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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue identificar los
metabolitos presentes en el aceite esencial del Schinus molle “molle” y
determinar el efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los frutos del molle fueron
recolectados en el distrito de Lurigancho-Chosica, en la Provincia de
Lima, cultivados a 861 m.s.n.m. La extraccion del aceite esencial de molle
se realiz6 mediante una destilacion por arrastre de vapor. El rendimiento
que se obtuvo del aceite esencial fue 2.108 %, el indice de refraccion fue
1.4815 °Brix, el pH fue 3.79 y la densidad del mismo fue 0.862 g/ml. El
efecto antimicrobiano in vitro se evalué mediante el método de difusion
por excavacion en placa, a volimenes de 0.10 ml, 0.15 ml, 0.20 ml y 0.25
ml del aceite esencial. Las cepas de S. aureus y E. coli mostraron mayor
efecto antimicrobiano al volumen de 0.25 ml del aceite esencial con un
tamafio de halo de inhibicion promedio de 20.50 mm y 18.62 mm

respectivamente.

Palabras Clave: Metabolitos, efecto antimicrobiano, destilacion por

arrastre de vapor, excavacion en placa, aceite esencial, schinus molle



ABSTRACT

The objective of this research was to identify metabolites present in the
essential oil Schinus molle “molle” and determine the in vitro antimicrobial
effect of against strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
The fruits of molle were collected in the district of Lurigancho-Chosica, in
the Province of Lima, grown to 861 m.s.n.m. The extraction of essential olil
molle was performed by the distillation method by drag vapor. The yield
obtained from the essential oil was 2.108 %, refractive index was 1.4815
°Brix, the pH was 3.79 and its density was 0.862 g/ml. In vitro antimicrobial
effect was evaluated using the diffusion method excavation plate, volumes
of 0.10 ml, 0.15 ml, 0.20 ml, 0.25 ml of essential oil. The strains of S.
aureus and E. coli showed greater antimicrobial effect to volume the
essential oil of 0.25 ml with a size of inhibition halo average 20.50 mm and

18.62 mm, respectively.

Keywords: Metabolites, antimicrobial effect, distillation method by drag

vapor, excavation plaque, essential oil, Schinus molle
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se presenta un incremento de la incidencia de
enfermedades bacterianas en los seres humanos, a pesar que existen
muchos antibacterianos disponibles para su control o tratamiento, el uso
irracional de éstos viene generando un problema creciente de resistencia

microbiana.

La Organizacion Mundial de la Salud (2012) reporté un incremento de
resistencia a los antimicrobianos en las primeras lineas de tratamiento,
por lo que hizo un llamado a los paises para que incrementen sus
esfuerzos y controlar la resistencia microbiana, promoviendo asi el uso
racional de antimicrobianos. La resistencia de los microorganismos a los
farmacos existentes, es un problema que tiende a incrementarse, razén
por la cual se continla la busqueda de nuevos antimicrobianos naturales

potentes y seguros para combatir la resistencia y los efectos secundarios.

El Schinus molle “molle” es una planta medicinal que contiene aceites
esenciales a la que se atribuye actividad antimicrobiana, por lo tanto, el
objetivo de la investigacion fue determinar el efecto antimicrobiano in vitro
del aceite esencial del molle frente a cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Por ello se han realizado investigaciones que
demuestran que en las plantas aromaticas se hallan metabolitos como los
aceites esenciales, los cuales presentan actividad antibacteriana,
antifangica, antiparasitaria, antiviral e inclusive efecto cicatrizante e

insecticida.
Esta investigacion se llevd a cabo durante los meses de JULIO a

OCTUBRE, en las instalaciones de Ila CERTIFICADORA Y
LABORATORIOS ALAS PERUANAS S.A.C.

Xiii



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problematica
Actualmente los estudios del Schinus molle “molle” no esta muy
difundido en nuestro pais, a pesar de ser muy cultivado su uso en la
agricultura es muy limitado, como linderos, para proteger a las fincas
de la entrada de animales, rompevientos y protector de riberas por su

resistencia a la sequia, al frio y a la insolacion.

El Schinus molle se encuentra a lo largo del camino de los valles y
quebradas, se distingue por su olor caracteristico gracias a los aceites
esenciales o aromaticos que contiene. A estos aceites esenciales se
les atribuye el efecto antimicrobiano, la cual parece ser la mejor
estudiada y demostrada frente a gérmenes causantes de infecciones

de piel y mucosas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

En los afios 2008-2013 los pacientes hospitalizados en los diferentes
servicios de Neumologia y Dermatologia del Hospital Guillermo
Almenara Irigoyen, contraen microorganismos, cuatro de ellos son los
mas frecuentes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Klebseilla pneumoniae) siendo los casos
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus que ocupan el 37% y
10% del total respectivamente.’

1.2 Formulacién del Problema
1.2.1 Problema General

¢ El aceite esencial del molle presentara efecto antimicrobiano?

1.2.2 Problemas Especificos
P.E.1 ¢ Qué metabolitos presentarda el aceite esencial del molle?
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P.E.2 ¢Presentara efecto antimicrobiano el aceite esencial del
molle frente a cepas de Staphylococcus aureus?
P.E.3 ¢Presentara efecto antimicrobiano el aceite esencial del

molle frente a cepas de Escherichia coli?

1.3 Objetivos de la Investigacion
1.3.1 Objetivo General
Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial del

molle.

1.3.2 Objetivos Especificos
O.E.1 Identificar los metabolitos presentes en el aceite esencial
del molle.
O.E.2 Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial del
molle frente a cepas de Staphylococcus aureus.
O.E.3 Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial del

molle frente a cepas de Escherichia coli.

1.4 Hipotesis de la Investigacion
1.4.1 Hipétesis General

El aceite esencial del molle presentara efecto antimicrobiano.

1.4.2 Hipotesis Secundarias
H.E.1 Se podra identificar los metabolitos presentes en el aceite
esencial del molle.
H.E.2 El aceite esencial del molle inhibir4 el desarrollo de las
cepas de Staphylococcus aureus.
H.E.3 El aceite esencial del molle inhibir4 el desarrollo de las

cepas de Escherichia coli.

15



1.5 Justificacion e Importancia de la Investigacion
1.5.1 Justificacion
El presente trabajo se centra en comprobar el efecto
antimicrobiano del aceite esencial del molle por los metabolitos
presentes en su composicion. ElI Schinus molle “molle” se
encuentra muy difundida en el Pert sobre todo en los valles
interandinos, no se debe descuidar su cultivo y promover sus
propiedades terapéuticas. Su aceite esencial se puede aplicar
de manera topica y las hojas del molle mediante infusiones, en
mayor proporcién se pueden emplear la tecnologia a base de
formas farmacéuticas como gel, pomada, crema, locion, entre
otras. Es necesario apoyar la investigacion sobre las bondades
terapéuticas de especies vegetales que cada vez son mas

usadas como medicina alternativa.

