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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la composicion quimica y la
actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Schinus areira L. "molle”. El
aceite esencial fue extraido por el método de arrastre con vapor de agua,
posteriormente se realizdé los andlisis fisicoquimicos y microbiolégicos. La
composicion quimica fue determinada por Cromatografia de Gases/Espectrometria
de Masas (CG/MS). La actividad antimicrobiana se realizé mediante difusion en
agar y microdilucion colorimétrica para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI). El rendimiento obtenido fue de 0,6% y la densidad relativa fue de
0,89 g/mL. El analisis por CG/MS evidencié la presencia de Alfa-felandreno
(15,94%), D-Limoneno (12,67%), Shyobunona (11,31%) y Shyobunol (6,14%)
como componentes mayoritarios. En la prueba de difusion en agar, el aceite
esencial a una concentracion de 95%, mostré actividad antimicrobiana significativa
frente a Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli con halos de inhibicién promedio
de 19 y 18 mm, respectivamente. En la determinacion de CMI por el método de
microdilucién colorimétrica, el aceite esencial presentd actividad antimicrobiana
moderada frente a Staphylococcus aureus (CMI=278 ug/mL) y no mostré actividad
antimicrobiana frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. Los resultados indican que el aceite esencial de Schinus areira L.

"molle” tiene actividad antimicrobiana moderada contra Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Schinus areira L. "molle”, actividad antimicrobiana, composicion

quimica, aceite esencial, microdilucion colorimétrica, difusién en agar.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the chemical composition and in vitro
antimicrobial activity of the essential oil of Schinus areira L. ‘molle’. The essential oil
was extracted by the steam extraction method, followed by physicochemical and
microbiological analyses. The chemical composition was determined by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS). Antimicrobial activity was
performed by agar diffusion and colorimetric microdilution to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC). The yield obtained was 0.6% and the relative density
was 0.89 g/mL. GC/MS analysis showed the presence of Alpha-phellandrene
(15.94%), D-Limonene (12.67%), Shyobunone (11.31%) and Shyobunol (6.14%) as
major components. In the agar diffusion test, the essential oil at a concentration of
95% showed significant antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli with average inhibition halos of 19 and 18 mm, respectively. In MIC
determination by the colorimetric microdilution method, the essential oil showed
moderate antimicrobial activity against Staphylococcus aureus (MIC=278 ug/mL)
and no antimicrobial activity against Bacillus subtilis, Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa. The results indicate that the essential oil of Schinus

areira L. ‘molle’ has moderate antimicrobial activity against Staphylococcus aureus.

Key words: Schinus areira L. "molle”, antimicrobial activity, chemical composition,

essential oil, colorimetric microdilution, agar diffusion
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I. INTRODUCCION
I.1. Planteamiento del problema:

La resistencia a los antibi6ticos es un proceso natural de los microorganismos que
generalmente se dan a través de los cambios genéticos. Sin embargo, el uso
excesivo e indiscriminado de los antibidticos acelera este proceso de selectividad
y posterior resistencia’.

Esto es un problema de salud publica ya que provoca la ampliacion del tiempo de
enfermedad, incrementa el riesgo de propagacién y el tiempo de las estancias
hospitalarias, asi como también requieren cada dia de terapias mas costosas e
incrementa la tasa de mortalidad. La mayoria de antibiéticos de primera linea
presentan mayores casos de resistencia y esto eventualmente conlleva al
incremento de la dependencia terapias de segunda y tercera linea que son mas
caras y requieren de tratamientos mas prolongados lo que deriva al agotamiento
de los recursos del sistema de salud 2.

Con la presencia cada vez mayor de bacterias resistentes, hoy en dia se investiga
sobre nuevas alternativas terapéuticas de origen vegetal y fitoquimicos con
potencial actividad antimicrobiana. Entre las alternativas terapéuticas al uso
comun de farmacos, se encuentran las de origen vegetal. Las plantas son fuentes
invaluables de metabolitos secundarios, estos se encuentran en diversas partes
como hojas, frutos o raices y han sido desarrollados a lo largo del tiempo como
mecanismo de defensa de factores externos como los efectos de los radicales
libres, bacterias y hongos. Compuestos como los alcaloides, terpenoides
carotenoides y polifenoles son los que destacan entre los metabolitos mas
estudiados 3.

Frente a esta situacion, la presente investigacion pretende contribuir al estudio de
las plantas para que puedan ser consideradas como una alternativa terapéutica o

coadyuvante en el tratamiento con antibi6ticos.



I.2. Objetivos

.2.1. Objetivo general

Determinar la composicion quimica y la actividad antimicrobiana del aceite

esencial de Schinus areira L. "molle”.

.2.2. Objetivos especificos

e Determinar caracteristicas organolépticas y fisicoquimica del aceite
esencial.

e Determinar la composicion quimica del aceite esencial mediante GC-MS.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial mediante difusion
en agar.

e Evaluarla actividad antimicrobiana del aceite esencial mediante

microdilucién colorimétrica.
I.3. Importancia y alcance de la investigacion

Los productos de origen vegetal son considerados fuentes ricas en metabolitos
cuyas propiedades son de importancia medicinal. Aunque en la actualidad los
farmacos se obtienen casi en su totalidad mediante sintesis quimica, muchos de
ellos tienen sus origenes en la naturaleza como lo son las plantas 4.

Los fitoquimicos detectados en los aceites esenciales estan demostrando tener
actividad antimicrobiana y ser efectivos como coadyuvantes en la terapia contra
la resistencia antimicrobiana, por mencionar algunos como el resveratrol, catecol,
pineno y gingerol que actuan como inhibidores de la bomba de eflujo bacteriano
5.

El desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas provenientes de aceites
esenciales requiere de investigaciones exhaustivas ya que depende de las
condiciones de cada pais como por ejemplo las condiciones edafoclimaticas, la
susceptibilidad de las cepas de la misma especie y el contenido y porcentaje de
los metabolitos presentes en las plantas. Esta busqueda de nuevas terapias de
origen natural ademas de contribuir con el conocimiento cientifico y la salud
publica, también realzan el valor de las propiedades medicinales de las plantas y

con ello de la importancia y cuidado de las mismas ©.



I.4. Limitaciones de la investigacion

Existe poca informacién sobre |la especie Schinus areira L. "molle”.

Il. REVISION DE LA LITERATURA

11.1. Marco teodrico

1.1.1. Descripcién etnobotanica de la especie en estudio

e Nombre vulgar: molle, falso pimentero, molli, aguaribay, huaribay’

e Sinénimos: Schinus molle L. var. areira (L.) D.C. 8.

e Descripcion morfolégica: Schinus areira L. "molle” es un arbol lefioso y
resinoso llegando a tener una altura de entre 15 a 20 m con hojas perennes
glabras formadas por 15 a 35 foliolos, sésiles lanceolados-lineares a
menudo serrulados °.

o Habitat y distribucién: Es un arbol propio de la regién andina de América,
sobretodo de Peru y ampliamente distribuido y naturalizado en Bolivia,
Chile y Argentina. Resistente a diversos tipos de climas (suelos pedregosos

y salinos) creciendo hasta los 3500 msnm 710,

+ 4« D)
-
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A

Figura 1. Mapa de distribucion de Schinus areira L. "molle”!
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e Uso en la medicina tradicional: En Peru se ha evidenciado que la planta
puede ser usada como hipotensivo, infecciones e insecticida y repelente al
igual que otros lugares. En Argentina, las hojas pueden usarse como
emenagogo y antiinflamatorio, la resina como purgante y la corteza para
aliviar problemas respiratorios como la bronquitis. En Chile, las hojas y la
corteza son usados para la bronquitis y en algunos casos para el asma, asi

como también para tratar el reumatismo y heridas ",
I.1.2. Actividad antimicrobiana

11.1.2.1. Mecanismo de accion de los aceites esenciales

Las plantas contienen diversos componentes quimicos con propiedades
antimicrobianas los cuales son producidos como mecanismo de defensa contra
patogenos. Cada compuesto puede presentar diferentes mecanismos de accion
contra diferentes bacterias, y a su vez este mecanismo esta mediado por procesos
bioquimicos propios de la bacteria y por el tipo de componentes quimicos del aceite
esencial. A lo largo del tiempo se han propuesto diferentes mecanismos de accion
antimicrobiana los cuales sostienen principalmente la desestabilizacion de la
estructura celular provocando la ruptura de la integridad de la membrana y el
aumento de la permeabilidad, esto afecta distintas actividades celulares como el
transporte de membrana o la regulacion metabdlica. Debido a la naturaleza lipdfila
del aceite esencial se ha propuesto que estos incrementan la permeabilidad de la
membrana celular bacteriana, lo que provocaria la fuga de componentes celulares
y la pérdida de iones. Esta pérdida de iones a su vez esta relacionada con la
reduccion del potencial de membrana, interrupcidon de bombas de protones y
disminucion de ATP "2,

Se ha relacionado indirectamente los aceites esenciales con la inhibicién de toxinas
en bacterias, por ejemplo, en la exposicion de B. cereus al carvacrol, este ultimo
induce a la inhibicion de toxina diarreica, al igual como lo hace el uso de aceite
esencial de orégano (0,3 yL/mL y 15 uL/mL), el cual suprime la produccion de
enterotoxinas estafilococicas. Esto se debe posiblemente a los efectos de los
componentes del aceite esencial en la bicapa fosfolipidica comprometiendo los

procesos de transporte transmembrana 3. Respecto a la produccion del ATP,
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debido a la afectacion que produce el aceite esencial sobre la membrana celular se
han reportado alteracidn sobre el equilibro de ATP de las bacterias. Tal es el caso
del aceite esencial de orégano, que produce una disminucion de ATP intracelular
sobre S. aureus (0,010 % y 0,013 %) y L. monocytogenes (aceite esencial de 0,020
%y 0,025 %) 4.

