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RESUMEN

Se utilizd el método de destilacion por arrastre con vapor para la
obtenciéon del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molfle L.}
provenientes del distrito de Villa El Salvador, regionh Lima - Peru. Se
determinG un mayor rendimiento de 1.20 %, cuando se utilizé una
cantidad de material vegetal de hojas de molle de 1.50 kg, con 6 | de
agua y un tamanio de particula de 1.50 cm.

La caracterizacion fisica registré una densidad promedio de 0.8943 g/mli,
el indice de refraccion fue de 1.496 y la solubilidad en etanol al 90 % fue
de 0.1 a 1.2 ml. La caracterizacién quimica presenté el nimero de Ester
de 10.43 mg KOH/g aceite y el indice de acidez de 2.74 mg KOH/g aceite.
El andlisis de cromatografia de gases acoplado a Espectroscopia de
masas, registré 62 componentes volatiles siendo los mayoritarios
alphaphellandrene (17.13 %), alphaPinene (15.57%), D-limonene (11.03
%)y Camphene (10.92 %).

En la segunda etapa se estudid el efecto antimicrobiano. Para
Staphylococcus aureus, se considerd al aceite esencial de molle un
antimicrobiano, se determiné una concentracion minima inhibitoria de 0.10
mi AE/ml de indculo con la muerte del 99.97 % del inoculo inicial, con una
letalidad K de 0.0630 Log (UFC/mi)/h. Para el caso de Escherichia coli se

observé un leve efecto antimicrobiano en las primeras 2.40 horas.

Palabras clave: Aceite esencial, Destilacién por arrastre con vapor,

Efecto antimicrobiano, Concentracidén minima inhibitoria, Letalidad.
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ABSTRACT

Steam distillation method was used to obtain the essential oil of leaves of
molle (Schinus molie |..) from Vilta El Salvador, Lima - Peru. A higher yield
of 1.20 % was determined when a quantity of 1.50 kg molle leaves
vegetable material was used, with 6 | of water and a particle size of 1.50

cm.

The physical characterization recorded an average density of 0.8943 g/mli,
the refractive index was 1,496 and the solubility in 80% ethanoi was 0.1 to
1.2 ml. The chemical characterization showed an ester number of 10.43
mg KOH/g oil and an acid number of 2.74 mg KOH/g oil. Gas
chromatography coupled to mass spectroscopy recorded 62 volatile
components the major being alphaphellandrene (17.13 %), alphaPinene

(15.57 %), D - limmonene (11.03 %) and Camphene (10.92 %).

In the second stage the antimicrobial effect was studied. Staphylococcus
aureus, the essential oil of the molle was considered an antimicrobial, with
a minimum inhibitory concentration of 0.10 ml AE/ml inoculum in the death
of 99.97% of the initial inoculum, with a lethality K of 0.0630 Log
(UFC/mi)/h. In the case of Escherichia coli mild an antimicrobial effect in

the first 2.40 hours it was observed.

Keywords: Essential oil, Steam distillation, Antimicrobial effect, Minimum

inhibitory concentration, Lethality.
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.  PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. ldentificacion del problema

El Perd posee una gran diversidad de plantas medicinales como el
Schinus molfe L. utilizado en forma directa y empirica en zonas rurales. Es
una planta con actividad antifingica y antimicrobiana principalmente en
las hojas (Gundidza, 1993). Ademas, tiene importancia etnobotanica,
pues se la ha utilizado en el control de plagas agricolas en varias
localidades del Peru (Rodriguez ef al., 1996).

Por lo tanto surge la necesidad de obtener aceite esencial de molle para
su comercializacion aprovechando su actividad antimicrobiana, esto
generaria el desarrollo de productos naturales en nuestro pais. Dentro de
los componentes quimicos del aceite esencial de molle (Schinus molle L.)
se ha considerado al pineno y terpinen-4-ol debido a su efecto
antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus y Escherichia Coli (De
Mendonca et al., 2012).