1.5.2 Importancia
Con esta investigacién se puede comprobar si el aceite esencial
del molle presenta efecto antimicrobiano proponiendo asi la
elaboraciéon de formas farmacéuticas como pomada a base de
aceite esencial del molle que favorecié la cicatrizacion de
heridas infectadas en el ganado vacuno y en ratones albinos
realizada en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. El
efecto antimicrobiano del aceite esencial del molle es una
alternativa ante casos clinicos contraidos muchas veces por
pacientes hospitalizados y que se han infectado por especies
bacterianas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa y Klebseilla pneumoniae.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes
2.1.1 Antecedentes Nacionales
La tesis realizada por LLANOS A. Stephanie EXTRACCION Y
CARACTERIZACION DEL ACEITE ESENCIAL DEL MOLLE
(Schinus molle L.) Tacna-2012, se realiz6 la extraccion del
aceite esencial del fruto del molle para determinar las
caracteristicas fisico-quimicas e identificar los componentes
principales del aceite esencial probando su actividad antimicética

frente a cepas de Penicillum italicum.?

La investigaciéon de MONCADA V. Francisco DETERMINACION
DE LA COMPOSICION Y ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle (molle) DE AREQUIPA
Y MOQUEGUA  CONTRA Klebseilla  pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
Arequipa-2013, se extrajo el aceite esencial del molle por
destilacidén por arrastre a vapor teniendo en cuenta la presion y
la temperatura, para determinar si cumplia los limites
establecidos se realizd6 un andlisis fisico-quimico. La
composicién quimica se obtuvo mediante Cromatografia de
gases acoplado a espectro de masas (GC-MS). Los resultados
obtenidos mostraron que el aceite esencial del molle de
Arequipa tiene un efecto resistente contra Klebseilla pneumoniae
y Pseudomonas aeruginosa y un efecto intermedio frente a
Staphylococcus aureus; mientras que el aceite esencial del molle
de Moquegua tiene efecto resistente a los tres microorganismos

estudiados.®
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La investigacion de ALBA Alex, BONILLA Pablo, ARROYO Jorge
ACTIVIDAD CICATRIZANTE DE UNA POMADA CON ACEITE
ESENCIAL DE Schinus molle L. (molle) EN GANADO
VACUNO CON HERIDAS INFECTADAS Y EN RATONES Lima-
2009, se evaluo la actividad cicatrizante del aceite esencial del
molle a diferentes concentraciones en comparacion con un
producto comercial, se encontro que el aceite esencial del molle
contiene monoterpenos y sesquiterpenos en pomada y teniendo
como base a la vaselina sélida, tuvieron como resultados que el
producto posee propiedades cicatrizantes frente a heridas
infectadas en ganado vacuno, también se experimentaron en
ratones de cepa Balb Cs3, corroborando la experiencia
mencionada, siendo la concentracién al 2% la que presentd
mayor poder cicatrizante frente a la pododermatitis y mastitis

subclinicas.?

2.1.2 Antecedentes Internacionales
La investigacion de OROZCO Mayra EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD CICATRIZANTE DE UN GEL ELABORADO A
BASE DE EXTRACTOS DE MOLLE (Schinus Molle L.), COLA
DE CABALLO (Equisetum arvense L.) Y LINAZA (Linum
usitatissimum L.) EN RATONES (Mus musculus) Riobamba-
Ecuador (2013), se inicié con el control de calidad de la droga
cruda, de los extractos etandlicos del molle, cola de caballo y
extracto acuoso de linaza para determinar la cuantificacién de
flavonoides mediante un tamizaje fitoquimico. Luego se realizé
un control de calidad del gel y finalmente se comprobd la

actividad cicatrizante en ratones.’
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La investigacion de CRUZ C. Anastasia, RODRIGUEZ Natalia,
RODRIGUEZ Carlos EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO EN LOS EXTRACTOS DE Bipends pilosa,
Lantana camara, Schinus molle y Silybum marianum
Boyaca-Colombia (2010), se determiné las propiedades
antibacterianas de cuatro especies vegetales mediante extractos
etandlicos a partir de sus hojas y fueron sometidos a un analisis
microbioldgico in vitro para establecer su actividad antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa.®

2.2 Bases Teoricas
2.2.1 Antecedentes del Schinus molle
El arbol de molle es originario del Pert y extendido a toda el
area andina durante el periodo pre-hispanico (Ecuador a Chile y
Bolivia). Después de la Conquista, fue llevado por los espafioles
a Centroamérica y a México, donde recibid, por eso, el nombre
de "Perd" o "Arbol del Perd". El molle deriva de la voz quechua
“‘mulli”. Este arbol fue citado por muchos naturalistas y viajeros
de la época de la conquista de América. Existen referencias de
arboles de molle en las zonas altas de los Andes y también hay
registros de molle o aguaribay en la zona de Las Misiones
(Noroeste de Argentina, Sur de Brasil y Norte de Uruguay). En la
actualidad, existe en todo el tropico y su uso es mencionado en

el Mediterraneo, en Africa y en la India.

2.2.2 Clasificacion Taxondémica del Schinus molle
La clasificacion taxonomica de la muestra obtenida en la
Provincia de Lima, distrito de Lurigancho-Chosica a 861
m.s.n.m., fue realizada por el Bidlogo Hamilton Beltran y
certificada de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist

1981, la siguiente clasificacion:
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TABLA N° 1: CLASIFICACION TAXONOMICA de Schinus

molle
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Genero Schinus
Especie Schinus molle L.

FUENTE: Anexo N° 01

2.2.3 Caracteristicas del Schinus molle
2.2.3.1 Descripcion Boténica
El Schinus molle, es un arbol que pertenece a la familia
anacardiacea, de crecimiento rapido, color verde de 3 a
10 m de altura, pero existen casos en los que pueden

alcanzar los 15 m de altura segun el area geografica.

Tallo grueso de corteza rugosa, persistente, escamosa,
agrietada, color cenizo, pardo oscuro, que desprende
frecuentes excreciones corticales y resinas
blanquecinas. Sus raices son bien desarrolladas,
llegando a alcanzar 20 m de profundidad. En la parte
superior, las ramas son delgadas y esparcidas de hojas
alternas, colgantes, delgadas, perennes de forma
lanceolada. Las ramas principales se encuentran en
direccibn ascendente y las ramas secundarias

pendulares, crecen con direccion hacia el suelo y dan
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lugar al abundante follaje, copa redonda, considerado
ornamental.

La inflorescencia es una panicula multiple y terminal,
flores sin pelos, pequefias, numerosas, agrupadas en
racimos, suelen ser amarillas verdosas. Es una especie
dioica por la presencia de flores hermafroditas:
femeninas y masculinas que se encuentran en distintos
arboles.

El fruto es una drupa semicarnosa, globosa de 5-6 mm
de didmetro, mesocarpio azucarado, exocarpio delgado,
de tonalidad rojiza, que se encuentran agrupados en
racimos. Permanece en el arbol prolongadamente y al
alcanzar el estado de madurez, la cascara suele
secarse.

Las semillas son de forma redondas, pequefas,
arrugadas, opacas de color marrén a negro con sabor
parecido a la pimienta por lo que se le llama falsa
pimienta. En el caso de semillas trituradas se obtiene la
pimienta blanca y de las semillas enteras, la pimienta

rosada.

