Sus nombres a menudo terminan con "INE".
Alcaloides siempre contienen carbono, hidrégeno y nitrdgeno y mas a
menudo y mas oxigeno (excepcionalmente algunos alcaloides contienen
azufre). Alcaloides, por lo tanto son productos de aminoécidos naturales que

tienen efectos fisioldgicos sobre el cuerpo humano.
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Saponinas
Las saponinas son generalmente conocidas como compuestos no
volétiles, tensados y activos, que se distribuyen principalmente en el reino
vegetal. El nombre "saponina" se deriva de la palabra latina sapo, que
significa "jabon". De hecho, las moléculas de saponina en agua forman una

solucion espumosa.

Estructuray clasificacion
Estructuralmente, saponinas pueden clasificarse en dos grupos segun

la naturaleza de la saponina esteroide, genuino y tipo de patron de saponina.

Esteroides, esterol y terpenoides
Los esteroides, esteroles y terpenoides son, sin duda, los metabolitos
vegetales mas conocidos e incluyen varios subgrupos. Los esteroles
desempeiian un papel importante en la calidad de las grasas y los aceites.
Estan en forma de alcoholes libres (por ejemplo: sitosterol), o en forma de

ésteres asociados con glucosas (ejemplo: esteroles glucésidos)

Figura 5: Glucosido de esterol y Sitosterol.

El andlisis fitoquimico del molle revela que la planta de molle contiene taninos,
alcaloides, flavonoides, saponinas, esteroides, esteroles, terpenos, gomas,

resinas, y aceites esenciales.
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Tabla 1: Compuestos quimicos del aceite esencial de Schinus molle L. (Molle).

COMPONETES CANTIDAD
o — Pineno 11.9 %
Canfeno 0.24 %
Sabineno 0.67 %
B-Pineno 13.53 %
B-Mirceno 30.12 %
a-Felandreno 26.42 %
P-Cimeno 1.24 %
Limoneno 9.85 %
B-Felandreno 5.67 %
Octanoato de metilo 0.43 %
B-Elemeno 0.16 %
a- Gurjuneno 0.28 %
B-Cariofileno 0.46 %
a-Humuleno 0.12 %
Biciclogermacreno 0.38 %
-Cadineno 0.17 %

Fuente: Extraccion y Caracterizacion del aceite esencial Schinus molle L.
(Molle). Carrasco 1998.

% Propiedades bioldgicas de los aceites esenciales

Desde la antigliedad, las especies aromaticas y sus aceites esenciales se
han empleado en preparaciones culinarias no sdlo como agentes
saborizantes y aromatizantes, sino también como conservantes naturales en
alimentos y en otros productos, donde los aceites esenciales pueden
detener, prevenir o inhibir el deterioro oxidativo y los dafios causados por
bacterias, hongos u otros microorganismos. De esta manera, y debido a la
creciente presion de los consumidores, actualmente las industrias de

alimentos y cosméticos han disminuido el uso de conservantes sintéticos en
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sus productos, reemplazandolos por sustancias de origen natural (Vargas y
Bottia, 2008).

Actividad antioxidante

En muchos estudios sobre especies vegetales se ha aislado una
amplia variedad de compuestos antioxidantes fendlicos lo cual los coloca en
la categoria de los antioxidantes mas interesantes y promisorios, en general
flavonoides. Estos antioxidantes son sustancias importantes en el area de
farmacologia, principalmente por su capacidad de contrarrestar la formacién
de radicales, cuya influencia se ve reflejada en las propiedades que poseen,
asi como antivirales, antialérgicas, anti-inflamatorias, antimicrobianas, etc.
Cabe resaltar que la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
presentes en las plantas aromaticas depende de su estructura v,

particularmente, del nimero y la posicién el grupo hidroxilo (Diaz, 2007).

Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

Desde hace mas de tres décadas se ha descrito a los fungicidas de
origen natural, como agentes de gran capacidad biodegradable y de efectos
secundarios menores, en comparacion a los fungicidas comunmente
comercializados (Dikshit et al., 1986). Asi por ejemplo, se ha comprobado
gue al incorporar aceite esencial de arbol de té en recubrimientos a base de
polimeros derivados de la celulosa constituye una alternativa eficaz para el
control en pos cosecha de Penicillium italicum en naranjas (Sanchez et al.,
2007). También, el aceite esencial de jengibre puede ejercer una accion
antimicrobiana sobre el Bacillus cereus, Staphylococus aureus vy
Streptococus faecalis (Vasquez et al., 2001). El aceite esencial de la “hierba
de limén” (Cymbopogon citratus) mostré una notable actividad antifungica
frente a Trichophyton rubrum (la formulacién desarrollada resulto no irritante
y se propuso usar como antidermatofitica) (Guerra et al., 2004). Para la
evaluacion de las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales se

aplican los métodos convencionales de ensayo para antibiéticos. Existen dos
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técnicas basicas usadas, el método de difusion en agar y el método de

diluciones (Vargas y Bottia, 2008).

Aplicaciones de los aceites esenciales en la industria

Los aceites esenciales tienen un amplio rango de aplicacion en la
industria. La figura N° 01, proporciona una vista general de su uso en las
diferentes ramas de consumo. El tipo de aceite esencial y su calidad final
determinaran en qué producto sera incorporado; los aceites pueden ser
empleados como materia prima en diferentes tipos de industria en general,
cosmeética, alimenticia, bebidas, textil, etc.; mientras que en otras industrias,
como la farmacéutica, se pueden usar productos aislados de las mismas

esencias (Diaz, 2007).

2.2.3. Metabolitos secundarios volétiles reconocidos en el aceite
esencial
Dikshit et al. (1986) reconocio la presencia de mirceno, a-felandreno,
B-felandreno, p-cimeno, B-cariofileno y D-limoneno, como componentes
mayoritarios del aceite esencial obtenido de las hojas del molle.
Segun Viturro et al. (2010) en muestras de aceite esencial de molle de Costa
Rica, Brasil, Ecuador, Peru, Bolivia y Argentina; en dicho resumen se puede
notar que los compuestos a- felandreno, B-felandreno, a-pineno, B-pineno,
limoneno, p-cimeno y mirceno son los mas comunes:
+ qa-felandreno: Formula quimica: C10H16.
Nombre IUPAC: 2-methyl-5-(1-methylethyl)-1,3-cyclohexadiene.
+ [-felandreno: Formula quimica: C10H16.
Nombre IUPAC: 1-isopropil-4-metil-2,4-ciclohexadieno.
* q-pineno: Formula quimica: C10H16.
Nombre IUPAC: 2, 6, 6- trimetilbiciclo.
* (-pineno: Férmula quimica: C10H16.
Nombre IUPAC: 6,6-dimetil-2-metilenebiciclo [3.1.1] heptano.
+ Limoneno: Férmula quimica: C10H16.

Nombre IUPAC: 4-isopropenil-1-metilciclohexeno.
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*+ P-cimeno: Férmula quimica: C10H14.

Nombre IUPAC: 6,6-dimetil-2-metilenebiciclo [3.1.1] heptano.
* Mirceno: Férmula quimica: C10H16.

Nombre IUPAC: 7-metil-3-metileno-1,6-octadieno.

v
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Fuente: Nobre et al. (2000), Pala (2002), Quiminet (2009)

Figura 6: Estructura molecular de los componentes volatiles mas comunes del aceite esencial de Shinus molle

(molle).
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2.2.4. Métodos de obtencion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se localizan en diferentes partes de la planta,
dependiendo de la especie, algunos suelen localizarse en glandulas
aceitosas, sacos de aceite, venas o0 en los cabellos glandulares, de donde
pueden ser extraidos utilizando vapor de agua. Para facilitar tal proceso
extractivo, y de esta forma, aumentar el rendimiento del aceites esenciales ,
generalmente, se hace necesario un tratamiento previo de la planta antes de
su destilacion, el cual depende del tipo de material vegetal con que se vaya
a trabajar (Guenther, 1955); (Mufioz, 1987). Las hojas, flores y partes no
fibrosas de la planta, pueden ser sometidas a destilacion sin tratamiento
previo, mientras que las raices, tallos y plantas lefiosas deben ser cortados
en pequenos trozos, antes de ser sometidos al proceso extractivo (Guenther,
1955). El almacenamiento y secado del material vegetal se debe llevar a
cabo en un ambiente seco y a temperaturas bajas, para minimizar pérdidas
por evaporacion y evitar procesos de oxidacion y resinificacion. El secado se
lleva a cabo en desecadores bajo techo para evitar el contacto directo del
material vegetal con los rayos solares (Guenther, 1955) (Mufioz, 1987).
Existen diferentes métodos de obtencidn, los principales métodos utilizados
para obtener aceites esenciales a partir de plantas aroméaticas (Bandoni,

2000) son los siguientes:

+» Destilacién con agua (hidrodestilacién)

Este método consiste en llevar a estado de ebullicién una suspension
acuosa del material vegetal, de tal manera, que los vapores generados
puedan ser condensados y colectados. El aceite, que es inmiscible en agua,
es posteriormente separado. Esta técnica es sencilla, pero de mucha
precaucion, ya que durante este proceso el aceite se somete a la accion de
altas temperaturas, las cuales pueden ocasionar procesos indeseables,
como la polimerizacion y resinificacion de los terpenos, asi como la hidrélisis
de los ésteres (Schreier, 1984).

La hidrodestilacién, asimismo, es el método normativo para la extracciéon

de un aceite esencial, asi como para control de calidad. El principio de la
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destilacion hidraulica es una destilacién heterogénea. El proceso es sumergir

la planta de crudo en un bafio de agua. Todos entonces se trae a ebullicion

generalmente la presion atmosférica como se muestra en la figura 9.
(Bandoni, 2000).

A

N

Figura 7: Instalacion de la destilacion hidraulicalnstalacion de la destilacion hidraulica

1 - Botella Erlenmayer 6 - Refrigerante

2 - Aguay planta. 7 - Soporte de refrigerante
3 — Calentador 8 - Aceite esencial

4- Control de temperatura 9 - Agua aromatica

5 - Entrada de agua 10 - Bulbo

% Destilacién por arrastre con vapor

La destilacion por arrastre con vapor o destilacién con vapor seco, que
se emplea para extraer la mayoria de los aceites esenciales es una
destilacion de mezcla de dos liquidos inmiscibles y consiste, en una
vaporizacién a temperaturas inferiores a las de ebullicion de cada uno de los
componentes volatiles por efecto de una corriente directa de vapor (Bandoni,
2000). En esta técnica el vapor de agua ligeramente sobrecalentado,
proveniente de un generador, se hace llegar hasta el recipiente que contiene
la planta, de donde arrastra los componentes volatiles que luego se
condensan obteniéndose asi una mezcla de agua y aceite, de la cual el AE
se separa facilmente por simple decantacion, como se muestra en la figura

10. (Gluenther, 1955) (Schreier, 1984) (Denny, 1989).
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Figura 8: Montaje de la formacion de vapor de agua

1- La botella de Erlenmayer 7- Entrada al agua

2- Agua 8- Refrigerante

3- Ballon calentador 9- Soporte del refrigerante
4- Planta 10- Aceite esencial

5- Soporte de Erlenmayer 11- Agua aromaética

% Destilacién con aguay vapor
En este caso, el vapor se genera dentro del propio cuerpo del
alambique, donde el material vegetal se encuentra suspendido sobre un
tramado (falso fondo) que impide el contacto del material vegetal con el
medio liquido en ebullicion. En comparacion con la hidrodestilacion, este
sistema reduce la capacidad neta de carga de materia prima dentro del

alambique, pero mejora la calidad del aceite obtenido (Bandoni, 2000).

% Hidrodestilacién asistida por la radiacion de microondas

Esta técnica fue inicialmente patentada en Canada, por el Dr. J. Paré y
sus colaboradores, en 1991 [Paré, 1991; 1992]. Para la extraccion de los AE
mediante MWHD, el material vegetal se sumerge al agua y se somete a la
19 accion de la radiacién de microondas, que, al calentar el agua hasta
ebullicién, produce vapores que atraviesan las estructuras celulares y
permiten la expulsion del AE contenido en ellas, luego, el AE arrastrado por
el vapor de agua, se condensa y se colecta (Kingston & Jassie, 1988)
(Europa Patente n° 0485668A1, 1992).
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Figura 9: Extraccion asistida por microondas.
« Extraccion por sustancias grasas

El método de extraccion de grasa se utiliza en la floracion en el
tratamiento de partes fragiles de plantas como las flores, que son muy
sensibles a la accién de la temperatura. Hace uso de los componentes
olorosos liposolubles de las plantas en la grasa. El principio es poner las
flores en contacto con una sustancia grasa para saturarla con esencia
vegetal. El producto obtenido es una pomada floral que luego se agota con
un disolvente que se elimina a presiéon reducida. En esta técnica, se puede
distinguir la infusidbn donde la saturacién se realiza por difusion a la
temperatura ambiente de los aromas hacia el cuerpo graso y la digestion que
se practica con el calor, por inmersion de los érganos vegetales en el cuerpo
graso. (Guenther, 1955) (Jennings & Rapp, 1983).