En cuanto a la sintesis de proteinas de las bacterias también se ven afectados por
accion del aceite esencial, a través de la sobreproduccion de proteinas de choque
térmico (chaperonas) las cuales se evidencia cuando las bacterias estan en
condiciones de estrés o en contacto con sustancias toxicas. Esto se observé
cuando se expuso E. coli O157:H7 a carvacrol 1mM e indujo la produccién de
(HSP60) e inhibid la sintesis de flagelina '>'7.

Asi mismo, se ha propuesto como mecanismo de accion antimicrobiana de los
aceites esenciales su sinergia con los antibiéticos, debido a que algunos de ellos
tienen una actividad muy baja al ser usados solos. Ciertos compuestos tienen la
capacidad de debilitar la resistencia a los antibiéticos de algunas bacterias. Por
ejemplo, del aceite esencial de Origanum vulgare L. se ha demostrado que tiene
sinergia con el ciprofloxacino contra bacterias como Streptococcus pneumoniae a
través del mecanismo de inhibicion de la bomba de eflujo. Otro ejemplo es el aceite
esencial de Kaempferol que es un flavonoide cuyo sinergismo se asocia al uso con
la penicilina contra la bacteria S. epidermidis multirresistente a través del
mecanismo de accién de Inhibicidon de la sintesis de peptidoglicano y la actividad

de la betalactamasa 8.

11.1.2.2. Factores quimicos que influyen en la actividad

antimicrobiana de los aceites esenciales

La presencia de un anillo bencénico en la estructura quimica de los componentes
de algunos aceites esenciales, asi como también de un grupo hidroxilo, demuestran
tener mayor actividad frente a otros compuestos en cuya estructura no los
contienen. Se estudié la actividad antimicrobiana del carvacrol frente a Bacillus
cereus. El carvacrol no protonado ingresa hacia la membrana citoplasmatica
liberando en su interior un ion H*, posteriormente se puede unir a un ion K* (u otro

cation monovalente) y volver a salir hacia el exterior facilitando asi la fuga de iones.
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Este mecanismo ha sido propuesto basandose en el eflujo de K*y entrada de H*
vistos en un estudio hecho por Ultee y colaboradores 8.

Este hecho no ocurre con la presencia de mentol y el éster metilico de carvacrol ya
que no contienen grupo hidroxilo (éster metilico de carvacrol) o un sistema de
electrones deslocalizados (mentol), pero si se observo actividad inhibitoria con el
timol '°. Por otro lado, la presencia de un grupo acetato en acetato de geranilo y
acetato de bornilo aumentan la actividad antimicrobiana comparados con sus
parientes geraniol y borneol posiblemente por su naturaleza hidrofobica. Asi mismo,
un doble enlace y/o un sustituyente alquenilo aumenta la actividad del limoneno
comparado con el p-cimeno en presencia de las bacterias gramnegativas, esto
sugiere también que la alquilacion del compuesto influye en la sensibilidad de la
reaccion gram. Otro aspecto relevante en la actividad de los componentes de los
aceites esenciales son su estereoquimica. Los isdmeros alfa son relativamente
inactivos comparado con los isémeros beta (alfa pineno), asi como los isémeros cis
son inactivos en comparaciéon con los isémeros trans (geraniol y nerol), por otro
lado, la presencia de dobles enlaces en el anillo ciclohexano aumenta su actividad
antimicrobiana (ejemplo terpinoleno y terpineol) 2'.

Respecto a los aldehidos (formaldehido y glutaraldehido), estos confieren al aceite
esencial de actividad antimicrobiana, en especial si el grupo aldehido se encuentra
conjugado con un doble enlace de carbono-carbono el cual se caracteriza por
poseer alta electronegatividad. Estos compuestos electronegativos son capaces de
interferir en procesos bioldgicos que implican transferencia de electrones y
reaccionan con compuestos nitrogenados importantes como proteinas y acidos
nucleicos, por ello se proponen que un incremento de la electronegatividad

aumenta la actividad antimicrobiana 2021,

11.1.3. Metabolitos atribuidos a Schinus areira

El género Schinus esta extendido por diversos paises y muchos de ellos han sido
utilizados por la medicina tradicional. Quimicamente las especies de Schinus
evidencia diferentes metabolitos secundarios bioactivos entre los que destacan
monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, acidos grasos y flavonoides. Asi mismo

se han atribuido diferentes actividades como antifungicos, analgésicos, insecticidas
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y entre otros. Algunos autores atribuyen a la especie areira componentes
principales como limoneno, alfa-felandreno, beta-felandreno, sabineno y canfeno.

Siendo muchas veces los de mayor porcentaje limoneno y alfa-felandreno 2.

I1.2. Antecedentes del estudio

11.2.1. Antecedentes internacionales.

En el 2023, Cutro A. y colaboradores realizaron un estudio para determinar el
mecanismo de accion del aceite esencial de Schinus areira L. frente a células
plancténicas y biopeliculas de S. aureus. Se observo que la permeabilidad de las
células dependia de la concentracion del aceite esencial y el tiempo de incubacién.
También se evalud el efecto del aceite sobre la fluidez de la membrana en
liposomas DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina) y DMPG (1,2-dimiristoil-
sn-glicero-3-fosfo-1'-rac-glicerol). Los resultados evidenciaron que el AE provoca
cambios en el empaquetamiento de la membrana lipidica reduciendo la cohesion
entre los fosfolipidos y aumentando el acceso de agua y componentes del aceite
esencial al interior. Asi mismo, también se observé que el aceite esencial provoco
incremento de la produccion de ROS y degradacion del ADN. Por otro lado,
respecto al biofilm de S. aureus, se observo que el aceite esencial fue capaz de

inhibir su crecimiento e incluso la erradicacion de los ya formados 2.

En el afio 2020, Rebolledo V. y colaboradores realizaron un estudio sobre el perfil
fitoquimico y actividad oxidante de extractos de frutos de Schinus areira L. en Chile.
Las extracciones se realizaron por maceracién y Soxhlet a través de diferentes
solventes y la actividad antioxidante mediante el método DPPH. Los resultados
para la extraccion tanto Soxhlet como maceracion, mostraron mayor rendimiento
para extractos acuosos (11,9 % y 12,4 %). Respecto a los polifenoles totales no se
observaron diferencias significativas, sin embargo, se observé que el contenido de
polifenoles fue mayor en extractos metandlicos (Soxhlet: 195,787 + 3,292 mg
GAE/g; maceracion: 197,023 + 3,353 mg GAE/g)?*.

En 2019, Cutro A. y colaboradores, realizaron un estudio sobre la actividad
antibacteriana del aceite esencial de hojas de S. areira de Santiago del Estero-

Argentina. El método para la extraccion del aceite esencial fue mediante
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hidrodestilacién y el analisis quimico se desarrollé por GC-MS. Se identificaron
veintiocho compuestos y entre los principales de mayor porcentaje fueron 1-epi-
cadinol como el compuesto mas representativo (34,6 %), seguido del s-cadineno
(15,52 %) y aloaromadendreno (6,99 %). El aceite esencial obtenido mostrd
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus a 64 ug/mL y bactericida a
256 ug/mL; sin embargo, no mostré efecto antibacteriano en Escherichia coli. Su
actividad antibacteriana también mostro cambios importantes en el potencial Zeta

de la superficie de S. aureus 5.

En 2018 Do Prado A. y colaboradores evaluaron la actividad antifungica y
antibacteriana in vitro del aceite esencial de Schinus molle. Para ello se obtuvo el
aceite esencial mediante destilacion a vapor de las hojas y su analisis quimico se
realizé mediante GC-MS. Los resultados mostraron como principales componentes
a B-pineno (25,23 %), epi-alfa-cadinol (21,29 %) y alfa-pineno (18,22 %). También
se mostrd una actividad antifungica contra C. neoformansy T. quinckeanum con un
mismo valor de 625 pg/mL para la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima fungicida (CMF) pero buena actividad contra P. brasiliensis
con CMI y CMF de 39,06 ug/mL. Para la actividad antibacteriana, no se mostré
sensibilidad por parte de los microorganismos (P. aeruginosa, A. baumannii,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis y S. aureus resistente a meticilina) por parte

del aceite esencial 26.

11.2.2. Antecedentes nacionales

En 2022 Ruiz J. y Salazar M. determinaron la composicion quimica y el efecto
antibacteriano de los aceites esenciales de 4 especies de plantas dentro de las
cuales se encontraba Schinus molle L. (recolectado en Lima) contra bacterias
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los resultados de la composicion quimica
del aceite esencial de Schinus molle L. mostraron como principales componentes
alfa-felandreno (19,59 %), canfeno (19,10%) y alfa-pineno (16,56 %). La evaluacion
del efecto antibacteriano se realiz6 mediante el método de microdilucion en placa y

se evidencio buena actividad antibacteriana del aceite esencial de Schinus molle L.
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con una CMI de 0,312 uL/mL frente a Staphylococcus epidermidis y una CMI de 20
ML/mL frente a Staphylococcus aureus, sin embargo, no tuvo buena actividad contra

Pseudomonas aeruginosa (>40 uL/mL) %7,

En 2022, Aparicio M. evaluo el efecto antimicrobiano in vitro de 3 aceites esenciales,
donde uno de ellos fue el aceite esencial de Schinus molle, sobre patdgenos
aislados de Aeromonas spp. provenientes de truchas. Los resultados del analisis
quimico del aceite esencial de Schinus molle evidenci® como componentes
mayoritarios a p-mirceno (28,3 %) y alfa-felandreno (19,77 %). Por otro lado, en
cuanto a la susceptibilidad de las bacterias por el método de difusion en pozo de
agar se determind que en diferentes concentraciones (5,10 y 15 %), el aceite
esencial de molle tuvo actividad moderada antimicrobiana con halos de inhibicion
de 8a 15 mm %,

En el 2021, Velasquez M. determiné el efecto antimicrobiano del aceite esencial de
los frutos de Schinus molle L. contra Streptococcus mutans y Candida albicans. Por
medio del método de arrastre de vapor de agua se obtuvo el aceite esencial de los
frutos de Schinus molle L., para la evaluacion del efecto antimicrobiano se
determiné la CMI y la CMB/CMF, asi como también se evalué la sensibilidad de
cada bacteria contra el aceite esencial del fruto. Los resultados mostraron para
Streptococcus mutans un CMI de 100 uL/mL de aceite y para Candida albicans fue
de 25 yL/mL, mientras que la CMB para Streptococcus mutans fue de 200 yL/mL y
la CMF para Candida albicans fue de 50 uL/ml. Por otro lado, se observo la
sensibilidad de Streptococcus mutans a diferentes concentraciones del aceite
esencial (10, 20, 30, 50, 75 y 100 pL) con halos de inhibicion que van desde los
15,67 mm (10 uL) hasta los 30,00 mm (100 L), considerandose como alta
sensibilidad en el rango desde los 20 a 100uL. En cuanto a Candida albicans, se
obtuvo halos de inhibicién que van desde los 11,67 mm (10 pL) hasta los 32,67 mm
(100 uL) bajo las mismas concentraciones y se consideré como alta sensibilidad en
el rango desde los 75 a 100uL 2.