FOTO N° 1: ARBOL DE Schinus molle

A

FUENTE Y ELABORACION PROPIA
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FOTO N° 2: FRUTO DE Schinus molle

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

2.2.3.2 Distribucion
El Schinus molle “molle” es propio de las regiones
calidas y secas de Sudamérica, vive en las laderas
occidentales de la region interandina, vertientes
occidentales de los andes peruanos, en la costa y en los
valles. Su limite superior se encuentra en el centro y sur
del Peru, alrededor de 3500 m.s.n.m. Su distribucion
altitudinal varia de 0 a 3800 m.s.n.m 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. Requiere suelos
ligeramente alcalinos con tendencia a la neutralidad. Es
exigente en luz, ligeramente resistente a las heladas,

resistente a las termitas y a la sequia. ’
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2.2.3.3 Cultivo

Suele encontrarse en la region de la Sierra Central como
Huancayo, Ayacucho y Huanuco, también en los valles
de las Provincias de Lima como Chosica (Centro) y
Santa Rosa de Quives en Canta (Norte). Dentro de los
aspectos del cultivo se realiza un corte de la corteza
durante la primavera para promover su crecimiento, el
riego es importante en las primeras etapas y no requiere
fertilizacion. La siembra debe hacerse en sustratos
permeables para que las sustancias de la germinacion
se lixivien. Las semillas se remojan por varios dias en
almécigos y luego se trasplantan a envases, al momento
de plantar se deja una distancia de 8 m entre cada arbol
en lugares espaciosos, lejos de construcciones e
instalaciones subterraneas. La produccion de viveros es
aproximadamente de 17,000 plantas por kg. de semilla.
Se siembran hileras a 2 cm de distancia, empleando 120
g de semilla por m?.

2.2.3.4 Composiciéon Quimica

Se reportan los siguientes compuestos presentes en la

planta entera de Schinus molle,
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TABLA N° 2: COMPUESTOS PRESENTES EN EL Schinus

molle

HOJAS

Contienen:

Flavonoides (Quercetina, rutina, quercitrina e
isoquercitrina), pigmentos antocianidicos,
triterpenos, B-sitosterol, taninos, acido galico,
acido protocatéquico, glucosa, fructosa y

aceite esencial en un 0,5%.

CORTEZA
Y
SEMILLAS

Contienen:
Acido linolénico, &cido linoleico, A&cido
lignocérico y acido estearico.

FRUTOS

Se han aislado aceites esenciales en un
2,4% conteniendo:

a-bergamontranseno, bourboneno, a y ©-
cadineno, a y y-calacoreno, calameneno,
canfeno, carvacrol, Bcariofileno, y-copaeno,
y-cubebeno, p-cimeno, butirato de geraniol,
hexanoato de nerol, a y B-felandreno, a y B-
pineno, a -—terpineol, y-terpineno, a y y-
muroleno, etc.

Ademas: cianidina-3-galactosido, cianidina-3-

rutinosido y peonidina-3glucésido.

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

2.2.3.5 Usos

Se registraron diversos empleos tradicionales de

distintas partes de la planta de Schinus molle

principalmente de las hojas y frutos para uso externo e

interno, las cuales se registraron en la siguiente tabla.
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TABLA N° 3: USOS TERAPEUTICOS DEL Schinus molle

PARTE DE FORMA DE
LA PLANTA PREPARACION

Planta Decoccion
entera
Ramas Emplastos
Jovenes
Decoccion
Hojas
Infusion
Frutos Decoccién

UuSo

Externo

Externo

Externo

Interno

Interno

Interno

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

DESCRIPCION
TERAPEUTICA
Antipirético (hervido
en bafos)
Antiséptico
veterinario
Aplicado en fracturas
Antiséptico de la
cavidad oral
Hipotensiva para
gonorrea
Antirreumatico,
condimento culinario
(picantes)
Antirreumatico, en la
retencion urinaria,
emenagogo,
expectorante,

antiparasitario

Los usos de las distintas partes de la planta son muy

variados, desde purgantes, enjuague bucal, diurético

desinfectante hasta sedante en distintas preparaciones.

En muchas ocasiones se usa como tratamiento para

problemas digestivos (coélicos, bilis, dolor de estobmago y

estrefiimiento), la infusién de la corteza disminuye las

inflamaciones y favorece la cicatrizacion de las ulceras.
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La planta entera se usa externamente para fracturas y
como antiséptico local. En inhalacion las hojas de molle
se usan para aliviar resfriados, afecciones bronquiales,
hipertension, depresién y arritmia. (Sistema Nacional de

Informacion forestal de México, 2010).2

2.2.4 Aceite esencial del Schinus molle
2.2.4.1 Composicion

En mayor proporcion se encuentran los compuestos
terpénicos como el limoneno, sobre todo los triterpenos
con ausencia de taninos o flavonoides. Ademas,
constituye una fuente rica de monoterpenos y
sesquiterpenos, los cuales se emplean en perfumeria y
como fungicidas naturales. Las hojas pueden contener
hasta 2% de aceite esencial; mientras que los frutos,
hasta 5%.

Esta compuesto principalmente por: B-mirceno (30,1%),
a-felandreno  (26,4%), B-pineno (13,5%), a-pineno
(11,9%), limoneno (9,9%) y B-felandreno (5,7%), entre
otros.® Los aceites esenciales del molle han sido objeto
de diversas investigaciones, muchas de ellas para
determinar su composicion, ademas de la evidencia de

su efecto citotdxico sobre células tumorales. °

El aceite esencial presente en la planta Schinus molle
segun multiples estudios, reflejan variabilidad en hojas y
frutos. Segun estudios realizados por cromatografia de
gases al aceite esencial de Schinus molle, se reportan

los siguientes componentes.
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TABLA N° 4: COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL EN
FRUTOS SECOS Y HOJAS DE MOLLE DEL PERU

Aceite esencial
de Hojas

Tricicleno, alfa-thujeno, alfa-pineno,
canfeno, sabineno, beta-pineno,
mirceno, alfa-felandreno, alfa-terpineno,
p-cimeno, limoneno, beta-felandreno, p-
menta-1,4(8)-dieno, octanoato de metilo,
cariofileno, cadineno, oxido de
cariofileno, D-germacreno, B-
germacreno, spathulenol, alfa-cadinol,
1,2,3,4,435,6,82-octahidro-a,a,42,8-

tetrametil-2-naftalenometanol, T-cadinol

Aceite esencial
de

frutos secos

alfa-pineno, beta-pineno, alfa-
felandreno, p-cimeno, limoneno, beta-
felandreno, octanoato de  metilo,
cariofileno, cadineno, D-germacreno, B-

germacreno.

FUENTE: Normalizacion de Productos Naturales

Obtenidos

de Especies de la Flora Aromatica

Latinoamericana 2010.%°

2.2.4.2 Métodos de Obtencion

A. Enflorado o enfleurage

Es una técnica antigua para la extraccion de esencias

delicadas. EIl principio se basa en el contacto que

tiene la planta con una grasa refinada por un tiempo

establecido. Finalizado este tiempo, se reemplaza el

material vegetal las veces necesarias con el fin de

saturar la grasa refinada para la posterior extraccion

del aceite esencial de la grasa. **
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B. Destilacion por arrastre de vapor
Se emplea para extraer la mayoria de los aceites
esenciales, es una destilacion de mezcla de dos
liquidos inmiscibles y consiste en una vaporizacion a
temperaturas inferiores a las de ebullicion de cada
uno de los compuestos volatiles, por efecto de una
corriente directa de vapor. En esta técnica el vapor de
agua ligeramente sobre calentado 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 aceite esencial se separa facilmente por

simple decantacion.

C. Extraccion con fluidos en estado supercritico
Son fluidos supercriticos aquellas sustancias que se
encuentran por encima de su temperatura y presion
critica. La muestra vegetal se corta o licua y con el
fluido super critico se obtiene el aceite esencial junto

con ceras cuticulares.