@ TRAITEMENT PAR LES GRAISSES
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IMPREGNATION FLEURS  POMMADE
SUR CHASSIS  §PUISEES  PARFUMET
/
. '/ GATTIUSE GLACENE FLTAE Y
o B U, CONCENTREUR

SOUS VIDE
FAU CHAUDL o vouce  MOMMADL €5 pommades parfumées sont “épursées” & l'alcool
MACERATION PANFUMEL ot concentrdes sous vide pour obtenis “Tabsolue

Figura 10: : Técnica de extraccion de grasa.
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X Extraccion con solventes

La técnica de extraccion por solvente consiste en colocar en un
extractor un solvente volatil y el material vegetal a tratar. A través de
sucesivos lavados, el solvente cargara moléculas aroméaticas, antes de ser
enviado al concentrador para ser destilado a presion atmosférica.
El producto asi obtenido se llama "concreto". Este concreto se puede
elaborar con alcohol absoluto, filtrado y helado para extraer las ceras
vegetales. Después de una ultima concentracion, obtenemos un "absoluto”.
- Los rendimientos son generalmente mas altos en comparacion con la
destilacion.
- El uso de disolventes organicos que pueden conducir al riesgo de artefactos
y posibilidad de contaminacién de la muestra por impurezas a veces dificiles
de eliminar.
- La eleccion del disolvente: metanol, etanol, éter de petrdleo o
diclorometano.
- Esta técnica de extraccidon se ha combinado recientemente con microondas
y ultrasonidos. (Sandra & Bichhi, 1987).
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Figura 11: Los diferentes tipos de extraccion de disolventes volatiles

« Extraccion con fluidos en estado supercritico
El principio basico para la extraccion con fluidos en estado supercritico
es el cambio de propiedades de transporte y solubilidad que presenta un

35



solvente en este 20 estado. El poder disolvente del CO2 supercritico es
mayor para compuestos menos polares y con masa molecular pequefa.
De esta manera, son muy solubles en fluido supercritico CO2 los aromas,
los terpenos y los lipidos debido a su baja polaridad. Otros compuestos que
pueden ser medianamente solubles, a condicidon de que su masa molecular
sea pequefia son el agua, los acidos grasos, alcoholes, cafeina, nicotina,
colesterol, etc. (Bandoni, 2000) (Dean, 1998).

2.2.5. Métodos de andlisis de calidad de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas fragantes cuya calidad y
precio en el mercado estan determinados principalmente por su composicion
quimica, por el contenido de las sustancias de interés, y por las propiedades
fisicoguimicas y organolépticas que posee. De esta manera, el control de
calidad de un aceite esencial tiene como objetivo garantizar que la esencia

conserve determinadas caracteristicas analiticas.

% Cromatografia en fase gaseosa

El principio de la GC esta basado en la volatilizacion de la muestra en
el puerto del inyector y la separacion de los componentes en una columna
gue soporta la fase estacionaria, mientras que los componentes de la
muestra son arrastrados por la fase movil; a la salida de la columna cada
componente es registrado por un detector bajo la forma de picos, que deben
ser simétricos y sin superposicion. La separacion de componentes se lleva
a cabo en virtud de la diferencia de sus coeficientes de distribucion entre dos
fases, los cuales dependen de su estructura, de la naturaleza de las fases
(movil o estacionaria) y de la temperatura de la columna cromatografica. Los
resultados son cuantitativos y se obtienen en un espacio de tiempo
relativamente corto. Las Unicas desventajas radican en que los componentes
de las muestras deben ser estables a la temperatura de operacién y de
naturaleza volatil, para lo cual es necesario hacer un tratamiento preliminar
de las muestras, lo que puede convertir el proceso en dificil y complejo
(Vargas y Bottia, 2008).
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« Espectrometria de masas

La Espectrometria de masas es una de las técnicas analiticas mas
completas que existen, ya que proporciona un espectro caracteristico de
cada molécula, permite medir la concentracion de las sustancias y
proporciona informacion estructural sobre la molécula analizada. Dentro del
espectrometro de masas, se procede a la ionizacion de la muestra mediante
diferentes métodos. El sistema de ionizacion mas frecuente es el de impacto
electrénico que bombardea las moléculas con electrones de una cierta
energia, capaces de provocar la emision estimulada de un electron de las
moléculas y asi ionizarlas. Ademas de moléculas ionizadas o iones
moleculares (M+) también se forman iones fragmento, debido a la
descomposicion de los iones moleculares con exceso de energia, el tipo y
proporcion relativa de cada uno de estos fragmentos es caracteristico de las
moléculas analizadas y de las condiciones del proceso de ionizacion. Una
vez ionizadas las moléculas, se aceleran y se conducen hacia el sistema
colector mediante campos eléctricos o magnéticos. La velocidad alcanzada
por cada i6n sera dependiente de su masa. La deteccion consecutiva de los
iones formados produce el espectro de masas de la sustancia, que es
diferente para cada compuesto quimico y que constituye una identificacién
del compuesto analizado. El espectro de masas puede almacenarse en la
memoria del ordenador para compararse con los espectros de una coleccion
de espectros (o libreria) y proceder a su identificacion o puede estudiarse
para averiguar la naturaleza de la molécula que le dio origen (Gutiérrez y
Droguet, 2002).

« Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama
El detector de ionizacion de llama, FID (Flame lonization Detector), es
uno de los detectores mas usados y versatiles, basicamente, es un
guemador de hidrogeno/oxigeno, donde se mezcla el efluente de la columna
(gas portador y analito) con hidrégeno. Inmediatamente, este gas mezclado

se enciende mediante una chispa eléctrica, produciéndose una llama de alta
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temperatura. La mayoria de compuestos organicos al someterse a altas
temperaturas se pirolizan y producen iones y electrones, que son
conductores eléctricos; este hecho se aprovecha estableciendo una
diferencia de potencial de unos centenares de voltios entre la parte inferior
del quemador y un electrodo colector situado por encima de la llama. La
corriente generada es baja (del orden de los 10-12 A), por lo tanto debe ser
el proceso de ionizacién que se da en la llama es complejo, pero se puede
aproximar el nimero de iones producidos al nimero de atomos de carbono
transformados en la llama que salen de la columna. Esto produce que sea
un detector sensible a la masa mas que a la concentracion, por lo tanto no
afectan demasiado los cambios en el flujo de salida. Existen algunos grupos
funcionales que no dan respuesta en este detector, como el carbonilo,
alcohol, halégeno y amina, tampoco responden gases no inflamables como
el CO2, SO2, agua y oxidos de nitrégeno; este hecho mas que limitar el
ambito de aplicacion del detector, permite el analisis de muestras
contaminadas con alguno de los compuestos mencionados. La aplicacion de
este método permite una alta sensibilidad de 10-13 g/s, un gran intervalo
lineal de respuesta (de 107),y un bajo ruido. Por lo general, es resistente, de
bajo mantenimiento, y facil de utilizar (Villa, 2011).amplificada mediante un
amplificador de alta impedancia.

2.2.6. Actividad antibacteriana in vitro

Estudios reportados han demostrado que, el aceite esencial de Schinus
molle L. posee actividad antibacteriana contra cepas Gram (+), como:
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis,
ademds especies de la misma familia Anacardiaceae de Schinus molle,
mostraron efectos ante Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus sanguise, Streptococcus mutans. Schinus molle a la vez
posee efectos antimicrobianos sobre Gram (-) tales como: Escherichia
coli, Enterobacter, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae y Proteus
vulgaris, de igual manera, se ha evaluado las propiedades antifungicas frente

a Candida albicans y Aspergillus niger. Se puede afiadir estudios que han
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determinado el efecto citotoxico ante células tumorales. Cabe recalcar que
todas las investigaciones mencionadas han sido realizadas siguiendo las
normas de antibiogramas establecidas en la literatura, misma
metodologia que se toma en consideracion en el presente estudio. (Pauli,
2001); (Gonzalez, 2009); (Gualtieri, 2012); (Molinari, 2013); (Carvalho,
2013); (Alvarez & Boquet 1996); (Cedamanos & Mejia, 2014).

« Generalidades de las bacterias Gram positivos y Gram negativos
Escherichia Coli (ATCC 29522)

Son cepas con caracteristicas fenotipicas y genotipicas definidas que
son empleadas como control para las determinaciones microbiolégicas. La
norma ISO 17025:1999 se refiere a los requerimientos generales que
concierne a los laboratorios de ensayos y su respectiva calibracién,; siendo
una norma internacional que establece que este tipo de laboratorios deben
de usar un buen sistema de calidad, que sean técnicamente adecuados y
son preparados para formar resultados lo méas técnicamente posible y
validos, La estructura y mantenimiento del cepario dispondria de un conjunto
de cepas de referencia con una confiable informacion, usandose en las
diferentes areas de la ciencia y la tecnologia. Su almacenamiento permite
tener estabilidad y reproducibilidad de caracteristicas tipicas, morfolégicas,
bioguimicas, fisioldgicas y serologicas de cada una de ellas (Hernandez y
col., 2003).

Dominio: Bacteria o Eubacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Y- Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobactereaceae
Género: Escherichia
Especie: Escherichia coli

Fuente: Manual de Bergey's. 2005.
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Caracterizacion morfolégicay bioquimica
Es un bacilo que reacciona negativamente a la tincion de Gram (Gram
negativo), es anaerobio facultativo, mévil por flagelos peritricos (que rodean
Su cuerpo), no forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa
(Hernandez y col., 2003). Su pared celular es del tipo didermo y esta
constituida por la membrana citoplasmética, una capa fina de peptidoglicano,
entre ambas se encuentra el espacio periplasmico o periplasma, por encima
se sitla la membrana citoplasmatica externa constituida por una bicapa de
fosfolipidos intercalada con distintos componentes como el lipopolisacarido
(LPS), lipoproteinas y porinas (Mandell y col., 2005). E. coli produce
reacciones positivas para el rojo de metilo, indol, lisina descarboxilasa,
fermenta el manitol y produce gas a partir de la glucosa (Mandell y col.,
2005). Se trata de un enterobacteria catalasa positiva, oxidasa negativa,
reduce el nitrato a nitrito, siendo negativa la reaccion de ureasa y fenilalanina
desaminasa (Mandell y col., 2005).
Enterobacterias
La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande vy
heterogéneo de bacterias Gram negativas. Reciben su nombre por la
localizacion habitual como saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de
gérmenes ubicuos, encontrdndose de forma universal en el suelo, el agua y
la vegetacion, asi como formando parte de la flora intestinal normal de
muchos animales ademas del hombre. Escherichia coli, el microorganismo
mas prevalente de esta familia, es el microorganismo de vida libre que mejor
se ha estudiado. Estas bacterias pueden ser méviles (la mayoria) o
inmaoviles, la mayor parte de ellas fermentan la lactosa y son capaces de
producir indol a partir de triptéfano. (Mandell G.L., et al., 2006).
Historia
Theodoro Von Escherich, pediatra y microbiélogo aleman, estudi6 en
el aflo 1884 los microbios que se encontraban en el intestino infantil, a partir
de sus heces, para establecer su rol en la digestion y la enfermedad. En el

afio 1885 publicé los resultados de su estudio, en cuyo reporte describe el
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aislamiento y caracterizacion de bacterias de rapido crecimiento con forma
de varas cortas y delgadas que llamo Bacterium coli commune. Aunque
posteriormente el microorganismo fue descrito por varios otros
investigadores con mudltiples sinbnimos, Escherich fue reconocido como el
primero estableciéndose el nombre definitivo del microbio como Escherichia

coli.

Epidemiologia

En los individuos hospitalizados o inmunodeprimidos (incluyendo los
pacientes alcohdlicos y diabéticos), en especial en los pacientes que reciben
tratamiento antibiotico, hay colonizacion por Enterobacteriaceae, ademas de
en el tubo digestivo, en la orofaringe, el aparato genitourinario y la piel. La
infeccidn por estas bacterias es frecuente en estos contextos. La proporcion
de aislados resistentes a multiples antimicrobianos, incluidos aquellos que
producen betalactamasas de espectro extendido (BLEE), ha aumentado de
forma ininterrumpida, de modo que casi todos los aislados nosocomiales, y
muchos de los aislados adquiridos en la comunidad, son ahora resistentes a
varias clases importantes de antimicrobianos. Diferentes factores han
contribuido al incremento de las infecciones por enterobacterias en nuestros
hospitales: el uso cada vez mayor de técnicas diagndsticas y terapéuticas
agresivas (catéteres intravenosos, endoscopias, intervenciones), el empleo
de potentes inmunosupresores y las estancias hospitalarias prolongadas,
entre otros.
Estructura de la membrana celular

La envoltura celular se caracteriza por una estructura multilaminar. La
membrana interna, llamada también como citoplasmatica, se refiere una
doble capa de fosfolipidos con la funcion de regular el flujo de nutrientes,
metabolitos y macromoléculas, mientras que la siguiente capa es la externa,
se refiere a un peptidoglucano delgado con un espacio periplasmico que
presenta una alta densidad de proteinas. La membrana externa compleja se

refiere en otra doble capa de fosfolipidos que incluyen lipopolisacaridos
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(LPS), se encuentra en la parte mas externa y constituyen un factor
importante de virulencia de estas bacterias. Las lipoproteinas se encuentran
fijadas al peptidoglucano, son proteinas porinas multiméricas que ayudan al
flujo de diversas sustancias, incluyendo a los antibiéticos betalactamicos, y
otras proteinas de la membrana externa. Entre estas proteinas hay algunas
organelas complejas que estan radiadas hacia el exterior; es decir, los
flagelos que son estructuras usadas para la locomocién y que proceden de
una disposicién basal ubicada en la membrana interna, las fimbrias tienen
una importante funcibn como adhesinas, y los pili sexuales que son
estructuras que estan en las bacterias que presentan plasmidos conjugativos
y que las bacterias usadas para mediar la transferencia conjugativa de ADN
del plasmido.

Patogenicidad por Escherichia coli
Contiene cuantiosos factores de virulencia, los cuales no estan contenidos

en todas las cepas. Asi la mayoria de las cepas solo son capaces de producir
infecciones en inmunodeprimidos, mientras que otras tienen factores
especificos de virulencia (Prieto-Fraile, 1997)

Infecciones intestinales

Diferentes tipos de Escherichia coli causan distintos tipos de infecciones
intestinales. Aungue el papel de esta bacteria como causante de diarreas
infantiles se conoce desde hace muchos afos, hasta hace poco no se ha
identificado su papel como responsable en muchas ocasiones de la llamada
diarrea de viajero (Jawetz y col, 2002)

Escherichia coli enterotoxigénica: Una de las principales causas de
deshidratacion ocasionada por la diarrea en nifios menores de dos afios y
de la diarrea del viajero son producidas por este tipo de bacteria, las cuales
son adquiridas, generalmente, por personas proveniente de un pais
desarrollado quienes han visita regiones tropicales con bajas y deficientes
condiciones de higiene, presentando sintomas que tienden a ser leves con
un tipo de diarrea acuosa; aunque raramente los sintomas podrian ser mas
complicados presentando fiebre alta, escalofrios y vomitos.