En 2018, Ramirez R., y Soto R. determinaron la actividad antibacteriana de manera
in vitro del aceite esencial de la Schinus molle frente a cepas de Escherichia coli

ATCC 25922 a diferentes concentraciones (25, 50 y 100 %). Los resultados
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mostraron que la concentracion con mayor efecto antibacteriano fue del aceite al
100 % durante las pruebas a las 24, 48 y 72h, obteniéndose halos de inhibicién de
29,4; 14,7 y 9,9 mm para las concentraciones de 100, 50 y 25 % respectivamente
a las 72 horas, comparado con el ciprofloxacino con un halo de inhibicion de 34,8
mm 20,
En 2018, Requejo E. determind la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Schinus molle frente a Staphylococcus aureus. El aceite fue extraido por el método
de hidrodestilacion y para la actividad antibacteriana se us6 método de difusion de
discos. Los resultados mostraron halos de inhibicion de 31,0 mm para el aceite
esencial de Schinus molle al 75 % y 25,1 mm para una concentracién del mismo al
50 % comparado con un estandar farmacoldgico que fue la doxiciclina cuyo halo de
inhibicion fue de 28,3 mm 31,
En 2017 Pacheco K. y Lazaro M. caracterizaron quimicamente el aceite esencial
de Schinus molle L. y evaluaron su actividad antimicrobiana frente a Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. La obtencion del aceite esencial se realizé mediante
el método de destilacion por arrastre de vapor de agua y para la actividad
antimicrobiana se determiné la CMI con el método de diluciones seriadas decimales
y recuento en placa. Los resultados de la caracterizacion quimica fueron el numero
de éster (mg KOH/g aceite): 10,43 e indice de acidez (mg KOH/g aceite): 2,74. Los
componentes de mayor porcentaje fueron alfa-felandreno (17,13 %) y alfa-pineno
(15,57 %). Para la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus se
determiné una CMI de 0,1 mL AE/mL de in6culo con una muerte de 99,67 % del
inoculo inicial y una fase de declive de hasta 50 horas comparado con el 96,11 %
que se obtuvo para Escherichia coli y una fase de declive de hasta 2,4 horas 2.
En 2015, Solis-Quispe L. y colaboradores determinaron la composicion quimica y
actividad antioxidante y antiproliferativa de Schinus areira L. cultivado en Cuzco. La
composiciéon quimica se determind mediante GC-FID y GC-MS, la actividad
antioxidante mediante el método DPPH y la actividad antiproliferativa frente a
células de cancer de mama 4T1 en un medio Eagle modificado de Dulbecco. Los
resultados del analisis quimico por GC-MS evidenciaron 56 compuestos entre los
que se destacan alfa-felandreno, limoneno, canfeno y B-felandreno como
componentes mayoritarios33.
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11.3. Bases tedricas

1.3.1. Bacterias gram positivas y gramnegativas.

Las bacterias pueden clasificarse por distintos criterios ya sea por su forma, tincion,
su capacidad para crecer con o sin oxigeno o contenido de ADN. La tincion gram
es un método que permite clasificar bacterias segun su morfologia. Las bacterias
gram positivas (coloracion positiva a la tincidn gram) al tener grandes cantidades
de peptidoglicano retienen con mayor fuerza el complejo violeta-yodo, y en las
bacterias gram negativas sucede lo contrario al tener pocas cantidades de
peptidoglicano. Sin embargo, hay que mencionar que no todas las bacterias pueden
ser identificados por este método debido a que algunas no poseen pared celular
(micoplasma). Entre las bacterias gram positivas podemos mencionar a
Staphylococcus aureus, Streptococcus, Bacillus subtilis, Clostridium, etc., y por el
lado de las bacterias Gram negativas se tienen a Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Yersinia, Shigella, etc. 3435,

Bacteria Gram + Bacteria Gram -

» Los acidos teicoicos son su factor de » No contiene &cidos teicoicos, ni lipoteicoicos.
virulencia.
» Cuentan con una membrana externa.
» Contienen mayor cantidad de
petidoglicano y constituye el 50 % del + Los LPS son un factor de virulencia.
material de la pared.
» Contienen menor cantidad de petidoglicano:
constituye del 5 al 10 % del material de la pared.

Ipote col co

Proteinas Porlnas b= Lipopolisacéridos
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Figura 2. Comparacion entre las bacterias Gram +y Gram — 3
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11.3.2. Metabolitos secundarios

Las plantas son una fuente rica de varios compuestos quimicos con potencial
antimicrobiano entre los que se encuentran por ejemplo el acido cinamico (derivado
de la planta Avena sativa) y el acido selviandlico (derivado de las plantas cuya
familia pertenecen a las Lamiaceae). No solo las plantas han sido objeto de
investigacion para el descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos, por
ejemplo, el primer metabolito secundario que fue usado como agente
antimicrobiano fue la penicilina (derivado del hongo Penicillium chrysogenum); sin
embargo, a pesar de su eficacia, no pasaron muchos afios hasta que se presenten
casos de resistencia debido al excesivo uso que se le dié. Posteriormente se
descubrid otros agentes secundarios como la colistina, gentamicina vy

mupirocina36-37:38,

1.3.2.1. Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos son diversos, constituyen alrededor de 10 mil
compuestos y se caracterizan por la presencia de por lo menos un anillo aromatico
hidroxilado, asi mismo, una manera de clasificarlos es mediante el numero de
carbonos presentes 3°. Los compuestos fenodlicos provienen de la via del acido
shikimico o malonato/acetato “° y pueden clasificarse en fenoles simples, acidos

fendlicos y taninos

1.3.2.2. Cumarinas
Compuestos fendlicos formados por anillos de benceno. Estimulan los macréfagos

y por ello, indirectamente, tiene su efecto contra infecciones. No solamente actuan
contra bacterias sino contra virus y hongos (Candida albicans). Asi mismo se le
atribuye otras actividades como antitrombdticos, antiinflamatorios vy
vasodilatadores. Entre los compuestos representativos estdn umbeliferona (7-

hidroxicumarina) y la escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicumarina) 4'.

SOWESN

Figura 3. Estructura quimica de la cumarina (izquierda) y 7-hidroxicumarina
(derecha) 42,
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1.3.2.3. Flavonoides
Derivados de los compuestos fendlicos, poseen propiedades antioxidantes,
antimicrobiano y antiinflamatorios. Los flavonoides son capaces de alterar la
membrana microbiana, por ejemplo, las catequinas provenientes del té verde, son
flavonoides cuya actividad antimicrobiana se ha demostrado contra Vibrio cholerae,
Streptococcus mutans y Shiguella, asi como también contra los virus 43. Los
flavonoides pueden clasificarse en (flavonoles, flavononas, flavonas,

isoflavonoides, antocianidinas.

Yo

Isoflavona

o}

o S
%o A

o @:‘P”’Q Flavan-3-ol
Antocianidina

(o]
Flavanona

OH

Figura 5. Estructuras derivadas de las modificaciones en el anillo C 44,
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11.3.2.4. Terpenos

Los terpenos provienen de la via biosintética del acido mevaldnico y se considera
las unidades de isopreno (C5H8) como los constituyentes basicos. Los precursores
de la mayoria de terpenos son los esteres pirofosforicos de alcoholes en (Cs)n, entre
los que se encuentran por ejemplo el geranilpirofosfato (precursor de los
monoterpenos en C1o) y farnesilpirofosfato (precursor de los sesquiterpenos en

C15). Pueden clasificarse en monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, etc.

Numero de unidades de Numero de carbonos Nombre del terpeno
150prenos

2 10 Monoterpeno
3 15 Sesquiterpeno
4 20 Diterpeno
§ 30 Triterpeno
8 40 Tetraterpeno

=8 =40 Politerpeno

Figura 6. Clasificacion de terpenos 4°

Los monoterpenos son los constituyentes que se encuentran con mayor frecuencia
en los aceites esenciales y entre los mas comunes se encuentran el limoneno
(usado comunmente como antibacteriano y fungicida; mentol, proveniente de
plantas del género Mentha y comunmente usado para aliviar la comezoén y para
problemas gastrointestinales y pineno, se produce como a-pineno y 3-pineno. Los
sesquiterpenos, estan constituidos por 3 unidades de isopreno cuyas
caracteristicas pueden ser ciclicos o alifaticos y al igual que los monoterpenos, son
constituyentes habituales en los aceites esenciales. Entre los sesquiterpenos mas
comunes se tienen al farnesol, nerolidol, bisabolol, cadineno y selineno. Los
triterpenos contienen 6 unidades de isopreno y se derivan del escualeno, los mas

representativos son esteroides, saponinas y glucésidos.*4.