2.2.5 Screening Fitoquimico
Son una serie de métodos para la deteccion preliminar de los
diferentes constituyentes quimicos de una planta, basados en la
extraccion de estos a través de solventes apropiados y en la
aplicacion de pruebas de coloracion. La marcha fitoquimica
preliminar nos permite identificar los metabolitos primarios y

secundarios de una determinada especie vegetal.
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2.2.6 Metabolitos primarios
Son los productos quimicos necesarios para la vida, resultantes
del metabolismo vital de todo ser vivo, entre ellos encontramos
a los carbohidratos, los lipidos, las proteinas y los acidos

nucleicos.

2.2.7 Metabolitos secundarios
Son subproductos de rutas metabdlicas que se dan en algunas
especies, algunos de ellos son residuos bioquimicos, es decir,
productos de actividad enzimética de substratos no apropiados
o productos de desecho sin importancia. El reconocimiento de
los metabolitos secundarios se realiza mediante pruebas
fitoquimicas preliminares, lo cual da por resultado una
manifestacion sensible como el cambio de un color, la formacion
de un precipitado o el desprendimiento de un gas, dandonos
indicios de la presencia o ausencia de un metabolito secundario

en particular.

2.2.7.1 Alcaloides
Son sustancias basicas que contienen nitrdgeno en un
anillo heterociclico, derivados de aminoacidos vy
presentan  distribucion taxonomica limitada. Se
encuentran en plantas superiores como sales de un

acido organico.

2.2.7.2 Flavonoides
Son compuestos polifendlicos con quince atomos de
carbono, cuya estructura consta de 2 anillos de benceno
unidos por una cadena lineal de tres carbonos. El
esqueleto de los flavonoides se representa por el
sistema C6 — C3 — C6.
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2.2.7.3 Saponinas
Son un grupo de glicosidos solubles en agua, que
tienen la propiedad de hemolizar la sangre y disminuir
la tension superficial del agua, formando espuma

abundante.

2.2.7.4 Taninos
Son productos de excrecibn de muchas plantas,
involucrados en mecanismos de defensa contra
parasitos. Se encuentran comunmente en hojas,
ramas y debajo de la corteza. Quimicamente los
taninos son polimeros de polifenoles, sustancias con

alto peso molecular.

2.2.7.5 Triterpenos
Los triterpenos o triterpenoides son compuestos con
un esqueleto carbonado basado en seis unidades de
isopreno  que derivan  biogenéticamente  del
escualeno, hidrocarburo aciclico de 30 carbonos.

2.2.7.6 Compuestos fendlicos
Son aquellas sustancias que poseen varias funciones
fenol, unidas a estructuras aromaticas. Son los
principales metabolitos secundarios de las plantas y
su presencia en el reino animal se debe a la ingestiéon

de estas.

2.2.7.7 Quinonas
Las quinonas son dicetonas ciclicas insaturadas que
por reduccidn se convierten en polifenoles, siendo

reversible esta reaccion.



2.2.8 Descripcion de las bacterias patégenas en estudio
2.2.8.1 Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
Son bacterias muy resistentes al calor y a la desecacion.
Sus caracteristicas principales se describen en la

siguiente tabla.

TABLA N° 5: CARACTERISTICAS PRINCIPALES DEL
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Orden: Bacillales Inméviles

Familia: Staphylococceae No esporulados

Geénero: Staphylococcus Aerobios facultativos
Especie: Aureus Crecimiento rapido (18-24 h)

Bacterias esféricas o en cocos | Catalasa positiva

Grampositivas Agrupaciéon en racimos

Resistente a diversas condiciones ambientales
FUENTE Y ELABORACION PROPIA

La patogenia de las infecciones producidas por
Staphylococcus aureus consiste en que un aproximado
del 20% de la poblacién es portadora permanente de S.
aureus en las fosas nasales y un 30% lo es de manera
intermitente. El S. aureus puede ademas colonizar otras

areas tales como la piel y el tracto gastrointestinal. *?

2.2.8.2 Escherichia coli (ATCC 35218)
Es una bacteria de rapido crecimiento y proliferacion
amplia en el suelo, agua, y gran variedad de animales.
Sus caracteristicas principales se describen en la

siguiente tabla.
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TABLA N° 6: CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE

Escherichia coli (ATCC 35218)

Orden: Enterobacteriales Moviles

Familia: Enterobacteriaceae No formador de esporas
Geénero: Escherichia Anaerobio facultativo
Especie: Coli Catalasa positiva
Bacterias en forma de bacilos Oxidasa positiva
Gramnegativas

Productora de vitamina B y vitamina K

No es muy Resistente a diversas condiciones ambientales

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

Epidemiologia

Es la especie bacteriana mas comun de la flora intestinal
a pocas horas después del nacimiento. Diferentes cepas
de E. coli son patégenos gastrointestinales graves para
los seres humanos y para algunos animales destinados
a la produccién de alimentos. Se distinguen seis grupos

de cepas causantes de diarrea en el hombre:

1. E. coli enterotoxigénica (ETEC) productora de cepas

gue producen toxinas termolabiles y toxinas
termoestables, causante de diarreas agudas,
generalmente sin sangre, sin moco, sin pus, en nifios
menos de 5 afios y causa frecuente de la diarrea del

viajero.

2. E. coli enterohemorragica (EHEC) caracterizada por

producir diarrea, colitis hemorragica y célicos

abdominales.
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3. E. coli enteroinvasiva (EIEC) cursa con la presencia
de diarrea acuosa con moco, sangre y/o célicos
abdominales.

4. E. coli enteropatdgena (EPEC) se presenta con mayor
incidencia en nifios menores de seis meses y dos
afios, se manifiesta con diarrea aguda pudiendo ser
leve o grave, con vomito, fiebre baja y mala absorcion.

5. E. coli enteroagregativa (EAEC) cursa con moco, sin
sangre, y sin o con poca fiebre.

6. E. coli adherencia difusa (DAEC) presenta diarrea

acuosa sin sangre y sin leucocitos.

2.2.9 Efecto antimicrobiano

Diversos ensayos realizados han demostrado las propiedades
antibacterianas y antifingicas del aceite esencial de molle, y
ratificaron con un amplio espectro algunas de las propiedades
antiinfecciosas de los preparados de esta especie, que han sido
empleados en paises sudamericanos como Brasil y Peru.

El aceite esencial del molle presenta actividad antibacteriana
contra cepas Gram (+) como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, y cepas Gram
(-) como Escherichia coli, Enterobacter, Shigella flexneri,

Klebsiella pneumoniae y Proteus vulgaris.

2.2.10 Método de Kirby-Bauer
Es una prueba de sensibilidad, rapida, reproducible, practica,
cualitativa que evalia la sensibilidad bacteriana frente a un
agente antimicrobiano. Es recomendada para microorganismos
de crecimiento rapido, no exigentes y se recomienda su uso en
laboratorios clinicos.
El principio del método de disco por difusion, se basa en la

distribucion de la bacteria aislada mediante un inoculo a una
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superficie de agar que contiene la placa Petri, generalmente en
agar Mueller Hinton, por ser fuente principal de ricos nutrientes
para el crecimiento del mayor numero de bacterias. Luego,
empleando una pinza estéril se colocan los discos de
antibioticos, que, al entrar en contacto con el agar, el
antibiético se difunde en el medio de cultivo. Se procede a la
incubacion de la placa a 37 °C por 24 horas y pasado este

tiempo se inicia la lectura.