En los Ultimos afios se han presentado diversas enfermedades que
pueden transmitirse por medio del contacto fisico, ademas existen
bacterias que pueden dafar nuestra salud y esto ocurre por falta de
higiene, por ejemplo no lavarse las manos continuamente. Unas de las
bacterias mas comunes en nuestras manos son Staphylococcus
aureus y Escherichia Coli, este ultimo puede producir infeccién urinaria y

gastroenteritis (Rodriguez et al., 2016).
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Debido a la creciente demanda de productos naturales, nuestra

investigacion plantea en formular lo siguiente:

i Cual es el efecto antimicrobianc del aceite esencial de hojas de molle
(Schinus molle L.), considerando su caracterizacion fisica y quimica,
obtenido por el método de arrastre con vapor sobre Staphylococcus

aureus y Escherichia Coli?

1.2. Formulacion del problema

Al

Problema general

¢ Cual es la caracterizacion fisica, quimica y el efecto antimicrobiano
del aceite esencial de molle (Schinus molle L.) obtenido por el

meétodo de arrastre con vapor?

Problemas especificos

a) ¢Cuales son las condiciones adecuadas para {a obtencién del

aceite esencial de molle (Schinus molle L.)?

b) ¢Cuales son los componentes activos del aceite esencial de

molle (Schinus molle L.) que le confiere efecto antimicrobiano?

c) ¢Cual es el efecto antimicrobiano del aceite esencial de molle
(Schinus molle L.) sobre Staphylococcus aureus y Escherichia

Coli?

14



1.3. Objetivos de la investigacion
Objetivo General

Determinar la caracterizacién fisica, quimica y el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de molle (Schinus molle L.)

obtenido por el método de arrastre con vapor.

Objetivos Especificos

a) Determinar las condiciones adecuadas para la obtencién del

aceite esencial de molle (Schinus molle L.).

b) Determinar los componentes activos del aceite esencial de molle

(Schinus molie L.) que le confiere efecto antimicrobiano.

¢) Determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de molle
(Schinus molle L.) sobre Staphylococcus aureus y Escherichia

Coli.

1.4. Justificacion

Los resultados de la investigacién que se desarrolld tienen valiosos
aportes en los siguientes contextos:

Teodrica: La presente investigacion nos permitid determinar la
caracterizacidn quimica y efecto antimicrobiano del aceite esencial de

molle (Schinus molle L.) obtenido por el método de arrastre con vapor.
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Econémica: El arboi de molle es una especie abundante y de facil
adquisicion por ello se determind el efecto antimicrobiano del aceite
esencial del molle y por consecuencia este producto tendria una buena
aceptacion entre los consumidores debido al incremento de productos

naturales en el mercado.

1.5. Importancia

El Perl posee una gran diversidad de plantas medicinales como el molle
utilizado en forma empirica en zonas rurales. Ademas el aceite esencial
de hojas de molle presenta diferentes propiedades, entre las cuales
resaltamos la actividad antimicrobiana ya que la informacion sobre esta

propiedad de la especie en estudio es reducida.

Este trabajo de investigacion permitié ia obtencion de aceite esencial de
hojas de molle a partir det método por arrastre con vapor. Ademas el
trabajo contribuyé al conocimiento de las caracteristicas fisicas y quimicas
del aceite esencial de molle y dejara abierta la posibilidad de su mejor
aprovechamiento a nivel industrial, como fuente para obtener productos
naturales como antimicrobianos que cumplan la funcién de disminuir el
efecto patégeno sobre las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus

aureus causantes de numerosas enfermedades.
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. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Los estudios que se han realizado a nivel mundial sobre el Schinus molle
L. se han enfocado en la composicion quimica de su aceite esencial. A

continuacién se mencionan algunos de los estudios realizados:

e BANDONI, Arnaldo. “Los recursos vegetales arométicos‘ en
Latinoamérica: su aprovechamiento industrial para la produccion de
aromas y sabores”. 2003. El objetivo de este trabajo es describir las
principales caracteristicas de las plantas, algunas propiedades que le
otorgan valor comercial, las aplicaciones industriales que tienen y su

control de calidad.