Q2 P

limoneno timaol a-terpineal mentol a -pinens mirceno

Figura 7. Ejemplo de algunos monoterpenos 44.
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11.3.2.5. Quinonas

Compuestos aromaticos cuya estructura contienen 2 cetonas las cuales se
caracterizan por ser muy reactivas. Asi mismo, se sabe que las quinonas forman
complejos con los aminoacidos en las proteinas, lo que conlleva a la inactivacion
de la proteina y la pérdida de la funcién. Es por ello su importancia como potencial
agente antimicrobiano. Kazmi y col. denominaron a Cassia italica (antraquinona)
como bacteriostatico contra Bacillus anthracis y bactericida contra Pseudomonas

pseudomalliae 4.

0] 0 0
0] 0 0

Figura 8. Estructura quimica de Quinonas, de izquierda a derecha: Quinona
Naftoquinona y Antraquinona 4.

11.3.3. Meétodos de extraccion

11.3.3.1 Hidrodestilacion

En este método, el material vegetal se sumerge en agua el cual hierve por contacto
directo con el fuego. El agua se evapora y fluye directo hacia el condensador
(serpentin de vapor cerrado). El aceite obtenido se separa y recupera del producto
final. Es importante sefalar que, si el calentamiento se produce por contacto
directo, el agua dentro del extractor debe permanecer constante y debe ser
suficiente de tal manera que se evite la carbonizacion del material vegetal. Este
meétodo tiene la desventaja de que requiere grandes cantidades de energia y las
altas temperaturas pueden alterar los compuestos presentes en el aceite hasta una

posible degradacion 4748,
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11.3.3.2. Destilacion por arrastre de vapor

En este método el material vegetal se encuentra separada del agua, para ello se
requiere del uso de una rejilla donde se coloca el material vegetal y por donde va a
pasar el vapor de agua, el cual fluye también hacia un condensador para obtener
finalmente el producto. A diferencia del método de hidrodestilacién, en la destilacion
por arrastre de vapor hay menos probabilidad de hidrolisis por parte de los

componentes volatiles 4748,

11.3.3.3. Extraccion con solventes

Usado para la extraccion de aceites esenciales termolabiles (por ejemplo: flores),
en este método se utiliza un bafo de disolventes que luego seran filtraciones
llevados a destilacion. Los disolventes comunmente usados con alcohol, hexano,
éter de petroleo y etanol. EI hexano es un excelente disolvente a la hora de la
extraccion del aceite esencial, sin embargo, su elevada toxicidad ha hecho que se

opten por diferentes opciones como el uso de isopropanol y etanol 4749,

11.3.3.4. Extraccion por ultrasonido.

Algunos beneficios de este método son el reducido tiempo de extraccion y evitar el
uso de disolventes organicos). Este método se basa en la cavitacion (produccion y
descomposicion de burbujas microscopicas). El colapso de las burbujas produce
dafio en las membranas celulares de las plantas. Una desventaja es su elevado

costo 4°.

11.3.3.5. Extraccion con fluido supercritico

El material vegetal se encuentra en contacto constante con el fluido en estado
supercritico, los componentes son arrastrados por hacia un sistema de coleccién
donde se obtiene el aceite esencial. Asimismo, el fluido es descomprimido a
temperatura y presion ambiente, lo cual lo hace ideal en este método ya que no
requiere del uso de solventes para la separacion del aceite.

Algunas ventajas de este método la facil eliminacion del solvente, alto rendimiento
de la extraccion y la pureza del aceite esencial. El fluido supercritico comunmente

usado el CO2 ya que es un compuesto barato, inerte, no téxico y su estado
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supercritico no requiere de altas temperaturas (31°C). La desventaja del método es

su costo y la capacidad de requerir bombas de alta presion 0.
1.3.4. Métodos para determinar la actividad antimicrobiana

11.3.4.1. Método dilucion en caldo
El método dilucién en caldo se puede trabajar de 2 formas, ya sea mediante

macrodilucion (diluciones en tubo) o microdilucion (microdiluciones en placas de 96
pocillos). La dilucion en caldo por macrodilucion utiliza volumenes de hasta 10 mL,
sin embargo, esto requiere la disponibilidad de una mayor cantidad de aceite
esencial y del medio asi como también ya no se tendria la facilidad del uso de
pipetas multicanales. Por otro lado, el método por microdilucion tiene la ventaja de
que se requieren normalmente volumenes menores a 0,5 mL. Este segundo método
es el mas utilizado por su economia y mejor reproducibilidad. El medio utilizado y
recomendado por CLSI y EUCAST para bacterias no exigentes es Caldo Mueller
Hinton. Para la dilucién de los aceites esenciales se considera el DMSO y como
estabilizantes Tween 80 o Tween 20. Por ultimo, para evaluar el punto final del CMI
se utiliza un indicador redox (Resazurina) el cual se reduce a resorufina por la

presencia de enzimas mitocondriales activas de las bacterias 152,

1.3.4.2. Método dilucién en agar

Se trata de un ensayo el cual se mezcla el aceite esencial con agar difundido a
diferentes concentraciones. Posteriormente, se inocula cierta cantidad de bacterias.
En este caso el CMI también se considera como la concentraciéon mas baja a la cual
se inhibe el crecimiento bacteriano en su totalidad. Usando la escala McFarland se
utiliza una cantidad de bacterias 108 cel/mL. Utilizan Agar Mueller Hinton y al igual
que la dilucién en caldo también se utilizar solventes (DMSO, 1-2 %) y
emulsificantes (Tween, 0,5 %). Una de las ventajas que tiene el método de dilucion
en agar es la utilizacion de inoculador de multiples puntos en una sola placa de 90
mm para diferentes cepas lo que los hace idoneos para trabajar en condiciones de
pruebas idénticas cuando se analiza un solo aceite. Por otro lado, entre las

desventajas se encuentra la cantidad elevada de aceite esencial y medio que se
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utiliza. Asi mismo la temperatura del agar debe permanecer entre 45 y 50 °C para
mantenerse liquido lo que se considera un inconveniente ya que puede influir en

las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial o de sus componentes volatiles
52

1.3.4.3. Difusiéon en agar
El método de difusion en agar se utiliza como ensayos previos para analizar si los

aceites esenciales tienen actividad antimicrobiana. Se consideran métodos
semicuantitativos y se recomienda seguir la investigacion con la determinacién de
CMI. EIl principio de este ensayo se trata de la difusibn de los activos
antimicrobianos del aceite esencial en placas de agar inoculadas con el
microorganismo de estudio. Asi mismo, es necesario el uso de controles positivos
y negativos para evaluar que estos no interfieran en la dilucion del aceite esencial.
La metodologia difusion en agar se puede dividir en 2: difusidon en disco y difusion
en pozo. El método de difusién en disco es muy utilizado debido a su facil acceso
asi como también es un método de referencia para CLSl y EUCAST. Se utiliza como
medio Agar Mueller Hinton y el aceite esencial puede ser usado tanto puro como
diluido en solventes como DMSO, metanol, etanol o DMSO con Tween 80. Por otro
lado, el método difusion en pozo es el menos utilizado debido a su complejidad para
trabajarlo. Se trata de perforar pocillos o agujeros en el agar los cuales seran
llenados con el aceite esencial. Las principales variables de este método son el

volumen del aceite, el medio y el diametro del pocillo 523,

I1.4. Glosario de términos

o CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio), es una organizacion que desarrollan normas
estandarizadas y consensuadas a nivel global 4.

o GC/MS: Gas chromatography—mass spectrometry: Técnica de separacion
de moléculas organicas volatiles, en combinacion con espectrometria de

masas se usan para separar mezclas complejas y cuantificar el analito .
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o Escala McFarland: Se refiere a un estandar de turbidez el cual se traduce en
un numero aproximado de bacterias en una suspension liquida, el estandar
comunmente utilizado es 0,5 el cual representa a 1,5 X 108 bacterias/mL 6.

o In vitro: refiere a ensayos realizados fuera del organismo vivo, pueden ser
en tejidos, organos o células aisladas °”.

o CMI: Concentracion minima inhibitoria. Se trata de la concentracion mas baja

el cual puede inhibir el crecimiento bacteriano, se expresa en mg/L o ug/mL
58
l.HIPOTESIS Y VARIABLES
lll.1. Hipotesis

El aceite esencial de Schinus areira L. "molle” tiene actividad antimicrobiana frente
a las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus

y Bacillus subtilis.

lll.2. Variables

¢ Variable independiente: Composicion quimica del aceite esencial de Schinus
areira L. "molle”.
o Variable dependiente: Actividad antimicrobiana del aceite esencial de

Schinus areira L. "molle”.
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lL.3.

Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

TIPO DE . UNIDAD
VARIAB DEFINICION DEFINICION
VARIAB DIMENSIONES INDICADOR DE OBSERVACIONES
LE(S) CONCEPTUAL OPERACIONAL
LE MEDIDA
Composi
” . . M1-—M
cion Densidad relativa g/mL Densidad relativa = oo—o
quimica Andlisis preliminar
Mezcla compleja de L -
del . . La composicion quimica del AE
it Variable compuestos volatiles del it il VolAE fml)
aceite el aceite esencial se imi 9 % RAE = 0————— x 100 %
. independ | obtenido mediante i . Rendimiento % P muestra (g) “
esencial . evaluara mediante GC-
iente arrastre con vapor de
de MS
. agua .
Schinus Compuestos Se tomara en cuenta los componentes
GC-MS » » % .
areira L. volétiles aromaticos con mayor porcentaje.
"molle”
Actividad o . o o Actividad antimicrobiana mayor a 18
. Inhibicion del crecimiento | Difusion en agar Halo de inhibicion mm
antimicro mm
. de  Escherichia  coli,
biana del o Inactivo > 1000pug/mL, actividad débil
. X Inhibicién del | Pseudomonas
aceite Variable o ) 500 a 1000ug/mL, actividad
. . crecimiento de | aeruginosa,
esencial dependie . . X — » . moderada 100 a < 500pg/mL, buena
bacterias, virus u Staphylococcus aureus 'y | Microdilucion Concentracion Cambio de
de nte . . L L » actividad < 100 pg/mL
Schi hongos Bacillus subtilis usando | colorimétrica minima inhibitoria coloracién
chinus
. AE de Schinus areira L.
areira L.
"molle”
"molle”

IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Materiales, reactivos y equipos

IV.1.1. Material vegetal

e Hojas de Schinus areira L. "molle”.