Escherichia coli enteropatégeno: Este tipo bacteria es una de las

principales causas de diarreas en neonatos en paises con deficientes
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condiciones higiénicas, como ocurre en los paises subdesarrollados. Aunque
se han presentado raros casos de enfermedades en adultos en el mundo
industrializado, siendo los sintomas mas comunes como lesiones tipicas en
el &rea de la mucosa con la aparicion de microcolonias que ocasionan la
desaparicion de microvellosidades adyacentes.

Infecciones hospitalarias

En pacientes en estado de hospitalizacion clinica, la bacteria Escherichia coli
puede colonizar el tracto respiratorio y la piel de los enfermos, al igual que
otras enterobacterias o microorganismos ambientales. Esta colonizacion
puede ser el origen de neumonias (por aspiracion de secreciones
respiratorias contaminadas), infecciones de heridas quirdrgicas, etc. En
algunos casos, desde un foco de infeccion puede pasar a la sangre y originar

bacteriemia y sepsis (Prieto - Fraile, 1997)

Infecciones respiratorias

Las infecciones del tracto respiratorio suelen ser oportunistas. En los
pacientes con enfermedades graves, la alteracion de la fisiologia permite la
colonizacion de la via respiratoria y gastrica. Generalmente, el cuadro
clinico para esta enfermedad puede presentar sintomas caracteristicos a
los de una bronconeumonia, que suele afectar mas a los I6bulos inferiores,
con empiema afectando a un tercio de los pacientes y bacteriemia en el
otro, teniendo una alta tasa de mortalidad, mas del 50%, afectando mas a

las personas debilitadas.

Infecciones urinarias

En una infeccion urinaria complicada, el principal huésped de
bacterias alojadas en el aparato urinario es el Escherichia coli
encontrandose también otros tipos de bacterias. Los sintomas de esta
enfermedad producidas por estas bacterias presencia de un cuerpo
extrafio, sondaje vesical, obstruccion del flujo urinario normal llamado

también hipertrofia prostética, anomalias congénitas.
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En una infeccion urinaria, unas de sus principales causas son producidas por
la bacteria de Escherichia coli. La mayoria de las infecciones urinarias no
complicadas causadas ocurren en mujeres jovenes, se debe a la penetracion
en la vejiga de las bacterias que colonizan la regién periuretral (Prieto-Fraile,
1997).

La infeccion del tracto urinario (ITU) se distingue por la presencia de
microorganismos patdgenos dentro del sistema del tracto urinario, en el cual
puede o0 no presentar sintomas. El origen bacteriano de la ITU es el mas
frecuente con cifras alrededor entre 80%-90%.

Etiologia

En la mayoria de los casos, aproximadamente 95%, existe un sélo
microorganismo como responsable que causa la infeccibn en el tracto
urinario, siendo el agente etioldgico mas frecuente el Escherichia coli ,
generando entre el 75% a 80% de casos.

Bacteriemias

Escherichia coli es uno de los microorganismos que con mayor frecuencia
se aisla de hemocultivos, sobre todo en enfermedades con infeccion
nosocomial. Estas bacteriemias pueden dar lugar a otras las bacteriemias
por Gram negativos produciendo sepsis, y en ultimo extremo a shock séptico
desencadenando por la accién téxica de la endotoxina o lipopolisacaridos

capsular (Prieto-Fraile, 1997).

Septicemia

Cuando las defensas normales del huésped son inadecuadas, la
bacteria puede alcanzar el torrente sanguineo y causar septicemia. Los
recién nacidos a veces son muy susceptibles a la septicemia por
Escherichia coli debido a que carecen de anticuerpos IgM. La septicemia
también puede presentarse como consecuencia de infeccion del aparato

urinario (Jawetz y cols. 2002).
La Escherichia coli se aisla de heces en medios como Mac Conkey o
eosina azul de metileno (EMB) diferenciandose de las bacterias intestinales

debido a caracteristicas morfologicas y de afinidad a la lactosa. Es
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importante resaltar, la identificacion de este tipo de bacteria a nivel de
especie usa procedimientos automatizados (Vitek). Para la tipificacion en
la seroldogica de Escherichia coli se identificar los diferentes tipos de

antigenos, como son somaticos, flagelar y capsular.

Otro procedimiento en la identificacion esta basado en técnicas de
recombinacién genética que pueden permitir el desarrollo de sondas
moleculares para la identificacion de secuencias genes relacionados con la
produccion de factores de patogenicidad de enterobacterias. Estas sondas
estan elaboradas con secuencias especificas de DNA marcado con fésforo
radiactivo o con enzimas, que en un proceso de hibridacién, reconocen

secuencias de ADN complementario en las cepas problema.

Una técnica de biologia molecular muy utilizada actualmente es la
amplificacion de secuencias especificas para un factor de virulencia
(enterotoxinas, citotoxinas, adherencia, invasividad) de una cepa en
particular por medio de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

Tratamiento

El tratamiento para tratar los sintomas de una ITU depende del grado
de complicacién, teniendo en cuenta los factores de riesgos. Al momento
de escoger el tratamiento mas idéneo, debe de hacerse de una manera
empirica hasta que se logren obtener los resultados del urocultivo y
antibiograma, en el cual el médico debe de recetar un antibiotico efectivo
sobre el agente que se cree que sea el sospechoso de estar produciendo
esta enfermedad, cuyo fin en el tratamiento deben ser la adquisicion de
respuesta rapida y que sea bien efectiva, evitando la recurrencia y tratando

en lo posible de resistencia a los antibioticos.

Recientemente, Escherichia coli viene presentando una creciente

resistencia a los antibioticos tradicionales, tales la ampicilina, amoxicilina y
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a las cefalosporinas de primera y segunda generaciones, en el cual estos
no deberian ser utilizados en el tratamiento empirico de la pielonefritis.
Unos de los antibidticos mas usados son la ciprofloxacina y la norfloxacina.
Sin embargo, el uso de fluoroquinolonas como terapia de primera linea para

el tratamiento.

Prevencion y control

Al momento de buscar un control general para las infecciones
causadas por la cepa de Escherichia coli, se deben buscar en mejorar las
condiciones higiénicas, sanitarias, ambientales, asi como una debida
adecuacion y preparacion de alimentos, claro sin dejar por fuera una buena
higiene personal, para asi evitar en contraer enfermedades. Estas deben
medidas de aplicarse también en las hospitalarias para evitar posibles
brotes. Adicionalmente, se desarrollan estudios en la busqueda de
productos inmunizantes con enterotoxinas y de elementos adherentes que
contengan a las cepas de los diferentes grupos de E. coli asociadas con
procesos diarreicos, los cuales pueden contribuir reducir la morbilidad
producida por estas bacterias, caso particular como la poblacion infantil y
en los individuos que viajan de una zona de bajo riesgo de diarrea a una de

alta prevalencia.

2.2.7. Generalidades del Ciprofloxacino
« Descripcion

El agente Ciprofloxacino es un antibidtico amplio espectro
antimicrobiano de la familia de las Fluoroquinolonas, es un poderoso
mediamente que combate gérmenes Gram Negativos aerobios, que
incluyen también agentes patdgenos entéricos, como las Pseudomonas y
Serratia marcescens, Ademas, es un agente que es activo frente a
gérmenes Gram-positivos, pero recientemente se han observados que se
ha formado resistencia en algunas cepas como son los Staphyloccocus
aureus y pneumococos. Es importante tener en cuenta que no es activo

cuando se comprueban la existencia de bacterias anaerdbicas. En
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ocasiones se usa combinandose con otros antibacterianos para tratar

tratamientos de las infecciones por micobacterias (M. tuberculosis y MAC).

Mecanismo de accion

Los efectos antibacterianos del antibiotico ciprofloxacino es gracias
a su accion inhibidora de la topoisomerasa IV y la DNA-girasa de tipo
bacteriana. Estas topoisomerasas perturban el DNA encajando pliegues
helicoidales de doble cadena, ayudando la facilitacion del extendido de las
cadenas. La DNA-girasa presenta dos subunidades codificadas por el gen
gyrA, estas actlan quebrando las cadenas del cromosoma bacteriano,
pegandolas posteriormente una vez creadas la supe hélice. Las
quinolonas logran la inhibicion de estas subunidades evitando cuando se
replican y la transcripcion del DNA bacteriano, pero desconoce con
precision debido a la accién de la DNA-girasa, la cual conlleva a la muerte
de la bacteria. Es importante resaltar, que las células humanas presentan
una topoisomerasa que procede de una manera similar a la DNA-girasa
bacteriana, pero esta enzima generalmente no es afectada por las

concentraciones bactericidas del ciprofloxacino.

Farmacocinética: El ciprofloxacino se suministra por via
intravenosa e oral, el absorbiéndose de una manera rapida en el tracto
digestivo, lograndose probar un minimo en el metabolismo de primer paso.
En estudios se ha demostrado en ayunas se podria absorber como 70%
de la dosis suministrada, que conlleva a concentraciones plasmaticas
maximas en apenas de 30 a 150 minutos. Mientras que cuando se
suministra con las comidas se retardan las concentraciones, pero de igual

manera la absorcion en total no es afectada. (CAF DIGEMID)
Indicaciones y Posologia

Las infecciones urinarias de grado moderadas no complicadas deben

tratarse de la siguiente manera:
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+ Adultos se debe suministrar una dosis oral de 250-500 mg cada 12
horas de 7 a 14 dias.

* En pacientes hospitalizados por lo general las dosis lo determina el
médico tratante, pero por lo general se debe suministrar una dosis

intravenosa de 200 mg cada 12 horas, segun sea el caso.

En las infecciones urinarias graves y/o complicadas:
+ Administracién oral: Adultos: 500 mg cada 12 horas durante 7 a 14 dias.

+ Administracion intravenosa: Adultos: 400 mg cada 12 horas.

Contraindicaciones

Se debe evitar El ciprofloxacino en pacientes con hipersensibilidad a
las quinolonas debido que producen artropatias al administrado
experimental a animales inmaduros, haciéndose necesario precauciones
sobre todo cuando se suministra en el area pediatria. Aunque, la
incidencia es relativamente baja con valores cercanos a 1,5%, las cuales
logran desaparecer una vez que se para el tratamiento. Se ha
demostrado que estas fluoroquinolonas estan relacionadas a rupturas de
tendones, por lo cual se debe parar el tratamiento lo antes posible una

vez que haya iniciado el tratamiento.

El ciprofloxacino se esta dentro de la categoria C, catalogada como de
alto riesgo en el embarazo, debido que atraviesa a la barrera de tiene la
placenta, y es excretada en la leche materna, lo cual se recomienda no
ser usada durante el embarazo o la lactancia.
Interacciones
El ciprofloxacino minimiza el aclaramiento hepatico de la cafeina y de
la teofilina, en la cual se puede desarrollarse efectos toxicos como
nauseas y vomitos, ansiedad, nerviosismo, taquicardia o convulsiones.
Se debe prestar atencién en la interaccién de una dosis-dependiente
en que los individuos quienes consuman cafeina en grandes

cantidades.
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La absorcion oral del de este antibidtico puede ser afectada de manera
directa por sales de aluminio, calcio, hierro y cinc, aumentando la
afectacion en caso particular si se suministran una hora antes del
antibiotico.

Un aumento en el tiempo de la protrombina y del INR en individuos que
reciben tratamiento con warfarina y ciprofloxacino, la interaccion de 2 a
16 dias de haberse iniciado el tratamiento con el antibiético en los
pacientes anti coagulados estabilizados. Sin embargo, las dosis de 500
mg 2 veces al dia del ciprofloxacino no parecen afectar de forma

significativa el tratamiento anticoagulante. (Lancet 1989).

Recomendaciones

Las quinolonas estan dentro del ciprofloxacino y de ser usadas se
debe prestar especial precaucion en individuos con enfermedades del
sistema nervioso central y enfermedades cerebrovasculares, siendo un
factor preocupante de riesgo alto evitando las convulsiones, minimizando
su aparicion. Este tipo de antibiético afecta a individuos con insuficiencia
renal, ya que es excretada en por via renal. Por lo tanto, se debe de
aplicarse con cuidado las dosis minimizando en lo posible su prolongacion
y altas dosis. Es importante resaltar que no es necesario realizar un ajuste
de la dosis en los adultos mayores, mayores de 65 afos, siempre y cuando
no presenten problemas de indole renal.
Adicionalmente, se deberia de suministrar este antibidtico con la debida
precaucion en personas que tengan o presenten una alta deshidratacion
por la posibilidad de adquirir cristaliuria, debido que se concentra en exceso
en la orina.
Pueden presentarse efectos adversos gastrointestinales en particular en
pacientes con colitis, y puede producirse super infecciones por gérmenes

no sensibles. También puede ocurrir candidiasis (CAF DIGEMID).
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2.3. Formulacién de hipotesis
2.3.1. Hipotesis general:
HG: El aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) presenta

efecto antibacteriano significativo en cepas de Escherichia coli, in vitro.

2.3.2. Hipotesis especificas:

% H1: Existen metabolitos secundarios en mayor proporcion en el aceite
esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) con actividad
antibacteriana en cepas de Escherichia coli, in vitro.

% H2: Existe una alta concentracion del aceite esencial Schinus molle L.
(Molle) con efecto antibacteriano en cepas de Escherichia coli in vitro.