e BELHAMEL, K., ABDERRAHIM, A., LUDWIG, R. “Chemical
composition and antibacterial activity of the essential oil of Schinus
molle L. grown in Algeria”, 2008. El presente trabajo tuvo como objetivo
mostrar los componentes principales y la actividad antibacteriana del
aceite esencial de molle utilizando el método de caldo de microdilucion
contra las bacterias Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y

Escherichia coli.

o DE MENDONCA ROCHA, Pedro, RODILLA, Jests, DIEZ, David,

ELDER, Heriberto, GUALA, Maria Silvia, SILVA, Lucia, BALTAZAR
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POMBO, Eunice. “Synergistic Antibacterial Activity of the Essential Oil
of Aguaribay (Schinus molle L.)", 2012.

Este trabajo tiene como objetivo determinar la composicién quimica y la
actividad antibacteriana del aceite esencial de Schinus molle L. sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y en Pseudomonas

aeruginosa.

ERYIGIT, Tamer, YILDIRIM, Bunyamin, EKICI, Kamil, CIRKA, Mustafa.
“Chemical Composition, Antimicrobial and Antioxidant Properties of
Schinus molle L. Essential Oil from Turkey”, 2017. El presente trabajo
tiene como objetivo determinar la actividad inhibidora del aceite
esencial de molle sobre Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis y

Saccharomyces cerevisiae.

LLANOS ARAPA, Karen Shepanie. “Extraccion y caracterizaciéon del
aceite esencial de molle (Schinus molle L))", 2012. El objetivo de este
trabajo estuvo orientado a la extraccion de aceite esencial del fruto del
molle de Tacna, asi como a la caracterizacion fisico-quimica e
identificaciébn de sus componentes principales y su actividad

antimicotica ante Penicillium italicum.

MEHANI M., SEGNI L. “Antimicrobial Effect of Essential Oil of Plant
Schinus molle on some bacteria pathogens”, 2013. El presente estudio
revela que el aceite esencial del molle tiene un efecto antimicrobiano

sobre Pseudomonas aeruginosa strain, Escherichia coli y Proteus are.
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+ VITURRO, Carmen, BANDONI, Arnaldo, DELLACASSA, Eduardo,
SERAFINI ATTI, Luciana, ELDER, Heriberto. "Normalizacion de
productos naturales obtenidos de especies de la flora aromatica
latinoamericana - Problematica Schinus en Latinoamérica”, 2010. El
presente trabajo tuvo como objetivo la caracterizacién del aceite
esencial de Schinus molle L. y Schinus areira y de esta manera definir

una normativa de calidad.

2.2. Marco tedrico

2.21. Descripcion y caracteristicas del Schinus molle L.
a) Historia, distribucion geografica y habitat

El molle es un arbol originario del Pert y extendido a toda el area andina
dqrante el periodo pre-hispanico (Ecuador a Chile y Bolivia). Después de
la Conquista, fue llevado por los espafioles a Centroamérica y a México,
donde recibié, por eso, el nombre de "Per(" o de "Arbol del Pery".
Posteriormente, a fines del siglo XVIII, se introdujo en California, a partir
de la Misibn de San Luis Rey en San Diego. Parece que,
simultaneamente, llegd a Europa, ya que varios botanicos de ese siglo lo
mencionan en Espafia. En la actualidad, existe en todo el tropico y su uso
es mencionado en el Mediterraneo, en Africa y en la India. Su distribucién
altitudinal varia de 0 a 3800 msnm, con precipitaciones anuales de 300 a

2000 mm y temperaturas de 18 a 34°C. Tiene gran capacidad de rebrote,
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progresa en terrenos secos y rocosos gracias a sus raices bien
desarrolladas, las que pueden llegar hasta 20 a 30 m de profundidad para
busdar agua. Requieren suelos arcillosos o arenosos, es exigente en juz,
ligeramente resistente a Ias‘ heladas, resistente a lés termitas y a la

sequia (Salazar ef al., 2001).

b) Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxondmica del Schinus molle L. reportada por el Herbario
del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos (Ver Anexo N° 2), es la siguiente:

Reino . Plantae

Phyllum . Spermatophyta
Subphyllum . Magnoliophyta
Clase . Magnoliopsida

Subclase : Rosidae

Orden . Sapindales
Familia . Anacardiaceae
Género : Schinus
Especie : Schinus molle L.