IV.1.2. Material biolégico

e Staphylococcus aureus ATCC 25923

e Bacillus subtilis ATCC 6633

e Escherichia coli ATCC 25922

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
IV.1.3. Reactivos

e Resazurina (Sigma-Aldrich)
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Estandar de Ciprofloxacino (Sigma-Aldrich)
Dimetilsulfoxido (Merck)

Polisorbato (Biolab)

Agua destilada

Agar Mueller Hinton (BD DIFCO)

Caldo Mueller Hinton (Merck)

IV.1.4. Equipos

Incubadora Incucell)
GC-MS (Shimadzu)

Equipo de destilacion por arrastre de vapor (acero inoxidable)
Balanza analitica (Sartorius)
Refrigeradora (Coldex)
Autoclave (ALP)

Estufa (Memmert)
Densitdmetro (Biosan)
Vortex (Wizard)

Tubos de ensayo (Pyrex)
Matraz Erlenmeyer (Pyrex)
Asa de Kohl

IV.2. Area de estudio

La muestra fue colectada en las pendientes aledafas al rio Huari de la provincia de

Huari, departamento de Ancash — Peru (agosto).
Coordenadas: 9°22'08.1"S 77°09'09.5"W (-9.368906, -77.152644).

IV.3. Disefo de investigaciéon

Descriptiva y prospectiva

IV.4. Poblacién y muestra

Poblacién: Arbol de Schinus areira L. "molle” proveniente del departamento
de Ancash

Muestra: Hojas de Schinus areira L. "molle”.
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IV.5. Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de

informacion

IV.5.1. Coleccion de la muestra

Las plantas maduras fueron recolectadas en el departamento de Ancash, durante
el mes de agosto. Se escogio el sitio cercano al rio Huari y sus alrededores donde
abunda esta especie Schinus areira L. "molle” y también por el uso y conocimiento
de sus pobladores. Se colecté 12 Kg de Schinus areira L. "molle” a 2,800 msnm, se

rotuld y se transporté por medio terrestre protegiéndose de la humedad.

Figura 9. Hojas y frutos de Schinus areira L. "molle” (Fuente: propia)

IV.5.2. Clasificacion Taxonoémica.

La especie Schinus areira L. "molle” fue identificada por el curador Julio Torres en
el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
(ANEXO 1)

22



ORDEN: Sapindales Juss. ex Bercht. & J. Pres|
FAMILIA: Anacardiaceae R. Br.
GENERO: Schinus L.
ESPECIE: Schinus areira L.
Nombre comin: “Molle”

Figura 10. Clasificacion taxondmica de Schinus areira L. "molle”.

IV.5.3. Extraccion del aceite esencial:

Se utilizoé el método de destilacidon por arrastre de vapor en un equipo de acero
inoxidable semiindustrial a partir de 3,25 kg de hojas (entre frescas y secas). Se
obtuvo 18 mL de aceite esencial, el cual se rotuld y se conservo a una temperatura

entre 2°C y 8°C hasta su apertura para el desarrollo experimental.

IV.5.4. Analisis organoléptico y rendimiento:

Se realiz6 el andlisis organoléptico (aspecto, color, olor y sabor) y se calculé el

rendimiento del aceite esencial por el método gravimétrico-volumétrico 5°.

% RAE = === 1009

P muestra (g)

Donde:
% RAE: Rendimiento del aceite esencial
Vol. AE: Volumen del aceite esencial obtenido (mL)

P muestra: Peso de la muestra a destilar (g)

IV.5.5. Analisis fisicoquimico

Se realizo6 el calculo de la densidad relativa mediante la siguiente formula:
El calculo de la densidad relativa se realizé de acuerdo al método 1 del capitulo
<841> de USP 40 0.

M1—M

Densidad relativa = ——
ensidad relativa Mo — M

Donde:

M: Peso del picnémetro vacio (g)

M1: Peso del picnémetro con la muestra (g)
M2: Peso del picndmetro con agua (g)

23



IV.5.6. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de

Schinus areira L. "molle”.

El aceite esencial obtenido a partir de las hojas de Schinus areira L. "molle” fue
analizado en laboratorio LABICER en la Universidad Nacional de Ingenieria. El
analisis quimico se realizé en un Cromatégrafo de Gas/ Espectrometro de Masa
(CGEM) modelo CG: SHIMADZU, GC-2010 Plus, provisto de una columna capilar
‘RESTEK. RTX-5MS, 30m x 0,25 mm ID x 0,25 uym df. Serial: 1346249”. El aceite
esencial fue secado previamente con sulfato de sodio anhidro y se filtré con jeringa
de 0,45 pm. posteriormente se diluyo 0,2 mL de la muestra con n-hexano en un
fiola de 10mL, del cual se traslad6 a un vial y se colocé en el muestreador de GC-
MS. Las condiciones utilizadas fueron: Temperatura inicial 50 °C, aumentando a
3°C/min hasta 250 °C, manteniendo esta temperatura durante 10 minutos,
temperatura del inyector 220 °C modo Split. El gas transportador utilizado fue helio
con un flujo de 0,80 mL/min, Interfase 290 °C y temperatura de fuente a 250 °C.

IV.5.7. Método de Difusién en Agar

IV.5.7.1 Fundamento
La difusion en agar es un método que consiste en incorporar concentraciones de

una muestra (extracto y/o aceite esencial) sobre una superficie de agar previamente
inoculado con bacterias. Se realiza pozos en el agar donde posteriormente se
colocar una cantidad de aceite esencial. Si la muestra tiene actividad, desarrollara
zonas de inhibicion o halos de inhibicion. Cuanto mas susceptible sea el
microorganismo al agente antimicrobiano, mayor sera el halo de inhibicion y menor

ser sera su CM|. 61.62,63

IV.5.7.2 Microorganismos de estudio
Se utilizaron las siguientes bacterias Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 del laboratorio de Microbiologia del Instituto de Quimica Bioldgica,
Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio Garrido Malo” de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica, UNMSM.
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IV.5.7.3 Preparacion de muestras

El aceite esencial de Schinus areira L. "molle” se trabajé a las siguientes

concentraciones: 10, 50 y 95 % utilizando como medio diluyente DMSO.

IV.5.7.4 Preparacion del control positivo

Se utilizé el Ciprofloxacino como control positivo, se disolvié en agua, se preparé a
una concentraciéon de 0,05 mg/mL, y se diluyé en DMSO. Como control negativo se

utilizé DMSO. Las pruebas se realizaron por triplicado.

IV.5.7.5 Preparacion del inoculo

Las bacterias fueron sembradas en placas de Agar Tripticasa Soya (TSA) y se
incubaron a 37 °C por 24h antes de la prueba de determinacion de la CMI. Con
ayuda del asa de siembra se tomaron 1 a 3 colonias de los microorganismos y se
colocaron en solucién salina estéril 0,9 %, ajustando hasta que se obtuvo un grado
de turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1-2x108 UFC/mL

para bacterias).

IV.5.7.6 Procedimiento

Las placas se inocularon con 0,4 mL de suspensiéon de indculo por cada 100 mL de
medio de cultivo de agar Mueller Hinton, se homogeneizé y distribuyd en placas
Petri de vidrio estériles de 90mm de diametro (25 mL por placa). Se dejo solidificar
y se realiz6 pocillos utilizando sacabocados estéril. Posteriormente a cada pocillo
se incorpor6 100uL de las diferentes concentraciones del aceite esencial (10, 50 y
95 %), se llevo a refrigeracion por 30 minutos y se incub6 en estufa a 37°C por 24

h. Las pruebas se realizaron por triplicado.

IV.5.7.7 Interpretacién

Tras la incubacion, se evaluo la presencia de zonas de inhibicion del crecimiento y
se midieron los diametros en mm. Se consideré una actividad antimicrobiana

significativa a una zona con un didmetro superior a 18 mm®4.
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IV.5.8. Método de microdiluciéon colorimétrica

IV.5.8.1 Fundamento

El método de Microdilucion colorimétrica se basa en que se adiciona un indicador
redox como el colorante resazurina. La resazurina en cuyo estado natural presenta
una coloracioén azul, es reducida a resorufina (color rosa) en presencia de bacterias
y con el cambio de coloracion es posible hallar la concentracidn minima inhibitoria

de un aceite esencial 95:66,

//

( Living Bacterial cells J

/
“"'H-\__‘__\__ __F_,__/
T RT/ e o \N/ —
Resazurin- Purple Resorufin - Pink

Figura 11. Conversion de Resazurina a Resorufina 6.

IV.5.8.2 Microorganismos de estudio

Se utilizaron las siguientes bacterias Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, del laboratorio de Microbiologia del Instituto de Quimica Bioldgica,
Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio Garrido Malo” de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica, UNMSM.