« HS3: El aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.), al ser
comparado con el Ciprofloxacino presenta igual actividad

antibacteriana, frente a cepas de Escherichia coli.

2.4. Variables
2.4.1 Operacionalizacion de variables e indicadores

+* Variable Independiente:

Aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle)
* Variable dependiente:

Efecto antibacteriano
* Variable interviniente:

Periodo de incubacion
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Tabla 2: Operacionalizacion de las variables.

las hojas de molle
(Schinus molle L.)

molle ( Schinus
molle L).

Organoléptico

VARIABLE DEFINICION DIMENSIONES | INDICADORES
Vi Identificacion de
Producto obtenido metabolitos
Aceite esencial de | de las hojas de Fitoquimico

secundarios

Concentracién a
determinar.
Aceite al 25%
Aceite al 50%
Aceite al 100%
Ciprofloxacino

V.D

Efecto
Antibacteriano

Efecto del
producto en
estudio sobre el
microorganismo:

Microbiolégica

Medicion del diametro
de inhibicion.
(Halos de inhibicion)

cepas de
Escherichia coli
(ATCC 29522)

V.IN Tiempo necesario
Periodo de para que se 24, 48 y 72horas
incubacién produzca una observacional
respuesta

2.5. Marco conceptual
2.5.1. Definicion de términos basicos

Aceite esencial: también denominada esencia. Producto de las
plantas que comunican a los 6rganos que las contienen, olor agradable.
Quimicamente son mezclas complejas de sustancias volatiles,
generalmente liquidas, que pueden extraerse por destilacion, por arrastre
0 por vapor de agua. Poseen las siguientes propiedades: antisépticos,
digestivos, antiespasmaodicos y sedantes (Guerra L., 2011).
In vitro: es una técnica que consiste en realizar un experimento ya sea en
tubo de ensayo o un ambiente controlado (laboratorio).
Patdgeno: microorganismo que dafia a un huésped por invasion, lesién o
porgue producen sustancias toxicas.
Cromatografia: es un método en las que los componentes se han de
separar y se distribuye en dos fases, una estd en reposo, (fase

estacionaria) y la otra se mueve en direccion definida (fase movil).
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Miller Hinton agar: es un medio que carece de inhibidores, sustancia
gelatinosa que se usa como medio de cultivo para el crecimiento de una
gran cantidad de microorganismos tanto Gram positivos como Gram
negativo y hongos. Recomendado universalmente para la realizacion de la
prueba de sensibilidad. Medio de cultivo nutritivo no selectivo que
promueve el desarrollo microbiano.

Halos de inhibicion: es la zona alrededor de un disco de antibiético, en
el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar
inoculado con gérmenes.

Agente antibacteriano: el término se refiere a una sustancia cuyas
propiedades son capaces de eliminar agentes bacterianos o la inhibicién
de su crecimiento o proliferacion sin incurrir en el dafio del objeto, ambiente
u organismo que las porta. Son en esencia farmacos como es el caso de
los antibidticos u otros agentes quimicos capaces de combatir estos
cuerpos. (David V.2010).

Bacteria Gram positivas: se caracterizan porque ser uno de las grandes
bacterias, que se pueden tefiir de azul oscuro o violeta por la tincién de
Gram. Es importante resaltar, que esta caracteristica quimica se relaciona
estrechamente conectada a la estructura de la cobertura celular, en la que
se refleja una clase natural de clasificacion bacteriana. La cobertura celular
de las bacterias Gram positivas presenta una membrana citoplasmatica,
ademas de tener una pared celular integrada por una gruesa capa de
peptidoglucano, que rodea a la anterior. (Cavalier-Smith, T. (2006).
Bacterias Gram negativas: se distinguen porgue no se tifien de azul
oscuro o de violeta por la tincibn de Gram, y lo hacen de un color rosado
claro, de alli es donde nace el nombre de gramnegativos, en la cual esa
caracteristica estd unida a la estructura di dérmica dada por la cobertura
celular, pues tiene una doble membrana celular, refiriendose a la
presentacion de dos membranas lipidicas donde se localizan en una fina
pared celular de peptidoglicano, a diferencia de las bacterias Gram
positivas solo tienen una membrana lipidica y la pared de peptidoglicano

es de mayor grosor. (Cavalier-Smith, T. (2006).
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Bacterias anaerobias facultativas: bacterias que se caracterizan por una
peculiar versatilidad en el aspecto respiratorio, pues se desarrollan tanto
en presencia como en ausencia de oxigeno atmosférico ( Cavalier-Smith,
T. (2006).

Inhibicion bacteriana: se manifiesta con la formacion del halo de
inhibicion bacteriano alrededor de pozos que contienen sustancias
antibacterianas en un agar con cultivos microbiolégicos en placas Petri.
Cepa bacteriana: todos los organismos descendientes de un cultivo puro,
por tanto, con fenotipo y genotipo definidos, estan pueden ser clinicas o
procedentes de un cepario, cultivadas bajo ciertos estandares (NCCLS
1997).

Efecto inhibidor: es el impedimento del crecimiento o destruccion
(muerte) de bacterias por la actividad de un agente antibacteriano
natural o sintético, su mecanismo de accion depende de la sustancia
antibacteriana; puede ser por aumento de la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica alterando los procesos esenciales de la célula
bacteriana y finalmente provoca su muerte o aprovechando la estructura
o funcién bioquimica entre el huésped y las bacterias, causando por
mecanismos especificos la muerte o inhibicion del crecimiento de la
bacteria. Para evaluar in vitro el efecto inhibidor se empleara el método de
difusion en placas.

Extractos vegetales: se define como extracto vegetal el producto liquido
obtenido a partir de plantas o parte de ellas con varios procedimientos y
con varios solventes (Morales R.2000).

Solubilidad: capacidad de disolucion de un compuesto quimico; depende
de la forma en que se encuentran: aglicones libres (son insolubles en agua)
o0 heterésidos (son solubles en agua y mezclas hidroalcohdlicas e
insolubles en disolventes organicos apolares. (Diaz C. et al, 2008).
Actividad antimicrobiana: capacidad que presenta un compuesto para
inhibir el aumento de poblacién bacteriana o para eliminarla, se puede

expresar cuantitativamente con pruebas in vitro (Thaweboon, 2009).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacién

*

Descriptivo- Explicativo

Es descriptivo porque se busco sefalar las caracteristicas del material
vegetal en una situacion experimental.

Explicativo, debido a que se buscd determinar los efectos

antibacterianos in vitro del material vegetal, frente a cepas bacterianas.

+ Comparativo

Se establecié la comparacion de la muestra vegetal con el producto
comercial (Ciprofloxacino) , frente a cepas bacterianas.

La investigacion realizada pertenece al nivel de investigacion aplicada,
pues, sus resultados serviran para posibilitar tratamientos terapéuticos

alternativos en poblaciones vulnerables.

3.2. Disefio

Esta investigacion asumio un disefio cuasi experimental, donde la muestra

vegetal fue sometida a experimento microbiologico “in vitro”.

3.3. Poblacion y muestra

*

Poblacion vegetal:
Se recolectaron plantas de molle (Schinus molle L.) del distrito de
Lurigancho-Chosica, departamento de Lima.

Muestra vegetal:

8 kilos de hojas de molle (Schinus Molle L.)

Poblacién microbioldgica:
Microorganismo bacteriano de Escherichia coli
Muestra microbioldgica:
Cepas estandarizadas: Escherichia coli (ATCC® 25922™)

Tamarfo muestral: 80 mediciones o determinaciones.
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3.4 Material de laboratorio

Materiales de vidrio

* Asa de siembra.
+ Balones de vidrio de 100, 250, 500 ml.
* Matraces de 100 y 250 ml.
* Pipetasde 1,5y 10 ml.
* Placas petri de 10 x 150 mm.
* Probetas de 25 y 50 ml.
* Tubos de ensayo 13 x 100 mm y 15 x 150 mm.
» Vasos de precipitacion de 250 y 500 m.

Equipos

 Autoclave.
+ Balanza analitica.
+ Estufa de cultivo a 37°C.

* Mechero Bunsen.

 Micro pipetas de rango de 5-10 pl, 20-200 pl y 100-1000 pl.

 Refrigerador.
Equipo de Destilacién por arrastre de vapor.

Medios de cultivo

+ Agar Nutritivo.

» Agar Mueller Hinton.

 Caldo Mueller Hinton.
Reactivos

 Alcohol 70°.

+ Agua destilada.

 Dimetilsulfoxido (DMSO).

Otros materiales

* Discos de papel filtro.

» Espatulas.
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* Gradillas.
* Pinzas estériles.

* Vernier

3.5 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Se elabor6 una ficha de datos en donde se anotaron los resultados
del método de difusién en placas con discos de papel filtro. La recoleccion
de los datos se realiz6 de forma manual y vision directa.

Para la medicion de los halos se utilizo el instrumento vernier calibrada
en milimetros. Se verificd cada una de las fichas para evitar errores u
omisiones en los datos que pudieran perjudicar la investigacion. Para la
interpretacion de los resultados en la evaluacion de tipo cuantitativa se tomo
como referencia los diametros de halo de inhibicion y para la
interpretacién de los resultados en la evaluacion de tipo cualitativa se tomo

como referencia las pautas por Duraffourd (1983).

3.6. Procedimiento experimental

X/
o

Recoleccion de la muestra vegetal Schinus molle L. (Molle)

Se recolectaron las hojas de Schinus molle L. "molle” en el Pueblo de
San Antonio de Chaclla, (Distrito de Chosica), departamento de Lima, La
temperatura media oscila entre los 18° C. a 26° C. ubicacion geografica:
Altitud 911 msnm, Latitud Sur 11°56'14", Longitud Oeste 76°42'13". La
muestra fue recolectada el 28 de enero entre las 7 am y 9 am. Se tuvo un
cuidado en la seleccion solo se tomaron las hojas verdes y que hayan
alcanzado un buen estado bioldgico, posteriormente se mantuvo un buen

estado de conservacion, hasta la realizacion de la extraccidon. (Anexo 1).

Preparacion de la Muestra

Limpieza: eliminar residuos que podrian contaminar la muestra.
Secado: bajo sombra a temperatura Ambiente.

Seleccidn: eliminar las hojas que presentan signos de deterioro.

Maceracion: durante 8 dias. (Anexo N° 2)
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3.7 Obtencion del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle
L.)

Las hojas de cada planta, se secaron a temperatura ambiente,
durante ocho dias en un lugar seco bajo cubierta y se trituraron
manualmente, logrando una cantidad de 800g. El material triturado fue
sometido a un en un balén de fondo plano con 2 litros de agua destilada,
el método usado para la extraccion es: método de arrastre con vapor de
agua, donde éste es arrastrado por la corriente de vapor de agua que se
genera en la fuente de vapor, luego esta mezcla (vapor de agua y aceite)
es condensada mediante su paso por un refrigerante de vidrio, para luego
separar el aceite del agua por simple diferencias densidades, el
procedimiento duro 6 horas, a una temperatura de 110 V. (Motle, 1977);
(Guarnizo, 2009),

El aceite esencial destilado se recibié en un depésito estéril y
cerrado, aqui se pudo observar un estado difasico entre agua y aceite
esencial, debido a las diferencias de densidad. Esto permiti6 separar
el aceite esencial mediante el uso de pipetas Pasteur a un tubo de
vidrio con tapa rosca cerrado herméticamente envolviéndolo en papel
aluminio y almacenado a temperatura ambiente y en oscuridad hasta

su utilizacion. (Lagos, 2012). (Anexo 7).

- Analisis de calidad del aceite esencial de las hojas de molle:
+ Caracteristicas organolépticas:
Aspecto: Liquido cristalino
Color : Amarillo claro

Olor . Ligeramente teaceo

+ Determinacidon de la concentracion del aceite esencial

Probeta de 5 ml. vacia = 16.311 g.
Probeta de 5 ml. con aceite = = 19.958 g.
Masa = 19.958 - 16.311 = 3.648g
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Volumen = 3.980ml.

D = densidad
M = masa
V =volume
d=M 3.648g d =0,9165 g/ml
VvV 3.880 mL.
cc= 1000mg --------------- 19
X e 0,9165¢g

X = 916.5 mg/mL

Rendimiento del aceite esencial de las hojas de molle (RAE)

Se determindé el % de RAE por el método gravimetria-
volumétrico, para ello se realiz6 el método de arrastre por vapor
de agua enun equipo de destilacion de vidrio. Obteniéndose 3.980
ml de aceite esencial a partir de la destilacién de 8 kg de las hojas,
colocamos 500 gramos por una repeticion de 5 veces en el equipo de
arrastre por vapor. Obteniendo un determinado volumen. (Lagos,
2012), (Azafa, 2010).

Para determinar la eficacia del aceite esencial. Se aplicé la siguiente
formula:
Se logré un rendimiento del 0,22 %
% RAE= Vol. AE.(ml) x 100%
P. muestra (Q)
% RAE = Porcentaje de rendimiento del aceite esencial.
Vol. AE = Volumen del aceite esencial obtenido. (3.80 ml)

P. muestra = Peso de la muestra a destilar. (2000 g)

% RAE=3.80ml x100=0.19
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% RAE =0, 22

Dikshit et al. (1986) Instituto Central de Plantas Medicinales vy
aromaticas, India: Hojas frescas Hasta 0,8% (0,05-0,89).
indice de refraccién:

indice de refraccion es el cambio de direccion que experimenta
una onda al pasar de un medio a otro distinto. Es una constante que
depende del caracter y del estado de la sustancia analizada. Es un
indicador de pureza, el valor estd relacionado con el grado de
saturacion, con la razon cis/trans de los dobles enlaces y puede estar
influenciado con el dafio que sufre el aceite tras la oxidacion. Valor

normal 1.4600 y 1.5000 a mas o menos 15 o 20 grados centigrados.