¢) Nombre comin

Los nombres mas comunes del Schinus molle L. se presentan en el

Cuadro N° 2.1
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CUADRO N° 2.1
NOMBRES COMUNES DEL Schinus molle L.

[B3iE] INGmbrelcomun, -
Argentina Aguaribay, terebinto, arbol de la pimienta, Gualeguay
Brasil Pimenteiro, aroeira, amescia, anoeira-periquita

Chile Pimentero

Colombia Muelle, falso pimiento, pimiento

Ecuador Mulli

México Pirul, pirQ, arbol del Peru

Peri Molle, cuyash, huaribay

Fuente: Salazar et al., 2001

d) Caracterizacion botanica

Arbol siempre verde con alturas de 3 a 10 m y diametros de 15 a 35 cm,
fuste grueso, corto, tortuoso, ramificado a poca altura; copa abierta,
redondeada de hasta 8 m de diametro; ramas péndulas y flexibles. La
corteza es rugosa, de color cenizo, que se desprende en placas
pequefias. El grosor total de la corteza de hasta 10 mm (Salazar et al.,
2001).

Hojas compuestas, alternas, de 10 a 30 cm de largo, peciolo de 2 a 5 cm
de largo; de 10 a 39 foliolos, opuestos, linear-lanceolados, de 2 a 8 cm de
largo y de 0.3 a 1 cm de ancho, dentados, de base cuneada o truncada,

apice agudo a acuminado, de color verde claro cenizo.
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Inflorescencias de paniculas multiples, terminales o axilares, pubescentes
de 10 a 20 cm de largo; flores amarilio verdosas pequefias (Salazar ef al.,
2001).

En la figura N° 2.1 se puede apreciar las hojas y el fruto de Schinus molle
L.

FIGURA N° 2.1
PLANTA DE Schinus molle L.

Fuente: Elaboracion propia

El fruto es una drupa semi-carnosa, globosa, de 4 a 6 mm de diametro, de
color rosado a marrén vermejo con exocarpio delgado y resinoso;

endocarpio duro, lefioso (Salazar et al., 2001).

e) Composicidén quimica del Schinus molle L.

Hojas
Contienen flavonoides (quercetina, rutina, quercitrina e isoquercitrina),

pigmentos antocianidicos, triterpenos, B-sitosterol, taninos, acido galico,
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acido protocatéquico, glucosa, fructosa y aceite esencial (0,5%). Ademas
los acidos linolénico, lincleico, lignocérico y estedrico (presente también

en corteza y semillas) (Condor, 2014).

Frutos

Se han aislado aceites esenciales conteniendo: a-bergamontranseno,
bourboneno, a y 8- cadineno, a y y-calacoreno, calameneno, canfeno,
carvacrol, B- cariofileno, y-copaeno, croweacina, y-cubebeno, p-cimeno,
butirato de geraniol, hexanoato de nerol, a y p-felandreno, a y B-pineno,
ao—terpineol, y-terpineno, a y y-muroleno, etc. Ademas: cianidina-3-
galactésido, cianidina-3-rutindsido y peonidina-3- glucésido (Céndor,

2014).

f) Usos

Reforestacion y medio ambiente

Al desarrollarse la planta crea un efecto restaurador en el medio,
promueve la conservacion de suelo y el control de la erosidon. Se trata de
uno de los pocos arboles que prosperan en pedregales y lomerios. Mejora
la fertilidad del suelo, ya que las hojas, ramas y frutos caen al suelo
abundantemente y asi constituyen una buena materia organica. Ademas,
juega un rol importante en la recuperacién de terrenos degradados, como
cerca viva en los agro-habitats, y como barrera rompe vientos. Se
acostumbra su uso ornamental, se planta a orilla de caminos, en calles,

parques y jardines; por ejemplo, es una de las plantas de sombra y ornato

23



mas comunes en el sur de Europa, en el sur de California y en el Valle de
México. Ademas, proporciona sombra y refugio para la vida silvestre y
para el ganado (Sistema Nacicnal de Informacion Forestal de México,

2010).