IV.5.8.3 Preparacion de muestras
Se diluyé mililitros del aceite esencial en DMSO, posteriormente los aceites
esenciales se prepararon a una proporcion de 1 en 50 [aceite esencial (30 pL):
Tween 80 (30 pL): caldo Mueller Hinton (1440 pL)] obteniendo 10 diluciones
doblemente concentradas finales, que estan en el rango de 0.020 - 10 yL/mL del

aceite esencial de Schinus areira L. “molle”.
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Tabla 2. Esquema de trabajo para dilucidén del aceite esencial

DILUCION DEL ACEITE ESENCIAL
Concentracién | Concentracion
Fuente
Pasos | Conc. (m/mL) DMSO (mL) intermedia final 2X:
(mt) (uL/mL) 1:50 en CMH
1 1000,000 0,1 0,1 500,000 10,000
2 1000,000 0,1 0,3 250,000 5,000
3 1000,000 0,1 0,7 125,000 2,500
4 125,000 0,1 0,1 62,500 1,250
5 125,000 0,1 0,3 31,250 0,625
6 125,000 0,1 0,7 15,625 0,313
7 15,625 0,1 0,1 7,813 0,156
8 15,625 0,1 0,3 3,906 0,078
9 15,625 0,1 0,7 1,953 0,039
10 |1,953 0,1 0,1 0,977 0,020

IV.5.8.4 Preparacion del control positivo

Se utilizé el Ciprofloxacino como control positivo, se disolvié en agua y se prepard

a 640 pg/mL siguiendo las siguiendo las normas del CLSI ¢7. La concentracion final

de Ciprofloxacino fue desde 0,125 a 64 pg/mL. Se utilizé como control de esterilidad

el caldo Mueller Hinton con resazurina.
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Tabla 3. Esquema de trabajo para dilucion del ciprofloxacino.

DILUCION DEL CIPROFLOXACINO
Conc. Fuente DMSO Concentracién
Pasos

(ng/mL) (mL) (mL) 2X (pug/mL)
1 640 1 4 128
2 128 0,8 0,8 64
3 128 0,5 1,5 32
4 128 0,5 3,5 16
5 16 0,8 0,8 8
6 16 0,5 1,5 4
7 16 0,5 3,5 2
8 2 0,8 0,8 1
9 2 0,5 1,5 0,5
10 2 0,5 3,5 0,25

IV.5.8.5 Preparacion del inoculo

Las bacterias fueron sembradas en placas de Agar Tripticasa Soya (ATS) y se
incubaron a 37 °C por 24 h antes de la prueba de determinacion de la CMI. Con
ayuda del asa de siembra se tomaron 1 a 3 colonias de los microorganismos y se
colocaron en solucién salina estéril 0,9%, se ajustd hasta obtener un grado de
turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1-2x108 UFC/mL para
bacterias.). Asimismo, se realizaron diluciones con caldo Mueller Hinton hasta que
se obtuvo un inéculo de 6,6—13,3x10° UFC/mL (2X indculo).

IV.5.8.6 Procedimiento

La prueba se realizé en placas de microdilucién de 96 pocillos de fondo en U y
estériles. Por cada 20 mL de las suspensiones del inéculo 2X se adiciond 0,1 mL
de solucién de resazurina 20 mg/mL, el cual fue previamente preparada en
condiciones asépticas utilizando un filtro de 0,22um.

La distribucion de las muestras se realizé en base al disefio de la bandeja de
microdilucién (tabla 4). En este método se incluyeron pozos de control de

crecimiento (bacterias mas caldo Mueller-Hinton), de control de esterilidad (caldo
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Mueller-Hinton), y los de ensayo (bacterias mas caldo Mueller-Hinton mas
antibidtico o aceite esencial). Todas las pruebas fueron hechas por duplicado.

Posteriormente las microplacas fueron llevados a incubacion de 37°C por 24h.

Tabla 4. Esquema de trabajo de distribucién de las muestras.

Distribucion de las muestras

D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | D6 | D7 | D8 | D9 | D10

ACEITE

ESENCIAL
BACTERIA 1

CIPROFLOX.

ACEITE

ESENCIAL
BACTERIA 2

CIPROFLOX.

C.E.: Control de esterilidad

C.C.: Control cultivo

IV.5.8.7 Interpretacién

El cambio de color de purpura (resazurina) a rosa resorufina es indicativo de que
las bacterias se encuentran metabdlicamente activas. Por el contrario, la
conservacion de la coloracion purpura (resazurina), donde no hubo cambio de
coloracion, es indicativo que hubo actividad antimicrobiana por parte del aceite
esencial. Para la interpretacion de los resultados se utilizaron los parametros de
Holetz et al 8, los cuales fueron considerados de la siguiente manera: Inactivo >
1000 pg/mL, actividad débil 500 a 1000 ug/mL, actividad moderada 100 a < 500
Mg/mL, buena actividad < 100 ug/mL.

IV.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se usé el modelo de Analisis de Varianza (ANOVA) con

un 95% de confianza, las pruebas de la metodologia por difusion en agar se
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realizaron por triplicado y las pruebas de la metodologia de microdilucion se realizé
por duplicado, cada resultado se report6 como el valor promedio £ la desviacion

estandar.

V. RESULTADOS

V.1. Analisis organoléptico del aceite esencial de Schinus areira L. "molle”

La tabla 5. muestra las caracteristicas organolépticas y rendimiento del
aceite esencial de Schinus areira L. "molle”.

Tabla 5. Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de Schinus areira L.

"molle”.
L | cawadcbistt
Aspecto Oleoso translucido
Color Amarillo claro
Sabor Sui generis
Olor Fuerte aromatico
Rendimiento 0,6 %

V.2. Analisis fisicoquimico del aceite esencial de Schinus areira L. "molle”

La tabla 6. muestra la caracteristica fisicoquimica del aceite esencial de
Schinus areira L. "molle”.

Tabla 6. Caracteristica fisicoquimica del aceite esencial de Schinus areira L. "molle”

Densidad relativa 0,89 g/mL

17,8418-13,4320

Densidad relativa =
18,3877—-13,4320

Densidad relativa = 0,89 g/mL
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V.3.Determinacion de la composicidon quimica del aceite esencial de

Schinus areira L. "molle”

Se determind como principales componentes alfa-felandreno (15,94%),
Limoneno (12,67%), shyobunona (11,31%) y shyobunol (6,14%).

D-

Tabla 7. Lista de los componentes detectados en el aceite esencial Schinus areira L.

"molle” mediante GC-MS.

Peak# | R.Time| Area% Name

1 6.968| 0.40 Tricyclo[2.2.1.0(2,6)]heptane, 1,7,7-trimethyl-

2 7.630| 2.78 (1R)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene

3 8.439| 221 Camphene

4 10.244| 045 Bicyclo[3.1.0]hexane, 4-methylene-1-(1-methylethyl)-

5 10.365| 1.13 Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene-, (1S)-

6 12.010| 1.16 .beta.-Myrcene

7 13.136| 15.94 .alpha.-Phellandrene

8 15.207| 2.66 0-Cymene

9 15.822| 12.67 D-Limonene

10 | 45.323] 0.13 5-Isopropyl-6-methyl-hepta-3,5-dien-2-ol

11 | 47.218] 0.15 Bornyl acetate

12 | 48.995| 0.13 2-Oxabicyclo[2.2.2]octan-6-0l, 1,3,3-trimethyl-

13 | 51.871| 0.09 Copaene

14 | 52.773| 0.42 .beta.-Elemene, (-)-

15 | 53.492| 0.46 .alpha.-Gurjunene

16 | 53.925| 2.53 Caryophyllene

17 | 54.790| 0.08 Aromandendrene

18 | 55.365| 0.12 Cadina-3,5-diene

19 | 55.463| 0.67 Humulene
20 | 55.789| 0.19 (1R,9R,E)-4,11,11-Trimethyl-8-methylenebicyclo[7.2.0Jundec-4-ene
21 1 55911] 021 (1R,285,68,78S,8S)-8-Isopropyl-1 —methyl-13 -methylenetricyclo[4.4.0.02,7]decane-

: : rel-
22 | 56.463| 0.15 1-Isopropyl-4,7-dimethyl-1,2,3,4,5,6-hexahydronaphthalene
23 | 56.622| 0.49 .gamma.-Muurolene
24 | 56.728| 0.69 Germacrene D
25 | 57168 038 (1R,28S,68S,7S,8S)-8-Isopropyl-1-methyl-3-methylenetricyclo[4.4.0.02,7]decane-
) ) rel-

26 | 57.478| 5.12 .beta.-Cyclogermacrane
27 | 57.688| 1.49 .alpha.-Muurolene

28 | 57.765| 0.39 .beta.-Elemene, (-)-

29 | 58.220| 1.93 Epicubebol

30 | 58.417| 0.06 6-epi-shyobunol

31 58.700| 4.42 Cadina-3,9-diene

32 | 58.966| 0.11 Cubenene

33 | 59.175| 0.29 Naphthalene, 1,2,4a,5,6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1-(1-methylethyl)-, [1S-
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(1.alpha.,
34 | 59.737| 242 Elemol
35 | 59.868| 0.11 Longifolenaldehyde
36 | 60.310 0.46 Palustrol
37 | 60.727| 2.31 (2E,4S,7E)-4-Isopropyl-1,7-dimethylcyclodeca-2,7-dienol
38 | 60.793| 1.03 Spathulenol
39 |61.010| 0.23 (-)-Globulol
40 | 61.323| 0.89 Viridiflorol
41 | 61.750| 0.43 Ledol
42 | 61.994| 11.31 Shyobunone
43 | 62.251| 0.09 Epicubenol
44 | 62.764| 0.88 Dehydroxy-isocalamendiol
45 | 62.902| 1.15 .gamma.-Eudesmol
46 | 63.086| 0.23 6,11-Undecadiene, 1-acetoxy-3,7-dimethyl-
47 | 63.358| 3.48 .alpha.-Cadinol
48 | 63.594| 241 Eudesm-4(14)-en-11-ol
49 | 63.714| 141 .alpha.-Eudesmol
50 | 63.845| 2.85 .alpha.-Cadinol
51 | 63.984| 0.26 Diepicedrene-1-oxide
52 | 64.294| 0.78 Bulnesol
53 | 65.331] 6.14 Shyobunol
54 | 67.763| 0.73 Isocalamenediol
55 | 69.810| 0.29 .gamma.-Gurjunene
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Figura 12. Cromatograma de los componentes del aceite esencial de Schinus areira
L. "molle”.
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V.4. Actividad antimicrobiana

V.4.1.