El método de difusibn por excavacion en placa, es una
modificacion de la técnica de difusion en disco (Kirby-Bauer)
gue consiste en realizar perforaciones circulares en una placa
Petri que contiene 30ml del agar, empleando una pipeta
Pasteur, segun el didmetro requerido, para evaluar las
sustancias que se colocan en el interior de las perforaciones,
difundiendo en el medio e inhibiendo el crecimiento
bacteriano.'’ Se considera tres criterios para reportar la
sensibilidad de la bacteria; **

SENSIBLE: Esta categoria implica que, en caso de una
infeccion, ésta puede ser tratada con la dosis habitual del
antibiotico recomendado, existiendo alta probabilidad de éxito
terapéutico.

INTERMEDIO: Esta categoria incluye cepas que puedan ser
inhibidas por concentraciones de antibidtico mas elevadas,
siempre que se pueda aumentar la dosis. Implica eficacia
clinica en sitios del cuerpo donde el farmaco es concentrado
fisiologicamente.

RESISTENTE: Se le considera alto fracaso terapéutico, ya que
la bacteria no seria inhibida en las dosis habituales o desarrollo

resistencia a dicho antibidtico.
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2.3 Definicién de Términos Bésicos

Estudio in vivo: Es la experimentacion hecha dentro o en el tejido vivo
de un organismo vivo como las pruebas con animales y ensayos

clinicos.

Estudio in vitro: Es la técnica para realizar un determinado
experimento en un tubo de ensayo, generalmente en un ambiente

controlado fuera del organismo vivo.

Droga cruda: Se refiere a la droga de origen animal o vegetal que no

ha sufrido ningun otro proceso que no sea recoleccion y secado.

Extracto etandlico: Consiste en incorporar las substancias activas de
una planta a un solvente, generalmente suele ser agua o alcohol. Se
puede realizar en frio o en caliente y el producto es una solucion

concentrada.

Cromatografia de gases: Es la técnica analitica que reune la
capacidad de separacién o de su sensibilidad a la hora de analizar

compuestos volatiles.

Espectro de masas: Es una técnica de analisis cualitativo de amplia
utilizacién para la determinacién de estructuras organicas por si sola
0 en combinacién con otras técnicas de espectrofotometria.

Halos de inhibicion: Es la zona de difusion que indica la presencia de
bacterias en diferentes medios o ante la muestra de investigacion,
mediante la medicion del diametro podemos hallar la concentracion

minima inhibitoria.

Pododermatitis: Es una enfermedad infecciosa que afecta al ganado

bovino por una inflamacion y cojera, es extremadamente dolorosa y
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puede volverse crénica afectando a otras estructuras del pie si no se

aplica un tratamiento.

Mastitis: Es una enfermedad infecciosa que afecta la ubre de la vaca

en diversos grados de intensidad.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de Investigacion
Aplicativo:
Se extrajo el aceite esencial del Schinus molle “molle” para identificar
sus metabolitos presentes y determinar su efecto antimicrobiano,
basandose en estudios anteriores y asi desarrollar los objetivos y las
hipbtesis correspondientes.

3.1.1 Método
Cientifico:
La realizacion de este proyecto de investigacion siguié todas las

exigencias que este método plantea.

Inductivo:
Se utilizd6 una determinada muestra de molle para extraer su
aceite esencial, identificar sus metabolitos y determinar su

efecto antimicrobiano.

Cualitativo:
Se identifico la presencia de metabolitos en el aceite esencial
del molle y el tipo de sensibilidad bacteriana frente a cepas de

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Cuantitativo:

Se realizé la medicion de los halos de inhibicion del aceite
esencial del molle en las placas Petri para determinar su efecto
antimicrobiano frente a cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.
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3.1.2 Técnica
3.1.2.1 Recoleccion de la especie vegetal en estudio
Se recolecto los frutos del Schinus molle “molle” en la
provincia de Lima, distrito de Lurigancho-Chosica

cultivado a 861 m.s.n.m.

3.1.2.2 Seleccion y limpieza del fruto del Schinus molle
Se escogio los frutos que se encontraron en buen
estado, se limpiaron y se lavaron para despojarlos de
impurezas propias del lugar de recoleccion, luego se
sacaron las semillas. Se procedié a secar los frutos a

temperatura ambiente.

3.1.2.3 Triturado y pesado
Los frutos del Schinus molle “molle” fueron triturados en
un mortero, para luego ser pesados dando como

resultado 5028 g para la obtencion del aceite esencial.

3.1.3 Disefio
No experimental
La identificacion de los metabolitos y la determinacion del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle “molle”, son
estudios ya realizados en nuestro pais y en el extranjero, las
cuales fueron base para realizar los métodos apropiados en la

investigacion.

Descriptivo

Se realiz6 el Screening Fitoquimico del aceite esencial del
Schinus molle “molle” para identificar los metabolitos presentes,
luego se determiné el efecto antimicrobiano del aceite esencial
frente a cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Transversal
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La identificacion de los metabolitos y la determinacion del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle “molle” se

realizo en el trascurso de los meses de Julio — Octubre.

3.2 Poblacion y Muestreo de la Investigacion

3.2.1 Poblacion
Frutos de la planta Schinus molle “molle” recurso vegetal
procedente de la provincia de Lima, distrito de Lurigancho-
Chosica, cultivado a 861 m.s.n.m.

3.2.2 Muestra
106 ml de aceite esencial obtenido de 5 028 g. del fruto de la
planta Schinus molle “molle” por el método de destilaciéon por

arrastre de vapor.

3.3 Variables e Indicadores

VARIABLE INDICADORES
INDEPENDIENTE (X)

Andlisis Organoléptico

Aceite esencial del | Evaluacién del Rendimiento

Schinus molle (molle) | indice de Refraccion

pH

Densidad
VARIABLE
DEPENDIENTE (Y) INDICADORES

Determinacion de alcaloides

Determinaciéon de flavonoides

Determinacion de saponinas

Determinacion de taninos
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Determinacion de triterpenos

Screening Fitoquimico del | Determinacion de compuestos

aceite esencial del molle fendlicos

Determinacion de quinonas

Efecto antimicrobiano del
aceite esencial del molle | Halo de Inhibicién
frente a cepas de

Staphylococcus aureus

Efecto antimicrobiano del
aceite esencial del molle | Halo de Inhibicién
frente a cepas de

Escherichia coli

Fuente y elaboracién propia

3.4 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos
3.4.1 Técnicas

A. Extraccién del aceite esencial del Schinus molle por
destilaciéon por arrastre de vapor.
Para la destilacidén por arrastre de vapor se pesaron 5028 g
de los frutos de Schinus molle, los cuales fueron triturados
en un mortero, luego pesados y colocados en el recipiente
de vidrio. Seguidamente, se procedié a la extraccién del
aceite esencial en una pera de decantacion, separando
primero el aceite del agua. A continuacion, se afiadio sulfato
de sodio anhidro al aceite obtenido y se dej0 reposar
durante 30 minutos, para finalmente almacenarlo en un

frasco ambar a una temperatura de -4°C.
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B. Screening Fitoquimico del aceite esencial del molle

1. Reconocimiento de Alcaloides

Agregar 1 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo,
luego 1 ml de reactivo de Dragendorff dando como
resultado un precipitado color naranja.

Agregar 1 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo,
luego 1 ml de reactivo de Mayer dando como resultado

un precipitado color blanco lechoso.