Andlisis cromatografico del aceite esencial de las hojas de molle
Se realizé integramente en el Laboratorio de Quimica
Inorganica N° 12, en la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Ingenieria (UNI). Para realizar esta determinacion, se
inyecté la muestra en un cromatografo de gases equipado con
detector de ionizacion de llama (FID). El equipo empleado ha sido un
Varian modelo 450GC,; la separacion cromatografica se ha realizado
a través de una columna capilar SUPELCOWAX T10 (de 30 m de
longitud, 530 ym de diametro interno, 1 ym de espesor, y de fase
estacionaria) con inyector tipo split: 1/20, y el software usado fue el
Galaxie version 1.9.302.952.
La operacién de inyeccion fue en modo split (particion de la muestra
antes que ingrese a la columna); el gas portador fue helio cuya
velocidad o flujo de gas de arrastre fue de 5 ml/min; con temperaturas
del horno programadas de 70°C a 160°C (con una pendiente o razon
de incremento de 4°C/min), y la temperatura del inyector fue de 250°C.
Las condiciones ambientales en las que se llevé a cabo la

determinacion fueron, 23°C y 68% de humedad relativa.
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3.8. Actividad antibacteriana
3.8.1. Obtencion del microorganismo
Se trabaj6é con una cepa de bacteria estandar de Escherichia coli

(ATCC® 25922™)(AmericanType Culture Collection), producto disefiado solo
para proposito de estudio en investigaciones cientificas in vitro,
informacion proporcionada por el Departamento de Salud y Servicios
Humanos para el Control y Prevencion de Enfermedades y los Institutos
Nacionales para la Salud EE.UU. La bacteria fue adquirida a través del
Laboratorio GenLab.
3.8.2. Reactivacion de la cepa bacteriana
La cepa bacteriana de Escherichia coli (ATCC® 25922™), vino en un tubo
estéril la cual previamente se lo rehidraté con 0.5ml de peptona,
se tomo algunas gotas de la dilucion para sembrarlas en agar sangre, se
incubd de 24-48 horas a 37°C, de donde se tomo las colonias para la siembra
en nuestro estudio, en agar Mueller Hinton por 24, 48 horas a 37°C. (Alvarez
& Boquet, 1996).
3.8.3. Preparacién del in6culo bacteriano
Método de suspension directa de colonias: este método es el mas adecuado
para la preparacion del inéculo.
Se tom6 con un asa de kolle, 2 a 3 colonias del agar Mdueller Hinton
previamente reactivadas , que se transfirieron a un tubo que contenia 5 ml.
solucion salina 0.9% , se homogenizaron con el uso de un vortex,, hasta
alcanzar una turbidez de (1X10s UFC/mI) coincida con el estandar N° 0.5 de
la escala de Mc Farland . (Alvarez & Boquet, 1996). Esto se logro,
comparando al tubo patrén que fue adquirido de una casa comercial de
laboratorio GenLab.
3.8.4. Preparacion de la sustancia vegetal para el estudio
El aceite esencial estuvo en refrigeracion hasta el momento de su uso, para
eso se procedié a realizar las diluciones utilizando como el solvente el
dimetilsulféxido (DMSOQO). (Cedamanos & Mejia, 2014).

+ Concentracion: 100%, se usa el aceite esencial directamente (puro)

volumen final 500ml.
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+* Concentracion: 50%, se prepara: en un tubo estéril se coloca 250m|
de aceite y 250 ml DMSO con un volumen final de 500ml. (Dilucién
1:1).

+ Concentracion: 25%, se prepara: en un tubo estéril se 125 ml de aceite
y 375 ml de DMSO con un volumen final de 500ml. (Dilucion 1:3).
(Anexo N° 8).

3.8.5. Preparacion de los discos de sensibilidad

Para esta prueba se prepararon discos de sensibilidad con
antibioticos de papel filtro (Wathman N° 42) de aproximadamente 6 mm de
diametro, que se colocaron en un beaker de 100 ml con agua destilada para
su esterilizacion y desnaturalizacion del antibidtico en autoclave (121°C, 15
Ib por 15 minutos). Posteriormente, se vacio el agua del beaker que contiene
la solucion desnaturalizada y el beaker conteniendo los discos se los llevo a
estufa regulada a 100°C por 1 hora para su secado, y posteriormente ser
usados. La actividad antibacteriana del aceite esencial se evaludé por el
método de difusion en disco. Se impregnaron los discos previamente
esterilizados de 6 mm de diametro con una cantidad determinada

correspondiente a los cinco grupos de estudio.

3.8.6. Sensibilidad antibacteriana por el Método de disco difusion.

Método de Kirby-Bauer.(Método disco-placa-cultivo).(Udayakumar &
Hazzena, 2002). Se emple6 el agar Mdieller Hinton, dado que se
considera el mejor medio para las pruebas de sensibilidad de rutinay
se preparé como indica la casa comercial,las cuales fueron adquiridas en
Laboratorio de microbiologico Arez. Este método, que sufrié diferentes
modificaciones hasta que fue estandarizado por Kirby-Bauer en los Estados
Unidos en 1966, representa la prueba de susceptibilidad mas ampliamente
utiizada en bacteriologia clinica porque permite obtener resultados
bastante exactos mediante un método cuantitativo, semicuantitativo o

cualitativo, este ultimo es el mas utilizado.
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El Comité de Expertos de la OMS (NCCLS en su documento M7-T) publico
las “Normas” para efectuar algunas modificaciones al descrito por Bauer, de

manera que los resultados sean comparables en todas partes del mundo.

3.8.7. Sembrado del in6culo bacteriano

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo
bacteriano de Escherichia coli (ATCC® 25922™) (estandar N° 0.5 de la escala
de Mc Farland), con ayuda de la micropipeta, se transfirieron 100 ul de la
suspension bacteriana en placas de agar Mueller Hinton, con el asa de
siembra, se disemindé en la superficie para asegurar una distribucion
uniforme del in6culo. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante

3 a 5 minutos.

3.8.8. Aplicacion de los discos en las placas inoculadas

Posteriormente con unas pinzas esteériles se procedio a colocar los discos de

sensibilidad a las placas:

Se utilizaron 5 grupos: control positivo, control negativo, aceite esencial al

100%, 50% y 25%. Cada uno de los grupos cuenta con 20 repeticiones.

Se procedio de la siguiente manera:

* Grupo I: control positivo, formado Ciprofloxacino 500mg, se dividié la placa
Petri en cuatro cuadrantes, donde se colocaron a cada uno de ellos se
colocaron los discos de sensibilidad previamente sumergida en la muestra
de interés. Se utilizaron un total de 20 repeticiones.

+ Grupo llI: control negativo, formado por agua destilada, se dividié la placa
Petri en cuatro cuadrantes, donde se colocaron los discos de sensibilidad
previamente sumergida en la muestra de interés. Se utilizaron un total de
20 repeticiones.

* Grupo llI: aceite esencial puro al 100%, se dividié la placa Petri en cuatro
cuadrantes, donde se colocaron los discos de sensibilidad previamente
sumergida en la muestra de interés. Se utilizaron un total de 20

repeticiones.

62



* Grupo IV: aceite esencial con una concentracion al 50%, se dividié la placa
Petri en cuatro cuadrantes, donde se colocaron los discos de sensibilidad
previamente sumergida en la muestra de interés. Se utilizaron un total de
20 repeticiones.

*+ Grupo V: aceite esencial con una concentracion al 25%, se dividio la placa
Petri en cuatro cuadrantes, donde se colocaron los discos de sensibilidad
previamente sumergida en la muestra de interés. Se utilizaron un total de

20 repeticiones.

3.8.9. Incubacion:

Una vez identificadas y rotuladas las placas se llevaron a incubacion a 37 °C
.De tal manera que tuvimos 5 grupos de trabajo (control +, control -,
concentracién del Molle al 100%, 50% y 25%.)

Las lecturas del halo de inhibicién se realizaron por un periodo de 24, 48, 72
horas, con la ayuda del vernier previamente calibrado.

Posteriormente, se midi6 el dimetro del halo de inhibicién del crecimiento de
los microorganismos y el calculo del porcentaje del efecto inhibitorio relativo
respecto al control positivo, que se procedio aplicando la siguiente expresion
(Martinez, 1996).

3.8.10. Lectura del efecto antibacteriano del aceite esencial de las
hojas de molle (Shinus molle L.).

La lectura del efecto se realiza a las 24, 48 y 72 horas, una vez
transcurrido el tiempo indicado se procede a la medicién e interpretacién de
la zona circunda el disco, llamada halo de inhibicién. Este informa si el
microorganismo es sensible, resistente o intermedio. La falta de desarrollo
alrededor del disco indica que la bacteria es “sensible” al antimicrobiano
selectivo, lo que significa que después de tratar al paciente infectado por el
microorganismo con las dosis habituales de dicho antimicrobiano se
observara una respuesta favorable al tratamiento. EI crecimiento del
microorganismo alrededor del disco indica una cepa “resistente”, es decir,

una con la cual no se obtendra ninguna respuesta terapéutica.
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El tamafio de cada halo de inhibicion depende de la sensibilidad de la cepa
al antimicrobiano, de la velocidad de crecimiento del microorganismo, de
la cantidad (carga) de antimicrobiano selectivo presente en el disco y de la
capacidad para difundir en el medio.

Para la interpretacion de los resultados se tomdé como referencias las
pautas por (Duraffourd y Lapraz, 1983). La evaluaciéon se realizd tanto
cuantitativamente por mediciobn numérica de los halos de inhibicion, y
cualitativamente siguiendo las pautas por Duraffourd; para demostrar la
susceptibilidad que tienen los microorganismos al aceite esenciales.

Nula (-): para un diametro inferior a 8 mm.

Sensibilidad baja (sensible +): para un diametro entre 9 a 14 mm.
Sensibilidad Medio (sensible ++): para un diametro entre 14 y 20 mm.

Sensibilidad alta (+++): para un diametro superior a 20 mm.
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CAPITULO IV

PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se realiz6 el estudio in vitro en la especie bacteriana: de Escherichia
coli (ATCC® 25922™) de la actividad antibacteriana del aceite esencial
de las hojas de Schinus molle L. (Molle), Se trabajaron 5 grupos de estudio
en los que incluye control positivo al ciprofloxacino, control negativo al agua
destilada y diferentes concentraciones del aceite, cada una de ellas con 20
repeticiones por cada sustancia a las 24, 48 y 72 horas. Comprobandose
sensibilidad de la bacteria mencionada.
Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas realizadas a la planta en
estudio han sido agrupados en tablas y graficos, para la mejor interpretacion
de los resultados que se detallan a continuacion. Se utiliz6 el disefio
completamente aleatorio, debido a que este es un disefio de simple

distribucion, siendo util para métodos y técnicas de laboratorio.

4.1. Procesamiento de los datos

Se utilizé el programa SPSS® , programa estadistico que permitio
obtener referencias y célculos estadisticos, utilizando estadistica no
paramétrica bajo pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
Wilk, determinando el analisis de Kruskal-Wallis, para comparar el efecto
de varias sustancias empleadas en el estudio a las 24, 48 y 72 horas.
Evaluacién de la susceptibilidad de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
por método de difusion en placas con discos de papel filtro, impregnados
en: Aceite esencial de Schinus molle (molle) 25% ,50% y 100%,

Ciprofloxacino 500mg, .Agua destilada.
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4.2. Analisis Cromatografico (GC-FID).
4.2.1. Metabolitos volatiles secundarios del aceite esencial de las hojas
de molle (Shinus molle).

De acuerdo al andlisis de cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-FID), el cromatograma resultante (Anexo N° 15)
registrO cinco picos que representan los cinco metabolitos volatiles
mayoritarios presentes en la muestra de aceite. Para identificar tales
compuestos fue necesario comparar el tiempo de retencion experimental en
minutos, con el tiempo de retencion tedrico también en minutos; ya que en el
ensayo, a la salida de la columna cada componente es registrado por el
detector en un determinado tiempo y bajo la forma de picos; estos tiempos
fueron comparados con tiempos de retencion estandares establecidos para
cada tipo de compuesto (estandares pertenecientes al laboratorio N° 12 de la
Universidad Nacional de Ingenieria de Lima (UNI), Peru).

El tiempo de retencion experimental, el tiempo de retencion tedrico y el area
de cada pico, se registran en el cuadro leyenda del mismo cromatograma
(Anexo N° 11). Los elementos identificados segun su tiempo de retencion, se

registran en la tabla N° 9.

Tabla 3: Tiempos de retencién e identificacion de los metabolitos secundarios aislados por GCFID del aceite esencial de
Shinus molle L. (molle)

TRE TRT )

N° (min) (min) % Area Identificacion
1 3,24 3,22 0,23 Limoneno
2 513 5,03 0,100 a-pineno
3 5,73 5,82 0,034 B-pineno
4 5,96 5,22 0,029 B-mirceno
5 7,20 6,60 0,011 ?e-landreno

Fuente: Universidad Nacional de Ingenieria (UNI).

TRE (min): Tiempo de retencion experimental en minutos.
TRT (min): Tiempo de retencién tedrico en minutos;
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GC-FID: cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama FID.

De acuerdo a los estudios precedentes, como los de Viturro et al.(2010), los
elementos identificados en el cuadro anterior, pertenecen al grupo de
componentes caracteristicos del aceite esencial de molle peruano
(Ayacucho), a excepcion del B-mirceno; no obstante Viturro et al. (2010)
lograron reconocer otros compuestos como el p-cimeno, A-cadineno, T-
cariofileno, D-germacreno, B-germacreno, aunque en proporciones muy

bajas.