Método difusion en agar

Los resultados mediante el método de difusion en agar se muestran en la Tabla 8

y las figuras 13-16

Tabla 8. Valores promedio de los halos de inhibicién del aceite esencial de Schinus
areira L. “molle” frente a bacterias gram+ y gram-

HALOS DE INHIBICION (mm)*

Schinus areira L. "molle”

MICROORGANISMOS Aceite Aceite Aceite

esencial esencial esencial | Ciprofloxacino| DMSO

10 % 50 % 95 %

Escherichia coli 10,000 | 16,33+1,15| 18,00%0 52,00 0 10,00 + 0
ATCC 25922 e e e e e
Pseudomonas
aeruginosa 10,00+ 0 10,00+ 0 10,00+ 0 39,000 10,00+ 0
ATCC 27853
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 16,33+ 0,58 | 16,67 £ 0,58 | 19,00 + 1,00 32,000 10,00 £ 0
Bacillus subtilis
ATCC 6633 13,00+ 0 14,33 £ 0,58 | 14,67 + 0,58 42.00+0 10,00+ 0

*Los resultados se expresan en Promedio + Desviacion estandar.
*El diametro de los pocillos en agar miden 10 mm y los halos de inhibicién fueron medidos con

vernier

33




« Bacterias gramnegativas: Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853

Figura 13. Halos de inhibicién en Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 frente a
distintas concentraciones del aceite esencial de Schinus areira L. “molle”: 10%,
50% y 95%. Control positivo: Ciprofloxacino 0,05mg/mL (CIPROF) y diluyente
utilizado Dimetilsulféxido (DMSO).
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Figura 14. Halos de inhibicién en Escherichia coli ATCC 25922 frente a distintas
concentraciones del aceite esencial de Schinus areira L. “molle”: 10%, 50% y 95%.
Control positivo: Ciprofloxacino 0,05mg/mL (CIPROF) y diluyente utilizado
Dimetilsulfoxido (DMSO).
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e Bacterias grampositivas: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis
ATCC 6633

Figura 15. Halos de inhibicion en Staphylococcus aureus ATCC 6538 frente a
distintas concentraciones del aceite esencial de Schinus areira L. “molle”: 10%, 50%
y 95%. Control positivo: Ciprofloxacino 0,05mg/mL (CIPROF) y diluyente utilizado
Dimetilsulféxido (DMSO).
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Figura 16. Halos de inhibicion en Bacillus subtilis ATCC 6633 frente a distintas
concentraciones del aceite esencial de Schinus areira L. “molle”: 10%, 50% y 95%.
Control positivo: Ciprofloxacino 0,05mg/mL (CIPROF) vy diluyente utilizado
Dimetilsulféxido (DMSO).
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V.4.2. Método microdiluciéon colorimétrica en microplaca
e Microdilucion en bacterias gramnegativas: Escherichia coli ATCC 25922 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853: en la Figura 17 se muestra la
microplaca de las bacterias gramnegativas con el indicador resazurina
(coloracién azul) antes de su incubacion, posteriormente en la Figura 18 se
observa el cambio de coloracion indicando que el aceite esencial de Schinus
areira L. “molle” no tiene actividad antimicrobiana para Pseudomonas

aeruginosa 'y Escherichia coli.
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e Microdilucion en bacterias grampositivas: Staphylococcus aureus ATCC
6538, Bacillus subtilis ATCC 6633: en la Figura 19 se muestra la microplaca
de las bacterias grampositivas con el indicador resazurina (coloracion azul)
antes de su incubacion, posteriormente en la Figura 20 se detect6 actividad
antimicrobiana por parte del aceite esencial de Schinus areira L. “molle”

contra Staphylococcus aureus hasta la Diluciéon 5 (D5) indicando un CMI =

278,13 £ 0 pg/mL. Sin embargo, no se observé actividad antimicrobiana

contra Bacillus subtilis.
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Figura 19. Mlcroplaca de bacterias grampositivas antes de mcubar por 24h a 37°C.
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VI. DISCUSION

Schinus areira L. "molle” es una especie perteneciente al género Schinus, de la
Familia Anacardiaceae. Es nativa de Peru, Chile y Bolivia, y se encuentra distribuido
en paises como Colombia, Uruguay, Paraguay y el norte de Argentina 97
Distintas poblaciones han hecho uso medicinal de este arbol, y sus partes (hojas,
frutos, tallos) utilizadas para distintos problemas de salud como reumatismo,
infecciones bronquiales, hipertension y entre otros a través de infusiones, bebidas
o tépicos. Se ha reportado pocos estudios sobre la actividad antimicrobiana de
Schinus areira L. "molle” en Pert ® y gran parte de ellos provienen de Argentina
71,72,147576,77 Por ello el presente trabajo pretende contribuir con el conocimiento
sobre esta especie y sus posibles efectos antimicrobianos.

La muestra fue colectada en agosto en la provincia Huari del departamento de
Ancash, y su aceite esencial fue extraido por el método extraccion por arrastre de
vapor. La cantidad obtenida del aceite esencial fue de 18,5 mL para 3,25 kg de
hojas, su rendimiento de 0,6 %, el cual es semejante a lo obtenido en Jujuy-
Argentina por Celaya et al. "2 quienes obtuvieron rendimientos de 0,49 % y 0,52 %
de muestras en diferentes regiones, sin embargo, se debe mencionar que la
extraccion del aceite esencial se desarroll6 mediante destilacion con equipo
clevenger. Asi mismo, Solis et al. ”® usando el método de hidrodestilacién con
equipo Clevenger (Cuzco-Peru) obtuvieron un rendimiento de 0,15 %, un valor muy
bajo comparado con los demas estudios de la misma especie. Otros autores
obtuvieron rendimientos mayores, por ejemplo, Cutro et al. "* y Murray et al. 7°
reportaron rendimientos de 1,08 y 2,22 % respectivamente. Este ultimo rendimiento
es el mayor valor que se encontrdé en la literatura respecto a esta especie, sin
embargo, esto es debido a que la extraccion se realizé con hojas, ramas y frutos.
Estas diferencias de rendimiento estan influidas por diversos factores como la
humedad, el proceso de secado, el periodo de recoleccion’®,

El analisis de la composicién quimica del aceite esencial se realizé6 por GC-MS
mostré como componentes principales alfa-felandreno (15,94 %), D-limoneno
(12,67 %), shyobunona (11,31 %) y shyobunol (6,14 %). Los mismos componentes

de mayor porcentaje fueron encontrados en otros trabajos tal como lo detalla Solis
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et al. "® y Rodriguez et al.”®, quienes obtuvieron como componente mayoritario a
alfa-felandreno (18,2 %) seguido de limoneno (9,4 %) y alfa-felandreno (16,18 %),
respectivamente. Al igual que Murray et al. ® quienes identificaron como
componentes mayoritarios 2 monoterpenos hidrocarbonados los cuales fueron
Limoneno (28,61 %) y alfa-felandreno (10,11 %).
Por otro lado, Celaya et al. ’? determinaron la composicion quimica de 2 arboles en
Jujuy y cuyos componentes mayoritarios fueron limoneno (155 %) vy
biciclogermacreno (12,3 %) para el espécimen en Chilcayoc, y alfa-felandreno (24,7
%) y B-felandreno (13 %) para el espécimen en Tilcara. Asi mismo, Bigliani et al. 7*
identificaron como componentes mayoritarios alfa-pineno (13,80 %) y limoneno
(12,81 %). También se reportaron otros componentes mayoritarios tal como lo
menciona Cutro et al. "* quienes identificaron 1-epi-cadinol como el compuesto mas
representativo (34,6 %), seguido del &-cadineno (15,52 %) y aloaromadendreno
(6,99 %) en Santiago de Estero - Argentina.
La variabilidad de componentes y sus respectivos porcentajes, son producto de la
exposicion a diversos factores como el método de extraccién y la temperatura, asi
mismo, estos determinan la calidad del aceite esencial, ya que al manejarlo de
manera erronea es posible que también se altere el tipo componentes quimicos y
por consiguiente su actividad. Por ultimo, existen otros factores externos al obtener
el aceite esencial que se deben tener en consideracion como el periodo de
recoleccion dependiendo de la estacion, tipo de solventes, 6rgano de la planta, etc.
79,80
Entre los métodos mas usados para cuantificar la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales, se encuentran la difusion en disco y/o excavaciones en placa,
y las de diluciones cuantitativas (microdilucion).
Respecto al método por difusién en agar, se trabaj6 el aceite esencial de Schinus
areira L. "molle” a 3 concentraciones (10, 50 y 95 %). El aceite esencial al 10 % no
mostro actividad antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus (16,33
+ 0,58 mm), Bacillus subtilis (13,33 = 0,58 mm), E. coli (10,00 £+ 0 mm) y P.
aeruginosa (10,00 + 0 mm). Respecto a la concentracion de 50 %, no mostré
actividad antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus (16,67 + 0,58
mm), Bacillus subtilis (14,33 £ 0,58 mm), Escherichia coli (16,33 + 1,15 mm) y
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Pseudomonas aeruginosa (10,00 £ 0 mm). Por ultimo, el aceite esencial 95%
mostré actividad antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus (19,00
+ 1,00 mm) y Escherichia coli (18,00 £ 0 mm).