2. Reconocimiento de Flavonoides

Agregar 2 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo,
luego 2 a 3 limaduras de Magnesio metalico y por ultimo
varias gotas de HCIl [ ] dando como resultado una

coloracion rojo grosella.

3. Reconocimiento de Saponinas

Agregar 1 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo,
luego 3 ml de agua destilada. Agitar vigorosamente por 2
minutos dando como resultado una espuma persistente

por 5 minutos.

4. Reconocimiento de Taninos

Agregar 1 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo,
luego agregar 1 ml de reactivo Gelatina—Sal (1:10) dando
un precipitado blanco. Centrifugar a 2000 RPM por cinco
minutos, desechar el sobrenadante y redisolver el
precipitado en 2 ml de Urea 10M. Por ultimo, agregar I
gotas de Cloruro férrico al 10% mas Ill gotas del reactivo
Gelatina-Sal dando un precipitado de color verde, azul o

negro.
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5. Reconocimiento de Triterpenos

Agregar 1 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo,
luego agregar 1 ml de Anhidrido acético por la pared del
tubo de ensayo. Dejar resbalar Il gotas de H,SO, [ ]

dando una coloracién azul, violeta, rojo o verde.

6. Reconocimiento de Compuestos fenélicos

Agregar 1 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo,
luego agregar Il gotas de Cloruro férrico al 5% dando

una coloracién verde limoén a azul intenso o puarpura.

7. Reconocimiento de Quinonas

Agregar 5 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo,
luego agregar 1 ml de Peréxido de Hidrogeno al 20% y 1
ml de H,SO,4 al 50%. Calentar en agua hirviendo por 15
minutos, dejar enfriar y agregar 5 ml de tolueno. Agitar
sin emulsionar, recuperar la fase toluénica y trasvasar 2
ml de esta fase a un tubo de ensayo. Agregar finalmente
1 ml de NaOH al 5% con Amoniaco al 2%, agitar y
observar que la capa acuosa presente una coloracién

roja o rosada.

C. Método de Difusion por excavacion en placa
El principio de este método implicé la siembra del in6culo
sobre toda la superficie de la placa que contuvo 30 ml de
Agar Mueller Hinton, luego se realiz6 pozos de 8 mm de
diametro para formar asi por difusion una gradiente de
concentracion  antimicrobiano y la sensibilidad del
microorganismo estuvo indicada por el tamafio de la zona de
inhibicion del crecimiento alrededor del pozo contenido con

el aceite esencial del Schinus molle.
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Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas y se midieron
los halos de inhibicion de desarrollo. Se realizaron 4
ensayos por cada volumen de aceite esencial del Schinus

molle “molle”.

Los resultados se expresaron como:

Sensible (S) cuando presentan el halo de inhibicion = 20
mm.

Intermedio (I) cuando presentan el halo de inhibicion 12-19
mm.

Resistente cuando presenta el halo de inhibicién < 12 mm.
Segun (CLSI, Clinical and Laboratory Standars Institute,
2009).*

3.4.2 Instrumentos
Equipos:
1) Autoclave
Marca: FRAVILL
Serie: AVD-200607
Temperatura de trabajo: 121°C + 1°C
2) Balanza
Marca: OHAUS
Modelo: SCOUT PRO SP2001
Serie: 7125270235
Capacidad Maxima: 2 000 g
3) Balanza Analitica
Marca: SHIMADZU
Modelo: AW320
Serie: D422500745
Capacidad Maxima: 320 g
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4) Bafio maria
Marca: FRAVILL
Rango: 45°C + 1°C
5) Centrifuga
Marca: Biosan
7) Cocinilla
Marca: Pritech
8) Estufa
Marca: FRAVILL
Serie: ED-220808
Temperatura de trabajo: 170°C + 10°C
9) Incubadora
Marca: MEMMERT
Serie: IBD-150509
Temperatura de trabajo: 36°C + 1°C
10) Potenciometro
Marca: SCHOTT
Modelo: Lab-850
Rango: 0-14/+ 0,01
12) Refractdmetro
Marca: BAUSCH & LOMB
13) Refrigeradora
Marca: Samsung
14) Vortex
Marca: GEMMY
Modelo: VM300

Reactivos:

1) Reactivo de Dragendorff

2) Reactivo de Mayer

3) Acido Clorhidrico concentrado

4) Limaduras de Magnesio metalico
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5) Reactivo Gelatina-Sal

7) Anhidrido acético

8) Acido sulfarico concentrado
9) Cloruro férrico al 5%

10) Cloruro férrico al 10%

11) Peroxido de Hidrogeno al 20%
12) Acido sulfarico al 50%

13) Tolueno

14) Hidroxido de sodio al 5%
15) Amoniaco al 2%

16) Urea 10M
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Figura N° 2: Determinacion del efecto antimicrobiano

25 ml de Agar

Mueller Hinton Solidificar Siembra en superficie

Y r e o O
Placa Petri estéril \ @)

O /
@ @ Perforacion del agar

Para cada ensayo antimicrobiano S. aureus / E. coli:

volumen 0.10 ml volumen 0.15 ml  volumen 0.20 ml  volumen 0.25 ml

( O O O O ( o O
\o 2/
Control Positivo
S. aureus E. coli Incubar
37 °C por 24 horas
N/ N/
Monogiscos con Disci)s de Tamafio del Halo de
Amoxicilina 20 pg/ Amikacina 30 pg Inhibicién (mm)
Acido Clavuléanico 10 ug l

Resultados

Fuente y elaboracién propia

Leyenda:

[ 1 Zonade la placa con Agar Mueller Hinton

[ 1 Zonade la placa con Agar Mueller Hinton y cepa bacteriana

[ 1 Pozo con aceite esencial del Schinus molle “molle”

[_1 Pozo con el control positivo: Discos de sensibilidad con Amoxicilina

20 pg/Acido Clavulanico 10 pg — Amikacina 30 pg
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CAPITULO IV

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Resultados
4.1.1 Analisis Organoléptico

FOTO N° 3: ACEITE ESENCIAL DEL Schinus molle

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

TABLA N° 7: ANALISIS ORGANOLEPTICO DEL ACEITE
ESENCIAL DEL Schinus molle

Apariencia | Liquido poco viscoso
Color Amarillo claro

Olor Penetrante

Sabor Amargo y picante

FUENTE Y ELABORACION PROPIA
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4.1.2 Evaluacién del Rendimiento
Se hallé el rendimiento del aceite esencial del molle mediante la

siguiente formula:

%R = Volumen del aceite esencial obtenido x 100

Peso del material de partida

%R =106 ml x 100
5028 g
%R = 2.108%

4.1.3. indice de Refraccién
Se determiné el indice de refraccibn mediante el Refractbmetro
marca BAUSCH & LOMB, dando como resultado 1.4815 °Brix.