4.2.2 Importancia de los metabolitos volatiles hallados

+ Limoneno: Formula quimica: C10H16
El limoneno tiene un amplio uso en la industria farmacéutica y alimentaria
como aromatizante y para dar sabor. Es usado, por ejemplo, en la obtencion
de sabores artificiales y en la fabricacion de dulces, bebidas o goma de
mascar. También es empleado como disolvente de resinas, pigmentos, tintas,
pinturas, en la fabricacion de adhesivos o como aditivo en fragancias. Otro de
sus usos es el de insecticida porgue no es toxico para los seres humanos y
animales domesticos, ni perjudicial para la jardineria.

* a-pineno: Férmula quimica: C10H16
El B-pineno es un monoterpeno biciclico, precursores de fragancias;
precisamente la industria de fragancias y saborizantes. Empleado
principalmente en la produccién de mirceno y geraniol, resinas terpénicas, y
como precursor para producir acetato de nopilo, el cual se utiliza para la
elaboraciéon de perfumes; asi mismo, el [-pineno reacciona con
paraformaldehido para formar el nopol, un alcohol utilizado en diversos
productos de uso doméstico y como materia prima para la obtencion de otros
compuestos sintéticos (Alarcon et al., 2005).

*+ B-mirceno: Férmula quimica: C10H16
Se usa como un intermediario para la produccion de diversas fragancias.

+ qa-felandreno: Férmula quimica: C10H16
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Tiene aplicaciones industriales mayormente como un producto quimico para
sintesis; participando en mezclas con otros metabolitos volatiles como el
pineno y limoneno, para aromatizar bebidas, licores, perfumes, dentifricos,

jabones y cremas cosméticas (Ortufio, 2006).

4.3. Actividad antibacteriana del aceite esencial de las hojas de molle
Se evaluo la actividad antibacteriana del aceites esencial Schinus molle
L.(molle) frente a cepas de Escherichia coli (ATCC® 25922™), el resultados
de la actividad antibacteriana (Anexo N° 14), en los cinco grupos en estudio,
se realizo la lectura de los halos de inhibicién en un periodo de tiempo de 24,
48y 27 horas.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 12: Susceptibilidad antibacteriana (Método de disco difusion) de Escherichia coli (ATCC® 25922™), frente al
aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.), concentracion al 25% con un halo de inhibicién de Medio de
9mm (escala de Duraffourd-Lapraz
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 13: Susceptibilidad antibacteriana (Método de disco difusion) de Escherichia coli (ATCC® 25922™), frente al
aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.), concentracién de 50% con un halo de inhibicion de Medio de
14mm (escala de Duraffourd-Lapra

Fuente: Elaboracién propia

Figura 14: Susceptibilidad antibacteriana (Método de disco difusion) de Escherichia coli (ATCC® 25922™), fiente al
aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.), al 100% con un halo de inhibicion promedio de 29mm (escala de
Duraffourd-Lapraz).

Es posible que la actividad antibacteriana se deba a las mezclas y
cantidad de los componentes del aceite esencial de las hojas de molle (Shinus
molle L.), en especial de sus componentes volatiles, alteren la permeabilidad
de la membrana plasmatica de la célula bacteriana, haciéndola mas

vulnerable a los cambios del medio y susceptible al envejecimiento, ya que
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actualmente no se tiene un conocimiento exacto de cual es el mecanismo de
accion de los aceites esenciales, asi mismo, los aceites esenciales provocan
la modificacién del pH del medio impidiendo el normal desarrollo de la
bacteria.

Fuente: Elaboracion propia
Figura 15: Elaboracién propia

Fuente: Elaboracion propia

Figura 16: Susceptibilidad antibacteriana (Método de disco difusion) de Escherichia coli (ATCC® 25922™), fiente al
control negativo: agua destilada con un halo de inhibicién de Omm /6 mm incluyen el disco de sensibilidad en las
mediciones. (Escala de Duraffourd-

4.4. Presentacion y andlisis de los resultados estadisticos
Se realizo el estudio in vitro en la especie bacteriana: de Escherichia

coli (ATCC® 25922™) y de la actividad antibacteriana del aceite esencial
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de las hojas de molle (Schinus molle L), Se trabajaron 5 grupos de estudio
en los que incluye control positivo al ciprofloxacino, control negativo al agua
destilada y diferentes concentraciones del aceite, cada una de ellas con 20
repeticiones por cada sustancia a las 24, 48 y 72 horas. Comprobandose
sensibilidad de la bacteria mencionada.

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas realizadas a la planta en
estudio han sido agrupados en tablas y graficos, para la mejor interpretacion
de los resultados se utilizé el disefio completamente aleatorio, debido a que
este es un disefio de simple distribucidn, siendo util para métodos y
técnicas de laboratorio microbiolégicos.

Los datos fueron procesados a través del programa estadistico SPSS®
mediante las pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y prueba no

paramétrica Kruskal-Wallis trabajados a un nivel de confianza del 95%.

4.4.1. Datos estadisticos

Los Datos obtenidos de los halos de inhibicion o susceptibilidad de la
cepa de Escherichia coli (ATCC® 25922™) por método de difusion en placas
con discos de papel filtro, impregnados en: aceite esencial de las hojas de
molle ( Schinus molle) al 100%, 50%, y 25%, agua destilada como control

negativo y Ciprofloxacino como control positivo.

En la ficha de recoleccion de datos se han registrado todas las lecturas de
los tamafios de los halos de inhibicibn en mm. de los cinco grupos, cada
grupo con 20 repeticiones; la sustancia empleada en el estudio son las hojas
de molle (Shinus molle L.) frente a la cepa de Escherichia coli (ATCC®
25922™), por el método de difusion en disco, en este caso se determind la
Media de cada grupo y el periodo o tiempo de incubacién que fueron tomadas
alas 24, 48 y 72 horas.
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Tabla 4: Resultados de lecturas de los halos de inhibicién en mm de los cinco grupos de estudio en diferentes tiempos.

RESULTADOS: LECTURAS DE LOS HALOS DE INHIBICION EN mm

GRUPO: 4 GRUPO: 5
GRUPO:3 ACEITE | CIPROFLOXACIN | AGUA CONTROL
25% 0(+) )
24 72 |24 72 |24 72
Repeticion h. 48h. | h. h. 48h. | h. h. 48h. | h.
1 6 | 8 |10 |21 |34 |38 | 6 | 6 | 6
2 7 | 9 |12|24|3 37| 6| 6 |6
3 8 (10|11 | 23|36 39| 6 | 6 | 6
4 7 | 9 |10|26(37[39| 6| 6 |6
5 6 | 8 |11 |25 34|36 | 6 | 6 | 6
6 7 | 9 |12 |24 (36|37 6| 6|6
7 6 | 7 |10 |23 (32|34 | 6 | 6 | 6
8 7 | 8 |8 |23[34|35]| 6| 6|6
9 6 | 7|9 | 25|36 |37| 6 | 6|6
10 7 | 8 | 8 |23[32(34| 6|6 |6
11 7 | 9 10|22 (31(32| 6| 6|6
12 6 | 7 | 8 | 23(33 34| 6 |6 |6
13 7 | 8|9 |22|28|3/| 6|6 |6
14 6 | 8 | 8 |23(31[31| 6 |6 |6
15 7 | 7|9 |248|29|32| 6|6 |6
16 7 | 8 |10 |21 [28|30| 6| 6 | 6
17 6 | 8| 9 |20/29[33| 6 | 6 |6
18 6 | 8 |10 | 2533 [35| 6 | 6 | 6
19 7 | 9 |11 |26 [37(38| 6| 6 |6
20 7 | 9 |12 |28 (39|40| 6 | 6 | 6
MEDIANA | 13| 23 295 10| 13| 15| 7 | 8 | 10 | 23 |335/35 | 6 | 6

Fuente: Elaboracién propia.

Interpretacion:

+ Nulo: < 8mm
+* Sensible limite: 9-14

+ Sensible medio 15-19mm
+ Sensible Alto: > 20mm.
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Media de los halos de inhibicion a las 24 horas
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Fuente: Elaboracién propia.

Figura 17: Medias de los halos de inhibicion en cepas de Escherichia coli (ATCC® 25922™) g las
24 horas de incubacion a 37°C.

(Los valores de halos de inhibicién incluyen tamafio de discos 6 mm)

En la figura se muestra la Media de los halos de inhibicion de los 5
grupos en estudio a las 24 horas de incubacion, producidas por accion del
aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.) en diferentes
concentraciones, frente a cepas de Escherichia coli (ATCC® 25922™).
Apreciandose que al aumentar las concentraciones del aceite, mayor es el
efecto antibacteriano. EI grupo N°4 (control positivo) ciprofloxacino tuvo una
tendencia positiva con respecto a los demas grupos, muestra mayor efecto
antibacteriano, con un halo de inhibicion de 23.6 mm, mientras las
concentraciones de los aceites esenciales de las hojas de molle (Shinus molle
L.) al 100% es de 13.6mm, al 50% 10.2mm. La sensibilidad de ambos grupos
esta en el limite (8-14mm) . El grupo N°3 una concentracion al 25% de aceite
esencial, no presenta ningun efecto antibacteriano, puesto que segun la
escala de DURAFFOURD, los valores de < 8mm, su accion es nula. El control

negativo, no se evidencia halos de inhibicion porque contiene solo agua.
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Media de los halos de inhibicion a las 48 horas
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Fuente: Elaboracion propia.
Figura 18: Medias de los halos de inhibicion en cepas de Escherichia coli (ATCC® 25922™) q las 48 horas de

incubacion a 37°C.
(Los valores de halos de inhibicién incluyen tamafio de discos 6 mm)

En la presente figura se muestra la Media de los halos de inhibicion
de los 5 grupos en estudio a las 48 horas de incubacién, producidas por accion
del aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.) en diferentes
concentraciones, frente a cepas de Escherichia coli (ATCC® 25922™).
Apreciandose que al aumentar las concentraciones del aceite, mayor es el
efecto antibacteriano. El grupo N°4 (control positivo) ciprofloxacino tuvo mayor
efecto antibacteriano, con un halo de inhibicion de 33.2 mm, seguido el aceite
esencial con una concentracion de 100% de 22.4mm, al 50% 13.1mm. El
grupo N°3 una concentracion al 25% de aceite esencial, no presenta ningun
efecto antibacteriano, puesto que segun la escala de DURAFFOURD, los
valores de < 8mm, su accion es nula, por ser control negativo, no se evidencia

halos de inhibicion porgue contiene solo agua.
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Media de los halos de inhibicién alas 72 horas
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura 19:Medias de los halos de inhibicion en cepas de Escherichia coli (ATCC® 25922™) q las 72
horas de incubacion a 37°C

(Los valores de halos de inhibicion incluyen tamafio de discos 6 mm)

En la figura se muestra la Media de los halos de inhibicién de los
5 grupos en estudio a las 72 horas de incubacion, producidas por accion del
aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.) en diferentes
concentraciones, frente a cepas de Escherichia coli (ATCC® 25922™).
Apreciandose que al aumentar las concentraciones del aceite, mayor es el
efecto antibacteriano. El grupo N°4 (control positivo) ciprofloxacino su efecto
antibacteriano 34.8mm, se ha detenido con respecto a los demas grupos, el
aceite esencial: la concentracion de 100% de 29.4mm, al 50% 14.7.1mm
(sensibilidad media ++) al 25% el diametro de inhibicibn es 9.9mm
(sensibilidad limite +). Segun la escala de DURAFFOURD, los valores de <
8mm, su accion es nula. El control negativo, no se evidencia halos de

inhibicion porque contiene solo agua.
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4.2 Prueba de Hipotesis
Contrastacién de la Hip6tesis General

El aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L) presenta
significativamente efecto antibacteriano en cepas de Escherichia
coli (ATCC® 25922™) in vitro, comparado con el Ciprofloxacino.

Hipotesis estadistica

HO: El efecto antibacteriano con respecto al diametro de los
halos de inhibicion es igual en los grupos de estudio.
H1: El efecto antibacteriano con respecto al diAmetro de los halos

de Inhibicion son diferentes entre los grupos de estudio.

Nivel de Significancia
Para la presente investigacion se trabajé con un nivel de confianza
del 95%, correspondiente a un nivel de significancia (a) de 5% =

0.05.

Determinacién del Estadigrafo
Se identific6 que la variable de agrupacién determina cinco
grupos, con lo que se establecio la necesidad de utilizar

estadigrafos para mas de dos muestras independientes

76



a) Determinacion de la distribucién normal de los datos

Se aplico la prueba de normalidad como analisis estadistico, en funcion del
tamafio de la muestra de estudio. Para la Prueba de Normalidad de datos
inicialmente se verific6 que las muestras tomadas provengan de una
poblacion con distribucion normal. Esto fue realizado con las pruebas de
Kolmogorov - Smirnov y Shapiro — Wilk, donde probamos: Ho (hipétesis nulal)
donde la muestra proviene de una poblacién con distribucién normal y
Ha (Hipotesis alterna) donde la muestra no proviene de una poblacién

con distribucién normal, como se expresa en la siguiente tabla.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Willk
Concentraciones Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
GRUPO 1 ACEITE 100% 142 45 023 E18 45 004
GRUPO 2 ACEITE 50% RET 45 009 H37 45 016
GRLUFPO 3 ACEITE 25% 184 45 ooo H16 45 003
GRUFPO 4 CONTROL 62 45 011 803 45 001
POSITIVG
CIPROFLOXACIMNG (+)
GRUPO & CONTROL } 44 . . 44
MEGATINVG AGLIA

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 20: : Pruebas de normalidad Kolmogorov - Smirnov y Shapiro — wilk de las muestras en estudio obtenido de
SPSS®

La figura nos muestra la prueba de Shapiro-Wilk, que se utiliza en
muestras realizadas con menos de 50 repeticiones. Al aplicar la prueba de
Shapiro-Wilk se obtuvo una Sig. Asintét. (p) < 0.05 en todos los grupos que
contienen diferentes concentraciones de Shinus molle (molle)
es menor a 0,05 (estadisticamente significativo), es decir, que se tiene un
95% de confiabilidad. Bajo este resultado se rechaza la hipoétesis nula (Ho) y

se acepta la hipétesis alterna (H1), la misma que demuestra la existencia de
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diferencias de sus medias respecto al valor de la tendencia central de las

poblaciones.Lo cual nos demuestra que no todas las medias son iguales.