Rouibi et al. 8" determinaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Schinus molle a distintas concentraciones (100, 50, 25, 12,5 y 6,25 %), por el
método de difusion en agar y basandose en los parametros de la farmacopea
europea para determinar su actividad con los halos de inhibiciéon. El aceite esencial
de las hojas de Schinus molle mostro actividad moderada contra Bacillus subtilis a
partir de la concentracion de 12,5 % (18 mm), Staphylococcus aureus a partir de 25
% (16 mm) y Candida albicans a partir de 12,5 % (16 mm). Los autores sugieren
esta actividad posiblemente atribuida a sus componentes mayoritarios alfa-
felandreno (24,32 %), limoneno (21,62 %).

Respecto al tamarfio del halo de inhibicion, Pauli 8 menciona que estos se
encuentran influenciados por diversos factores como el contenido del agar, volumen
del agar, las cepas utilizadas y pH. Por ejemplo, en cuanto a este ultimo factor,
Juven et al. 8 informaron que el efecto inhibitorio del timol es mayor a un pH de 5,5
que 6,5 y esto es debido a que la molécula no se disocia en valores bajos de pH y
por consiguiente se une a moléculas hidrofobas. Asimismo, es importante
mencionar que los valores de los halos de inhibicion tienen cierta importancia
relativa debido a que es imposible determinar la cantidad exacta de aceite esencial
que ha difundido en el agar. Es por ello que el método de difusion en agar, aunque
no sea exacto, debe considerarse como un ensayo previo y complementarlo con
ensayos como microdilucion por colorimetria ya que son mas confiables y puede
ser cuantificable 8.

En cuanto al método Microdilucién colorimétrica, el aceite esencial de Schinus
areira L. "molle” se trabajoé frente a 4 bacterias: Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis. Luego de la incubacion por
24 h a 37°C, el aceite esencial de Schinus areira L. “molle” mostro actividad
antimicrobiana moderada contra Staphylococcus aureus (278 ug/mL), por otro lado,
no se observo actividad antimicrobiana frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli y

Pseudomona aeruginosa.
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Otros estudios también reportaron actividad antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, tal como lo menciona Celaya et al. 7> quienes analizaron 2 especimenes de
S. areira, en Chilcaya y Tilcara tanto de frutos como de hojas. El aceite esencial de
hojas del espécimen en Chilcaya obtuvo un CMI de 10 yL/mL, y de Tilcara se obtuvo
un CMI de 6 pL/mL. Este ultimo valor también se obtuvo para el aceite esencial de
los frutos de cada espécimen. Los autores sugieren que su actividad pueda deberse
a la presencia componentes mayoritarios como el limoneno y alfa-felandreno. De
igual manera, Cutro et al. 7 determinaron el CMI del aceite esencial De S. areira
contra Staphylococcus aureus donde se obtuvo un valor de CMI igual a 64 pg/mL
y que posiblemente esta actividad se sea a la presencia del componente mayoritario
1 epi-cadinol (34,6 %).

Por otro lado, Cutro et al. 8 trabajaron en la formulacion de nanoparticulas con plata
(AgNPs) en base al aceite esencial de Schinus areira y su actividad contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Se trabajé tanto con aceite esencial puro
como con AgNPs. El aceite esencial puro no mostré actividad contra E. coli, sin
embargo, se obtuvo un CMI de 0,3 mg/mL para Staphylococcus aureus. Respecto
a los AgNPs de aceite esencial de Schinus areira, se obtuvo un CMI de 6,68 ug/mL
para E. coli y 3,4 pyg/mL contra Staphylococcus aureus. Si bien es cierto, se pudo
observar mayor actividad con las formulaciones de nanoparticulas de plata a base
del aceite esencial; los autores mencionan que esto podria deberse a que los
componentes del recubrimiento incrementan la actividad antimicrobiana del aceite
esencial y sugieren este método como una alternativa para reducir las dosis del
aceite esencial e incrementar su estabilidad a largo plazo.

Asimismo, se ha observado que el método de extraccion puede influir en la actividad
antimicrobiana tal como lo ha demostrado un estudio realizado en Sudafrica por
Okoh et al. 78, en este caso la extraccion por microondas sin disolvente obtuvo
mejores resultados de CMI en bacterias grampositivas, Staphylococcus aureus
(0,47 mg/mL) y Bacillus subtilis (1,88 mg/mL), comparado con el método de
hidrodestilacién con el cual se obtuvo valores de 3,75 mg/mL y 1,88 mg/mL,
respectivamente. Los autores atribuyen que este impacto posiblemente tenga que

ver con la produccion de mayores compuestos oxigenados en la extraccion.
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Hay que agregar que existen diversos métodos para determinar la actividad
antimicrobiana y su mecanismo de accidon. Es posible verificar el mecanismo de
accion del aceite esencial evidenciando la permeabilizacion de la membrana
bacteriana tal como lo hicieron Lambert et al.84, quienes mediante la tincion nuclear
con fluorescente de bromuro de etidio, el cual identifica bacterias muertas o con la
membrana afectada con fluorescencia. Los autores documentaron el dano de la
membrana (90 % de las bacterias fluorescentes) que provoco el aceite esencial de
orégano 0,1 % cuyos componentes principales fueron el timol y carvacrol.

Otra forma de medir el impacto del aceite esencial sobre las bacterias y su posible
mecanismo de accidn, es midiendo el pH del medio o también su potencial Z 2°.
Como lo realizé Cutro et al 4, quienes identificaron cambios en el potencial Z sobre
las bacterias Staphylococcus aureus, lo cual puede atribuirse a distintos
componentes encontrados en el aceite esencial, entre ellos el que destaca es el 1-
epi-cadinol con 34,6 %.

A pesar de que se ha informado que la actividad antimicrobiana de un aceite
esencial se debe a sus componentes mayoritarios, otros autores sostienen que esta
actividad no depende de la proporcion de los componentes de un aceite esencial
sino también de la sinergia que existe entre ellos y los componentes de menor
cantidad. Garcia- Garcia et al. 8 identificaron la combinacién binaria sinérgica con
mayor actividad contra L. innocua. el cual fue carvacrol y timol, sin embargo, la
combinacion ternaria mas efectiva fue carvacrol, timol y eugenol. Por otro lado
también es importante mencionar la existencia de un efecto antagénico de los
componentes de menor proporcion ya que el aceite esencial en si puede ser menos

efectivo que usar solamente el compuesto principal del mismo 88,
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VIl. CONCLUSIONES

e El aceite esencial de Schinus areira L. "molle” presenta una densidad relativa
de 0,89 y un rendimiento de 0,6 %.

e Se determind la composicion quimica del aceite esencial de Schinus areira L.
"molle” mediante GC-MS y sus componentes mayoritarios fueron Alfa-
felandreno (15,94 %), D-Limoneno (12,67 %), Shyobunona (11,31 %) vy
Shyobunol (6,14 %).

e En el método de difusidn en agar, el aceite esencial de Schinus areira L. "molle”
al 10 % y 50 % no presentd actividad antimicrobiana significativa contra las
bacterias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, E. coli y P. aeruginosa. Sin
embargo, al 95 % se observo actividad antimicrobiana significativa contra
Staphylococcus aureus (19,00 + 1,00 mm) y Escherichia coli (18,00 £ 0 mm).

¢ En el método de microdilucion colorimétrica, el aceite esencial de Schinus areira
L. "molle” presentd actividad antimicrobiana moderada contra Staphylococcus
aureus (CMI=278 pg/mL). Por otro lado, no se encontroé actividad antimicrobiana

frente a Bacillus subtilis, Escherichia coliy Pseudomona aeruginosa.
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VIII. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar otras alternativas de extraccion para obtener aceite
esencial ya que existen factores intrinsecos del equipo y del método de
extraccion que influyen en el rendimiento y los tipos de componentes que se

obtienen.

Realizar ensayos para la determinacion del mecanismo de accion del aceite

esencial de Schinus areira L. “molle”.
Continuar la investigacion del presente trabajo y estudiar la misma especie pero

proveniente de distintos lugares del Peru debido a la escasa informacion

disponible.
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X. ANEXOS (*)

ANEXO 1. Identificacion taxondmica de Schinus areira L. "molle
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ANEXO 2. Informe del analisis cromatografico del aceite esencial de Schinus areira
L. "molle”.
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ANEXO 3. Analisis estadistico de la prueba difusién en agar

Tabla 9. Prueba de normalidad de residuales de Shapiro-Wilk

Variable Estadistico p-valor
E. coli 0.728 0.003
P. aeruginosa - -
S. aureus 0.978 0.951
B. subtilis 0.963 0.830

Tabla 10. Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene

Variable Estadistico p-valor
E. coli 1.00 0.422
P. aeruginosa - -
S. aureus 0.333 0.729
B. subtilis 0.5 0.630

Tabla 11. Comparacioén de los halos de inhibicion a diferentes concentraciones del
aceite esencial de Schinus areira L. "molle”

o o 0,
Nex New Noar  pvalor
E. coli 10+0° 16.33 £ 1.152° 18+ 0P 0.0204
P. aeruginosa 100 100 100 -
S. aureus 16.33+0.582 16.67 £ 0.582 19+1° 0.009
B. subtilis 13+0° 14.33 £ 0.58° 14.67 £ 0.58° 0.011

" Media + SD; 2 ANOVA de una via; 2 Suma de Rangos de Kruskal-Wallis. 2 - ¢
Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos por la prueba post-
hoc de Tukey o Dunn.
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Figura 21. Gréfico de barras de difusién en agar (mm) por %AE de Schinus areira L.
"molle” y bacteria.
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Figura 22. Incorporacion del aceite esencial de Schinus areira L. “molle” en pocillos
de placas para el método de difusion en agar.
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Figura 23. Materiales para el método de difusién en agar
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