4.1.4. pH
Se determind el pH mediante el Potenciometro marca SCHOTT

modelo Lab-850, dando como resultado 3.79
4.1.5. Densidad

Se determind la densidad mediante el picndbmetro a 20 °C, dando

como resultado 0.862 g/ml.
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4.1.6. Screening Fitoquimico del aceite esencial del Schinus molle

TABLA N° 8: RESULTADO DEL SCREENING FITOQUIMICO
DEL ACEITE ESENCIAL DEL Schinus molle

METABOLITOS RESULTADO
Alcaloides +++
Flavonoides +++
Saponinas +++

Taninos ++
Triterpenos +++
Compuestos Fendlicos | ++

Quinonas +++

FUENTE Y ELABORACION PROPIA
Leyenda:
+++: Alta evidencia

++ : Ligera evidencia

FOTO N° 4: RECONOCIMIENTO DE ALCALOIDES MEDIANTE
REACTIVO DE DRAGENDORFF

B
] d

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

50



FOTO N° 5: RECONOCIMIENTO DE ALCALOIDES MEDIANTE
REACTIVO DE MAYER

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

FOTO N° 6: RECONOCIMIENTO DE FLAVONOIDES MEDIANTE
MAGNESIO METALICO Y HCI [ ]

FUENTE Y ELABORACION PROPIA
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FOTO N° 7: RECONOCIMIENTO DE SAPONINAS MEDIANTE
AGUA DESTILADA

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

FOTO N° 8: RECONOCIMIENTO DE TANINOS MEDIANTE
REACTIVO GELATINA-SAL

FUENTE Y ELABORACION PROPIA
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FOTO N° 9: RECONOCIMIENTO DE TRITERPENOS
MEDIANTE ANHIDRIDO ACETICO Y H,SO4[ ]

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

FOTO N° 10: RECONOCIMIENTO DE COMPUESTOS
FENOLICOS MEDIANTE CLORURO FERRICO

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

FOTO N° 11: RECONOCIMIENTO DE QUINONAS
MEDIANTE PEROXIDO DE HIDROGENO 20%, H,SO,
50%, TOLUENO, NaOH 5% Y AMONIACO 2%

FUENTE Y ELABORACION PROPIA
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4.1.7. Efecto antimicrobiano del Aceite esencial de Schinus molle

TABLA N° 9: RESULTADOS DEL EFECTO
ANTIMICROBIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus
molle FRENTE A Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Método de Difusion por Excavacion en Placa

Halos de inhibicién en mm frente a cepas de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)

VOLUMEN RESULTADO
DEL
ACEITE | PLACA1 | PLACA2 | PLACA3 | PLACA4 | (mm) | S-I-
ESENCIAL R

16 | 17 | 17 | 16 | 16 | 17 | 17 | 17 | 16.68 I
0.10 ml 17 | 17 | 16 | 17 | 17 | 17 | 17 | 16

18 | 17 | 18 | 18 | 17 | 17 | 18 | 18 | 17.56 |
0.15 ml 18 | 18 | 17 | 18 | 18 | 17 | 17 | 17

19, 19|18 |19 | 19 | 19 | 18 | 18 | 18.81
0.20 ml 19 119|119 |19 | 19 | 19 | 19 | 19

20121 12119 | 21|21 | 20 | 21 | 20.50 S

0.25ml 577217 [20 [ 20 | 20 | 20 | 21 | 21

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

Leyenda:
S: Sensible
I: Intermedio

R: Resistente

Control positivo:

Frente a Staphylococcus aureus se utilizaron los Monodiscos de
sensibilidad con Amoxicilina 20 pg/Ac. Clavulanico 10 pg de la marca
BRITANIA.
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TABLA N° 10: RESULTADOS DEL EFECTO
ANTIMICROBIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus
molle FRENTE A Escherichia coli (ATCC 35218)

Método de Difusion por Excavacion en Placa

Halos de inhibicibn en mm frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 35218)

VOLUMEN RESULTADO
DEL PLACA1l | PLACA2 | PLACA3 | PLACA4 | (mm) | S-I-R
ACEITE
ESENCIAL

14 | 15 | 15 | 14 | 15 | 15 | 14 | 15 | 14.75
0.10 ml 15|14 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15

16 | 17 | 17 | 16 | 17 | 16 | 17 | 17 | 16.56
0.15 ml 16 | 16 | 16 | 17 | 17 | 16 | 17 | 17

17 | 17 | 17 | 16 | 17 | 17 | 16 | 17 | 16.62

0.20 ml 17 | 16 | 16 | 17 | 17 | 16 | 16 | 17

18| 18|19 |19 |19 | 18| 18 | 19 | 18.62
0.25 ml 19 |19 [18 [19 |19 |19 |19 |18

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

Leyenda:
S: Sensible
I: Intermedio

R: Resistente
Control positivo:

Frente a Escherichia coli se utilizaron los discos de sensibilidad con
Amikacina 30 ug de la marca SHARLAU.
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TABLA N° 11: PROMEDIOS DE LA MEDICION DE LOS
HALOS DE INHIBICION (MM) FRENTE A LAS CEPAS EN
ESTUDIO

Volumen

01lml |0.15ml [0.20ml | 0.25 ml

Bacteria

Staphylococcus 16.68 | 17.56 18.81 20.50
aureus (ATCC | mm mm mm mm
25923)

Escherichia  coli | 14.75 | 16.56 16.62 18.62
(ATCC 35218) mm mm mm mm

FUENTE Y ELABORACION PROPIA

Leyenda:

Sensible (= 20 mm)

Intermedio (12-19 mm)

4.2 Analisis e Interpretacién
Segun los criterios publicados por el CLSI (Clinical and laboratory
standards institute) en Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing en Enero del 2014, observamos en la TABLA
N° 9 que las cepas de Staphylococcus aureus no presentan
resistencia al aceite esencial del molle, pero si muestran sensibilidad
intermedia en los menores volumenes de 0.10 ml, 0.15 mly 0.20 ml, y
son sensibles en el volumen mayor de 0.25 ml con una halo de
inhibicion de 20.50 mm, medida por una regla graduada en

centimetros y milimetros.

En la TABLA N° 10 observamos que las cepas de Escherichia coli no

presentan resistencia al aceite esencial del molle, pero si muestran
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sensibilidad intermedia en los volumenes de 0.10 ml, 0.15 ml, 0.20 ml
y 0.25 ml con halos de inhibicién de 14.75 mm, 16.56 mm y 16.62 mm
respectivamente, medidas por una regla graduada en centimetros y

milimetros.

En la TABLA N° 11 se observa que el diametro (mm) del halo de
inhibicion que fue medida por una regla graduada en centimetros y
milimetros, va aumentando a medida que aumenta el volumen del
aceite esencial de Schinus molle. Las cepas de Staphylococcus
aureus son mas sensibles que las cepas de Escherichia coli al mayor

volumen de 0.25 ml de aceite esencial de molle.

57



DISCUSION

En esta investigacion, se utilizé el aceite esencial extraido de los frutos
del Schinus molle “molle” que fueron recolectados en el distrito de
Lurigancho-Chosica, en la Provincia de Lima, cultivados a 861 m.s.n.m.
Se determind que el rendimiento del aceite esencial fue de 2.108%, este
resultado se encuentra muy bajo en comparacion a los resultados
obtenidos por Llanos en el afio 2012, en su investigacion “Extraccion y
caracterizacion del aceite esencial de Molle (Schinus molle L.)” cuyo
rendimiento fue de 6,575% y 7.705% para las muestras del Centro
Poblado Menor de Los Palos y Tarata respectivamente, esto se puede
deber a las diferentes altitudes de las zonas de cultivo; en el distrito de
Lurigancho-Chosica existe mayor insolacion, suelos deficitarios o con
exceso de nutrientes ademas de la época de recoleccion. Por lo cual
podemos afirmar que el lugar de origen es un factor que influye sobre el
rendimiento del aceite esencial de Schinus molle, lo cual difiere de la
opinion de Llanos, que afirma que el lugar de origen no es un factor que
influye sobre el rendimiento del aceite esencial de Molle.