Segun la tabla N° 5, La prueba de Shapiro-Wilk, donde nos indica que los
valores de significancia son menores que 0,05 . significa que tenemos un 95%
de confiabilidad, por ello se rechaza la Ho para todas las muestras, debido
a que menciona que las muestras proceden de poblaciones con la misma
distribucion de probabilidad (medias similares); por lo tanto, se toma la Ha
donde ninguna de las sustancias proviene de una poblacion con

distribucién normal.

Tabla 5:Prueba de Shapiro-Wilk

Shapiro-
Wilk

Estadistico gl Sig.
GRUPO 1 ACEITE 100% 0.142| 45] 0.023 0.919 45 0.004
GRUPO 2 ACEITE 50% 0.154| 45| 0.009 0.937 45 0.016
GRUPO 3 ACEITE 25% 0.194| 45| 0.000 0.916 45 0.003
GRUPO 4 CONTROL 0.152| 45| 0.011 0.903 45 0.001
POSITIVO
CIPROFLOXACINO (+)
GRUPO 5 CONTROL 44 44
NEGATIVO AGUA

Fuente: Elaboracion propia.

4.4.3 Anadlisis por Kruskal-Wallis: comparacion de tres 0 mas grupos a
las 24, 48y 72 horas.

Se determind realizar pruebas no paramétricas para demostrar la igualdad de
medias (promedios); una de estas pruebas es la Kruskal-Wallis, prueba no

paramétrica utilizada para la comparacién de varias muestras o grupos.

Toma de Decision
Al encontrarse un P-Valor menor a 0.05, se rechazé la hipétesis nula, por lo
gue se establece que hay dependencia de las variables; es decir, que los halos
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de inhibicion varian significativamente con el tiempo de incubacion, a mayor

concentracion, mayor halo de inhibicion.

4.4.4 Estadisticos descriptivos del andlisis de Kruskal-Wallis a las 24
horas

La siguiente tabla obtenida del sistema SPSS®, segun andlisis de Kruskal-
Walllis, describe los datos de mayor importancia e incidencia del estudio
realizado, muestra en relacion al nUmero de repeticiones de las pruebas (N)
los valores de maximos, minimos, medias y desviacién estandar para cada
grupo de estudio y sus respectivas concentraciones correspondientes a las 24
horas.

Enlatabla N° 6, se describe la relacién existente entre cada grupo de estudio.
Se muestran los resultados de los dimetros de inhibicion: minimo, maximo,
DSy las Medias de los datos obtenidos en milimetros, que fueron leidas a las
24 horas, en donde se puede observar que el efecto antibacteriano del aceite
esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) no alcanza la sensibilidad
adecuada, la concentracion al 100% muestra una sensibilidad limite; en las
demas concentraciones el efecto es nulo. El control positivo Ciprofloxacino
muestra una buena sensibilidad con un diametro de inhibicion 28mm,
tendencia a incrementar su poder de accion frente a la Escherichia coli

(ATCC® 25922™): el control negativo no muestra ningun halo de inhibicién

Tabla 6: Analisis de Kruskal-Wallis a las 24 horas

Estadistico Descriptivo 24 horas
Minimo Maximo Media | Desv. Estandar

N
GRUPO 1 ACEITE 100%

20 12 16 13 1.35
GRUPO 2 ACEITE 50%

20 8 12 10 1.07
GRUPO 3 ACEITE 25%

20 6 8 6 0.59
GRUPO 4 CONTROL POSITIVO

20 20 28 23 1.93
GRUPO 5 CONTROL
NEGATIVO AGUA 20 6 5 6 0.0

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla N° 7, se describe la relacion existente entre cada
grupo de estudio; se muestra el resultado de los diametros de inhibicion:
minimo, maximo, DS y las Medias de los datos obtenidos en milimetros, que
fueron leidas a las 48 horas, en donde podemos observar que el efecto
antibacteriano del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) ha
tenido una tendencia positiva, alcanza la sensibilidad efectiva, la
concentraciones al 100% muestra una sensibilidad alta con una media de 22
mm, al 50% una sensibilidad limite 13mm, al 25% el efecto es nulo. El control
positivo Ciprofloxacino muestra la Media de inhibicion 33mm, mostrando una
tendencia a incrementar su poder de accién frente a la Escherichia coli

(ATCC® 25922™): el control negativo no muestra ningun halo de inhibicion

Tabla 7: Analisis de Kruskal-Wallis a las 48 horas

Estadistico Descriptivo 48 horas
Minimo | Maximo | Media | Desv. Estandar

N
GRUPO 1 ACEITE 100%

20 18 28 22 2.72
GRUPO 2 ACEITE 50%

20 10 15 13 1.21
GRUPO 3 ACEITE 25%

20 7 10 8 0.83
GRUPO 4 CONTROL POSITIVO

20 28 39 33 3.19
GRUPO 5 CONTROL NEGATIVO AGUA

20 6 6 6 0.0

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla N° 8, se describe la relacion existente entre cada grupo de
estudio; se muestra el resultado de los diametros de inhibicién: minimo,
maximo, DS y las Medias de los datos obtenidos en milimetros, que fueron
leidas a la 72 horas, en donde podemos observar que el efecto antibacteriano
del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) ha tenido una
tendencia positiva a través del tiempo, alcanza la sensibilidad efectiva; la
concentraciones al 100% muestra una muy sensibilidad con una Media de 29
mm, al 50% una sensibilidad limite 14 mm; este valor se mantiene en el
tiempo, con una sensibilidad al limite medio; al 25% el efecto es nulo. El

control positivo Ciprofloxacino se ha detenido el crecimiento del diAmetro con
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una Media de inhibicibn 34mm. Se puede afirmar que si posee efecto

antibacteriano del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.)

frente a la Escherichia coli (ATCC® 25922™), en las concentraciones 100 y

50%. El control negativo no muestra halos de inhibicion.

Tabla 8: Analisis de Kruskal-Wallis a las 72 horas

Estadistico Descriptivo 72 horas

Minimo Maximo Media | Desv. Estandar
N

GRUPO 1 ACEITE 100%

20 25 33 29 2.6
GRUPO 2 ACEITE 50%

20 13 16 14 1.04
GRUPO 3 ACEITE 25%

20 8 11 9.8 1.35
GRUPO 4 CONTROL POSITIVO

20 30 39 34 2.84
GRUPO 5 CONTROL NEGATIVO
AGUA

20 6 6 6 0.0

Fuente: Elaboracion propia.
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4.4.5 Prueba de Kruskal-Wallis entre las muestras en estudio

Inhibicion en mm.

HIH
-

Lectura de los Halos de

YoV |

%5C JLU3IDVY € OdNEo
OAILYOIN TOHLNOD S OdNED

(+) ONIDWXOT140ddID

%001 JLI32V L OdNd9
%05 FLUFDY T OdNHo
OAILSOd MOHLMNOD F OdNEo

Fuente: Elaboracion propia.
Figura 21: Kruskal-Wallis de muestras independientes

4.4.6 Grado de sensibilidad segun Duraffourd — Lapraz

Determinacién del grado de sensibilidad de cepas de Escherichia coli
(ATCC® 25922™), frente a diferentes grupos a distintas concentraciones. En
esta tabla se observa el andlisis cualitativo segun las pautas de Duraffourd-
Lapraz los cuales determinan que halos que obtengan 8mm o inferiores
tendran un efecto nulo antibacteriano, de 9 a 14mm obtendran una
sensibilidad limite, de 15 a 19mm una sensibilidad media y sumamente
sensible si fue superior a 20mm.
Se puede observar que las concentraciones al 100% tienen una sensibilidad
alta (+++)de 85% de los resultados, mientras un 15% tienen una sensibilidad
media (++). Las concentraciones al 50% muestran una sensibilidad media (++)
al 80% y un 20% presentan una sensibilidad limite (+). La concentracion al
25%, tiene 90% una sensibilidad nula. El control positivo Ciprofloxacino, tiene

una sensibilidad alta (+++), superior a cualquier sustancia natural.
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Tabla 9: Efecto antibacteriano del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.), concentracion: 100 %, 50 %
yal 25 % en cepas de Scherichia coli (ATCC® 25922™), segun la segun escala de Duraffourd y Lapraz.

Halos de Inhibicion
Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad | Sensibilidad
Nula ( -) limite(+) 9- media(++) alta(+++) Numero de

GRUPOS menos de 8mm | 14mm 15-19mm mayor 20mm | repeticiones
GRUPO 1
ACEITE
100% 0 (0%) 0 (0%) 3 (15%) 17(85%) 20
GRUPO 2
ACEITE
50% 0 (0%) 4(20%) 16(80%) 0 (0%) 20
GRUPO 3
ACEITE
25% 18(90%) 2(10%) 0 (0%) 0 (0%) 20
GRUPO 4
CONTROL
POSITIVO 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 20(100%) 20
GRUPO 5
CONTROL
NEGATIVO
AGUA 20 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 20
Total

38 6 19 37 100

Fuente : Propia

4.5 Discusioén de resultados

Los metabolitos secundarios volatiles hallados en el presente estudio difieren

de algunas investigaciones. Los resultados obtenidos mediante el
cromatégrafo de gases, acoplado a detector de ionizacion en llama (GC-FID)
expresan haber sido identificados cinco metabolitos: 3-mirceno, a-felandreno,
a-pineno, limoneno, B-felandreno como componentes mayoritarios; sin
embargo, Dikshit et al. (1986) reconocié la presencia adicional de otros
componente tales como el p-cimeno, B-cariofileno y D-limoneno, que forman
parte de los componentes mayoritarios del aceite esencial obtenido de las
hojas de molle (Shinu molle L). Viturro et al. (2010) hicieron un analisis a gran
escala en muestras de aceite esencial del fruto del molle de Costa Rica, Brasil,

Ecuador, Peru, Bolivia y Argentina; en dicho resumen se puede notar que los
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compuestos a- felandreno, B-felandreno, a-pineno, B-pineno, limoneno, p-
cimeno y mirceno son los mas comunes, por otra parte, las investigaciones
realizadas por Guerra, L. (2011), determinan que los componentes
mayoritarios del aceite esencial del fruto de Schinus molle son: mirceno, a-
felandreno, &-cadineno, limoneno, a-cadinol y B-felandreno, al igual que
Deveci et al. (2010) que analizaron el aceite de Schinus molle de la region de
Turquia, encontrando que los compuestos volatiles mayoritarios son: a-

cadinol y &-cadineno (Devici O., et al., 2010).

Cuando se evalud el efecto antibacteriano del aceite esencial de las
hojas de molle (Shinus molle L.) en cinco grupos, usando
concentraciones al 100%, 50% y 25% con controles, positivo
(ciprofloxacino), negativo (agua destilada), la respuesta de los diametros
o halos de inhibicién se realizaron en tres tiempos 24, 48 y 72 horas de
periodo de incubacion; sin embargo, Rivadeneira-Cajas, D. et al. (2015);
evaluaron in vitro el potencial biosida del aceite en un periodo de incubacién
de 24 y 72 horas. Las concentraciones usadas para evaluar la actividad
antibacteriana varian de un investigador a otro, como Cedamanos, et al.
(2014), que usaron S. mutans ATCC 25175 frente al aceite esencial de
Schinus molle, cuyo efecto fue de alto grado a concentraciones del 25% y
50% a las 24 horas, usando la técnica de difusién en pozos; al igual, Gonzales
E. (1998), utilizo varias bacterias Gram positivas y Gram negativas, las
respuestas del efecto fueron leidas a las 24 horas de incubacion.

En la prueba de susceptibilidad, se emple6 el método Difusion en disco,
estandarizado por Kirby-Bauer, método que tiene gran utilidad en los
ensayos in vitro, el cual se fundamenta en la inhibicion del crecimiento
bacteriano, mediante la difusion de sustancias activas en un medio
soélido y posteriormente se evidencia por la formacion de halos claros. El
procedimiento  experimental se procedi6 de acuerdo a las
recomendaciones NCCLS ((National Committee For Clinical
Laboratory Standards, 2000).
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Se comprobd que el efecto antibacteriano del aceite esencial de las hojas de
molle con el ciprofloxacino frente a cepas de Escherichia coli, muestran la
eficacia del producto natural, al igual que Baroni E. (2010) que comparé
ambos productos, observando halos de inhibicion semejantes al presente
estudio; asimismo, Vazquez-Gonzales J. (2011) compara el efecto inhibidor
del molle con un producto comercial, que al observar la respuesta
comparativa, resalta el beneficio de la planta para ser usado como una
alternativa terapéutica, un método ecolégico y econémico para combatir

infecciones microbianas.
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CAPITULO V

5.1. Conclusiones

*
A X4

El andlisis de cromatografia de gases con detector de ionizacion de
llama (GC-FID) identificé cinco componentes terpénicos mayoritarios
en el aceite esencial de la hojas de molle (Shinus molle L.), de los
cuales cuatro son monoterpenos ciclicos: limoneno, a-pineno, B-

pineno y a-felandreno, y un monoterpeno aciclico: el B-mirceno.

La concentracion del aceite esencial de la hojas de molle (Shinus
molle L.) que tiene mayor efecto antibacteriano, frente a cepas de
Escherichia coli (ATCC® 25922) es la concentracién al 100 por
ciento, con un halo de inhibicibn de 29.4 mm, seguida de la
concentracion al 50 por ciento que tuvo 14.7mm., segun la escala de

Duraffourd .

El aceite esencial de la hojas de molle (Shinus molle L.), al 100 por
ciento de concentracion, presenta efecto antibacteriano, en cepas
de Escherichia coli (ATCC® 25922), en comparacion con el
Ciprofloxacino. Ambos productos presentan sensibilidad alta (> de
20mm).
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5.2. Recomendaciones
1. Complementar estudios de la composicién quimica del aceite esencial
de las hojas de molle (Shinus molle L,) en diferentes regiones del Peru
para determinar los componentes volatiles mayoritarios responsables

del efecto antibacteriano en cepas de interés clinico.

2. Realizar nuevos trabajos de investigacion sobre el aprovechamiento
del aceite esencial de molle en el campo farmacéutico, cosmeético y
alimentario, teniendo como base este estudio, ya que las mezclas de
sus componentes quimicos hacen de este un producto potencialmente

industrializable.
3. Realizar extracciones de diferentes partes de la planta (fruto, semilla,

tallos frescos, etc.), ya que de ello depende la cantidad y calidad de

aceite esencial.
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TEFECTO ANTIBACTERIAMD DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS HOHAS DE MOLLE [Schj'm.r.g malie L, ]

FREMNTE A CEPAS DE Escherichia coli® N VITRO

PROBLEMAGEMERAL OBIETIVO GEMERAL HIPOTESIS GEMERAL METODOLOGIA
VARIABLE Dimensiones Indicadores
AEl aceite ssencisl de las | Comprobar que gceite | El acete esencial de l8s | \NDEPEMDIENTE CISENG:
hojas de molle (Schinug | esencial de las hojes de | hojes de molle [Schinus Experimentsl
maofie L) tendrs efecto | molle (Schinuz mofle L) | melle L) fiene actividad | Aceite esencial deles | Organoléptico Identficacian de | TipO:
sntibacternano en cepas de | tiense actividad | antipacternano en cepas de hojas de molle Metshbaolitos Anlicativo
Ezchenchis coliin vitro? antibacteriano en cepas de | Ezchenchis coll in vitro (Sechinuz molie L) Cromatografia (GC- sacundarnos plic
E=zchenchia coli in vitro. ) FID) MIVEL: o
Concentracion: Explicativo
h0%, 75%, 100%

Ciprofloxacino POPLACION Y

PROBLEMAS ESPECIFICOS OBJETIVOSESPECIFICOS | HIFOTESISESPECIFICAS | VARIAELE M LIESTRA
DEPENDIENTE

i Qué tipos de metsbolitos | |dentificar qué tipos de | Existen slgunos metsholitos POBLACION: .
secundanos presents en | metsboltos  secundaros | secundaros  en mayor Flanta de Schinus
mayor concentracion el | presenta an mayor | concentracion en el aceite Ezchernchia maille L
aceite esencialde las hojas | concentracion el  aceite | esencial de las hojas de colifATCCE
de molle (Schinuz molie L) | esencisl de lss hojas de | molle (Schinus moiie L) Actividad Microbiolégica 25922™), MUESTRA:
que  posea  sctvidad | molle (Schinuz molie L) | que  posee  actividad antibacteriana 8 kilos de Hoizs de
sntibacteriana en cepas de | que poses actividad | antipacterans en cepas de Halos de . J
E=zchenchia coliin vitro? sntihacteriana en cepas de | Ezcherchis coii in Vitro. inhibician Schinus molle L

Ezchenchia coli in wvitro.

ZEn qué concentracion el
sceite esancisl de las hojss
de maolle (Schinuez mole L)
poses actividad
sntibacterana en cepas de
Ezchenchiz coli in witro?

Precisar la concentracion
deal sceite eseancial de las
hojas de molle (Schinus
maolie L) con actividad
antibecteriano en cepas de
Ezchenchis coli in wvitro.

Existe una concentracion
del sceite esancial de las
hojas de molle (Schinus
malie L) con actividad
antibecterano en cepas de
Ezchenchis coli in witro.

;Cual sera la sctividad
antibacteriana dal sceie
esencial de las hojas de
molle [Schinuz molle L)
comparado con
ciprofloxacino frente 8 cepas
de Ezchenchis coliin vitro?

Comparar la  actividad
antibacterana del sceits
esencialde de las hojas de
raolle (Schinuzmole L) gon,
ciprofloxacino frente s cepas
de E=zchenchiz colf in vitro.

Presents actividad
antinacteriano el sceie
esencial de  las hojas de
maolle [Schinuz molie L)
comparado con
ciprofloxacino frente 8 cepas
de Ezchenchia coli. jn vitro.

VIN: Perodo
incubacion

de

Observacional

(mediciones de
los halos)

. Mula: {-) 8mm
Sensible(+)
8-14mm .Muy

sansible:  [+%)

15-18mm
5.5 (#++) 20 mm.

24, 48y 72 horas

TECMICA:
Disco Difusion en
placas.

25 placa (80
Mediciones)

INSTRUMENTD
Ficha de obsersacion

PROCESAMIENTO ¥
ANALISIS DE DATOS

Prusba de Mormaidad
Descriptivono
parametrico
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ANEXO 2:Constancia emitida por el Herbario San Marcos (USM)

@ = . ¢ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?\100%
: » 2 Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA e de
3 VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO Y ’SE;’\;;I& /'
INESTCACN ¢ POSERADS MUSEO DE HISTORIA NATURAL Nt s

“Afo del Didlogo y la Reconciliacion Nacional”

CONSTANCIA N°33-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (tallo con hojas y botones florales), recibida de Rudy Wider
SOTO MACETAS; Bachiller de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Particular Inca

Garcilaso De La Vega; ha sido estudiada y clasificada como: Schinus molle L.; y
tiene la siguiente posicion taxondmica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist

(1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: SAPINDALES
FAMILIA: ANACARDIACEAE
GENERO: Schinus
ESPECIE: Schinus molle L.

Nombre vulgar: “molle”. -
Determinado por: Mag. Asunciéon A. Cano Echevarria

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente.

Lima, 30 de enero de 2018

J;%
¢ Sy

Mag. ASUNCI)(%\N/A. CANO EC

ACE/yhr.
Av. Arenales 1256, Jestis Maria Teléfono: E-mail: museohn @unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perdi G619-7000 anexo 5701, 5703, 5704 http:lfmuseohn.unmsm.edu.pe
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Quality Control Technologlst: Tanner E Rothsten
Reloase Date: 2016/5/2

Lot Number; 335-184**

Reference Number: ATCOR 25822 ™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 4

Performance
Macroscoplc Features: Medium:
2 oolony types, both are beta hemolytc: one is circular 1o lar, SBAP

mooth, oher

eme eo&‘l latget irrequiar, iow%
Microscopic Features: Method:
Gaam negative siraight rod Geam Stain (1)
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ANEXO 3: Certificado de calidad de las Cepas Escherichia Coli. (ATCC 29522)

105



Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results an

Meaning of Score Values
Symbols Color
[#ew) green
(++) grean
*) yellow
- red
Meaning of Consistency Categories (A —C)
Category Description
A Species Consistency: The best maich was classified as ‘green’ (see above ). Further ‘green’ maiches are of the

same species as the first one. Further “vellow’ matches are al least of the same genus as the first one.

Genus Consistency: The best match was classified as ‘green’ or “yellow’ (see above). Further ‘green’ ar ‘yellow’
maiches have al least the same genus as the first one. The conditions of species consisancy are not fulfilad.

c No C_nnd:‘tm:y: MNeither species nor genus consistency (Please check for synomyms of names or microbial
mixture),
Analyia Name: Escharichia cali
Analyte Description; 0335
Analyle 1D 335-18B4
Analyte Creation Date/Time: 2016 04-2TTI502.21.540 TR
Appiied MSP Library(ies): Eg:Lﬁ.aMmbactma Library (bead method), Fitamentous Fungi Libeary 1.0, IVD,
Applied Taxonomy Tree:

. Rank(Quality) Matched Pattem | ScoreValue NCBlidentifier
1 4+ ichia coll ATCC 25922 THL _ 582
2w+ ) Escherichia ool ATCC 26922 CHB . 562
3 4 ) Escherichia coli DSM 682 DSM _ 562
4 ++) E ichia cali 11 D _ S62
5(++) Escherichia coll MB11464 1 CHE | 224 562
B+ ) Escherichia eoli DH5alpha BRL _ 562
T{++) Escherichia coli Bv412 A1 2010 DEa LBK _ H62
8(++) Escherichia coli NissI VML . ams 562
9 ++) Escherichia coli ESBL_EA RSS 1528T CHB | 2w 562
10{ #+ ) Escherichia coli DSM 1576 DSM _ 562
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ANEXO 4: Certificado de calidad de los medios de cultivo Agar

Certificado de Analisis

Cddigo Producto: PA901004

Descripcion: Agar Mueller Hinton Placa 90x15 mm

Lote: MHO0198

Fecha Elaboracion:

15/02/2018

Fecha Vencimiento: 15/04/2018

El agar se prepar6 a partir del medio deshidratado BD Mueller Hinton Agar, siguiendo las
instrucciones del fabricante y se adicion6 5% de sangre estéril de carnero.

Ensayos

Apariencia Medio de cultivo &mbar Conforme
claro

Esterilidad Incubacién a 35°C x 24 Conforme
horas

Escherichia coli ATCC 25922 | Incubacién a 35°C x 24 Crecimiento.
horas

Staphylococus aureus ATCC | Incubacion a 35°C x 24 Crecimiento.

25923 horas

Pseudomonas aeruginosa Incubacioén a 35°C x 24 Crecimiento.

ATCC 27853

horas

Lic. Luis Alvarado Rios

CTMP 6765
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ANEXO 5: Materia Prima

Fig. N° 23: Recoleccion y limpieza

108



Fig. N°24: Secado y maceracion del Schinus molle L. (molle).
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ANEXO 6:Tamizaje fitoquimico del extracto de hojas Shinus molle L. (molle)

+ Alcaloides

W S —— -

———— ek A .
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Figura 24: Metabolitos secundarios, flavonoides.

ANEXO 7:Prueba de Solubilidad del extracto de las hojas del “molle”
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Figura 25: Ensayo de solubilidad.

ANEXO 8: Cromatografia en capa fina del extracto de la hoja de Shinus molle (molle).
Alcaloides y Flavonoides

Figura 26:Sembrado en cromatografia de capa fina.
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Figura
27:

preparacion
del solvente, corrida de las muestras

AL enloie i
{rolle)

e

Figura 28: manchas de desplazamiento en la luz
UV 254 nm.

Figura 29:

resultados de Cromatografia capa fina
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ANEXO 9: Cuantificacién de Flavonoides totales por espectrofotometria UV-VIS
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Lectura de las diluciones en espectrofotometro UV-VIS a 415 nm
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Figura 30: Obtencion del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus mol

L)

neal ffhsgpBanciab 25000

le

Armando el equipo de trabajo

Controlando siempre la temperatura

Figura 31: equipo de extraccion

ANEXO 10: Preparacion de los grupos experimentales




Se realizé las diluciones utilizando solvente Dimetilsulfoxido (DMSO)

Figura 32: dilucion de las concentraciones
ANEXO 11: Evaluacidn del Efecto Antibacteriano del Aceite Esencial de Schinus molle L. (molle).

Obtenidas del laboratorio Gen Lab.

Figura 33:bacteria Escherichia coli ATCC 25922.




Figura 34: Activacion de las cepas bacteriana.

Patrén de Mc Farland adquirido de una Comparando la homogenizacion de la
casa comercial turbidez con el estandar de Mc Farland

Figura 35:Estandarizacion del inoculo bacteriano segun la escala de 0.5 Mc  Farland.
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Figura 36: Cepas puras de Escherichia coli ATCC 25922.
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Se utilizaron 5 grupos: control

Se procedio a la colocacion de los positivo, control negativo, aceite
discos de sensibilidad a las placas esencial al 100%, 50% y 25%.

Figura 38:Aplicacidn de los discos de sensibilidad en las placas sembradas.
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Procedemos a envolver con papel crack

para llevar a la estufa a incubacion

Figura 39:Incubacién a 37 °C por un periodo de 24, 48 y 72 horas.

Figura 40:Estufa conteniendo las placas Petri sembradas.
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ANEXO 12:Resultadoen placas de loshalos de inhibicion
NS ) ” I3

7

.,-

Figura N° 40: Susceptibilidad antibacteriana
de Escherichia coli ATCC 25922 frente al aceite
esencial de las hojas de Shinus molle (Molle)
por el Método de disco difusion a las 72 h.
(Halo de inhibicién).




Figura N°41: Halos de inhibicién
en concentraciones al 25% con el
control negativo.

Resultados obtenidos a las 72 h.

Figura 41: Halos de inhibicion del aceite esencial al 50 y 100% en cultivos bacteriano de E. coli a las 72 horas con el
control negativo.
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ANEXO 13: Resultados de Cromatografia (FID).

A0
L h‘}m b
il *
i
Qi
o |
: 1 )
Gl 1
L'E 1 R e}
0 6 1 15 1 I H 4 & 6 & T 15 8 8 0§ &
Fuente: Universidad Nacional de Ingenieria (UNI)
Figura N° 43: Cromatograma de picos para la muestra de aceite
esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.)
AE-T2 DATA [Middle (FID)]
Index | Name | Time Quantity Height Area | Area %
[Min] [% Area] V] [pV.Min] [%]
1 _|hexano | 1.67 99.79 | 174898250.8 | 3000358.5 | 99.787
2. 11 3.26 0.05 31569.3 1458.8| 0.049
3 .} =19 0.10 525221 3099.2| 0.103
4 |3 575 0.03 144721 876.3| 0.029
5 14 5.96 0.03 13626.7 8523 0.028
g | 7.25 0.00 2029.5 1291| 0.004
_Total 100.00 [ 175012470.4 | 3006774.2 | 100.000

Fuente: Universidad Nacional de Ingenieria (UNI)

Figura N°44: Lectura de la cromatografia de los 5 picos de la

muestra de aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.)
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