En cuanto a la densidad del aceite esencial del Schinus molle fue de
0.862 g/ml, encontrandose muy cercano a los valores que reporta Llanos
en su investigacion y dentro del rango de densidad de los aceites

esenciales.

En este estudio la determinacion de la densidad y el indice de refraccion
del aceite esencial del Schinus molle fueron 0.862 g/ml y 1.4815 °Brix
respectivamente, estos datos son cercanos a los obtenidos en la
investigacion de Moncada en el ano 2013 en Arequipa “Determinacién
de la composicién y actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Schinus molle (molle) de Arequipa y Moquegua contra Klebseilla
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus”. La
determinacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial del molle

se realiz6 mediante el método por excavacion en placa, presentando
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mayor sensibilidad frente a cepas de S. aureus con un tamafo de halo de
inhibicion promedio de 20.50 mm en 0.25 ml de aceite esencial, a
diferencia de las muestras de Arequipa y Moquegua que dieron una
sensibilidad intermedia y resistencia frente a S. aureus respectivamente
en 0.1 ml de aceite esencial; se puede deducir que a mayor volumen de
aceite esencial, mayor sera la medida del halo de inhibicion.

En la investigacion de Alba et. al. en el afio 2012 “Actividad cicatrizante
de una pomada con aceite esencial de Schinus molle L. “Molle” en
ganado vacuno con heridas infectadas y en ratones” refiere que la
pomada formulada con un 2% del aceite esencial, resultd efectiva en
comparacion con las pomadas que contienen 1,75% y 3,75% del aceite
esencial porque presenta mayor poder cicatrizante frente a la
pododermatitis y mastitis subclinicas. La mastitis es ocasionada por la
bacteria Staphylococcus aureus, de esta manera se comprueba el efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle frente a esta cepa en

estudio.

La identificacion de los metabolitos del aceite esencial del Schinus molle
se realizé mediante el método de Screening Fitoquimico, obteniendo una
alta evidencia de flavonoides y una ligera evidencia de taninos, resultado
similar a la tesis realizada por Orozco en el afio 2013 en Ecuador
“Evaluacion de la actividad cicatrizante de un gel elaborado a base de
extractos de molle (Schinus molle L.), cola de caballo (Equisetum arvense
L.) y linaza (Linum usitatissimum L.) en ratones (Mus musculus)’. Se
reportd una alta evidencia de saponinas, a diferencia de la investigacion
de Orozco que no se obtuvo presencia de saponinas, se puede deducir
como factor al aceite esencial extraido del fruto del molle, ya que contiene
saponinas en mayor proporcién que el extracto alcohdlico de las hojas del

molle.
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El efecto antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle de esta
investigacion se realizé6 mediante el método de difusion por excavacion en
placa y se observlo la presencia de halos de inhibicién frente a las
bacterias Staphylococcus aureus (Gram positivas) y Escherichia coli
(Gram negativas), mientras que el estudio realizado por Cruz et. al. en el
afno 2010 en Colombia “Evaluacion in vitro del efecto antibacteriano de los
extractos de Bidens pilosa, Lantana camara, Schinus molle y Silybum
marianum” reporta que se prepararon extractos etandlicos a partir de las
hojas, y se evalud el efecto antibacteriano mediante dos métodos:
Difusion en pozo y difusion en disco.
El extracto etandlico de las hojas de B. pilosa presentd una alta
sensibilidad frente a S. aureus, los extractos de las hojas de L. cAmara y
S. molle presentaron una sensibilidad media frente a S. aureus, mientras
qgue las cepas de E. coli y P. aeruginosa no fueron sensibles frente a
ninguno de los extractos ensayados. A partir de esta comparacion se
puede deducir que la eleccién del método de ensayo para determinar el

efecto antimicrobiano influye en los resultados obtenidos en general.
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CONCLUSIONES

1. El aceite esencial del Schinus molle presenta una alta evidencia de
alcaloides, flavonoides, saponinas, triterpenos y quinonas; una
ligera evidencia de compuestos fendlicos y taninos, este ultimo es
el metabolito responsable de la actividad antimicrobiana del aceite
esencial del Schinus molle.

2. El aceite esencial de Schinus molle L. “Molle” inhibe el desarrollo
de las cepas de Staphylococcus aureus, demostrando asi mayor
sensibilidad al mayor volumen de 0.25 ml, presentando un tamafio

de halo de inhibicién promedio de 20.50 mm.

3. El aceite esencial de Schinus molle L. “Molle” inhibe el desarrollo
de las cepas de Escherichia coli, demostrando asi mayor
sensibilidad al mayor volumen de 0.25 ml, presentando un tamafio

de halo de inhibicién promedio de 18.62 mm.
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RECOMENDACIONES

Promover el cultivo del Schinus molle en el Perd, que la
informacion de sus propiedades terapéuticas sea mayor que Ssu

utilizacién como linderos.

Incentivar la mayor investigacion posible sobre las especies
vegetales, de esta manera dar mayor atencion a la medicina
alternativa como opcién para los casos de medicamentos con

resistencia antibacteriana.
Desarrollar ensayos sobre la estabilidad y almacenamiento  del
aceite esencial del Schinus molle para su posible uso en

preparaciones galénicas como antimicrobiano.

Realizar estudios comparativos de eficacia entre las plantas del

género Schinus.
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ANEXO N° 1

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico

Calle Natalio Sanchez 2

51- Jesus Maria

hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado y autorizado por el Inrena segtin RD. N° 334-2013-MINAGRI-

DGFFS/DGEFFS, con Registro N° 37, certifica que la planta conocida como

‘MOLLE’, proporcionada por; SHIRLEY ROJAS BERMEO, ha sido estudiada

cientificamente y determinada como Schinus molle y de acuerdo al Sistema de

Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase:  Rosidae

Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Schinus

Especie: Schinus molle L.

Se expide la presente certificacion a

estime conveniente.

Lima, 12 Octubre 2016.

solicitud del interesado para los fines que

ﬂ
Blge~"Hamilton Beltran
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...................
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Foto N° 12: Medicién de los halos de inhibiciéon del efecto

antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle a un volumen

Foto N° 13: Medicion de los halos de inhibicion del efecto

antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle a un volumen

de 0.15 ml frente a cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

68



Foto N° 14: Medicién de los halos de inhibiciéon del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle a un volumen

de 0.2 ml frente a cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Fuente y elaboracion propia

Foto N° 15: Medicion de los halos de inhibiciéon del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle a un volumen

de 0.25 ml frente a cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Fuente y elaboracién propia
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Foto N° 16: Medicion de los halos de inhibicion del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle a un volumen
de 0.1 ml frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 35218)

Fuente y elaboracion propia

Foto N° 17: Medicion de los halos de inhibicion del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle a un volumen
de 0.15 ml frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 35218)

Fuente y elaboracion propia
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Foto N° 18: Medicion de los halos de inhibicion del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle a un volumen
de 0.2 ml frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 35218)
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Fuente y elaboracion propia

Foto N° 19: Medicion de los halos de inhibicion del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Schinus molle a un volumen
de 0.25 ml frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 35218)

Fuente y elaboracion propia
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Foto N° 20: Medicion del halo de inhibicién del control positivo con

Amoxicilina/Acido Clavulanico frente a cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923)

Fuente y elaboracién propia

Foto N° 21: Medicion del halo de inhibicién del control positivo con
Amikacina frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 35218)
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