Uso etnomedicinal

Las propiedades y acciones de las partes del Schinus molle L. (Hoja, flor,
fruto, corteza, exudado) son conocidos como analgésicos, antibacterial,
antidepresivo, antimicrobial, antifangico, antiviral, antiespasmadico,
astringente, balsamico, citotéxico, diurético, expectorante, hipotensivo,
purgativo, estomaquico, tonico, uterino, estimulante. En México se
recomienda para padecimientos digestivos (colicos, bilis, dolor de
estbmago y estrefimiento) y se emplea como purgante y diurético

(Sistema Nacional de Informaciéon Forestal de México, 2010).

Las hojas (en cocimiento o machacadas) se usan para lavados en casos
de enfermedades venéreas (gonorrea), ojos irritados, conjuntivitis y
cataratas. La infusidbn de la corteza disminuye las inflamaciones y
favorece la cicatrizacion de las Ulceras (Sistema Nacional de informacion

Forestal de México, 2010).

La resina es sumamente peligrosa, pero se ha usado en dolor de
muelas, dientes picados y para cicatrizar heridas. La planta entera se

usa externamente para fracturas y como un antiséptico local. En
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inhalacion las hojas de pirul (muchas veces mezcladas con hojas de
eucalipto) se usan para aliviar resfriados, afecciones bronquiales,
hipertensién, depresion y arritmia. Mezclada la corteza con las hojas,
sirve para la hinchazén y dolor en enfermedades venéreas y genito-
urinarias. Corteza (coccion): remedio en pies hinchados y purgantes
para animales domésticos (Sistema Nacional de Informacion Forestal de

México, 2010).

El aceite esencial de las hojas frescas posee actividad antibacterial,
antiviral, antifingica y antimicrobial. Las siguientes bacterias y hongos
exhiben una sensibilidad significativa al aceite (Sistema Nacional de

Informacion Forestal de México, 2010):

Bacterias: Klebsiella pneumoniae, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Leuconostoc cremoris, Enterobacter aerogenes, Proteus
vulgaris, Clostridium sporogenes, Acinetobacter calcoacetica, Escherichia
coli, Beneckea natriegens, Cifrobacter freundii, Serratia marcescens,
Bacillus subtilis y Brochothrix thermosphacta (Sistema Nacional de

Informacién Forestal de México, 2010).

Hongos: Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Fusarium
culmorum y Alternaria alternata (Sistema Nacional de Informacion Forestal

de México, 2010).
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En el cuadro N° 2.2 se presenta los usos del moile en medicina tradicional

del Cuzco (Peru).

CUADRO N° 2.2
USOS DE MOLLE EN MEDICINA TRADICIONAL DEL CUZCO (PERU)

Parte de fa Forma de u Descripcidén
SO
planta preparar terapéutica
Antipirético (hervido en
- Planta entera Decoccién | Externo i
bafios)
Hojas Decoccién Externo Aplicado en fracturas
Ramas jovenes Emplastos Externo Antiséptico veterinario
, . Antiséptico de la cavidad
Hojas Decoccién Interno
oral
. .y Hipotensiva para
Hojas Decoccién Interno
gonorrea
. N Antirreumatico,
Hojas Infusidn Interno _
condimento
Hojas, frutos Decoccién Interno ---
Frutos Decoccién Interno ---

Fuente: Viturro et al., 2010

g} Otros usos

Existen muchas investigaciones donde se mencionan diversos usos que

nos proporciona el Schinus molle L. En el cuadro N° 2.3 presentamos

-

algunos usos mas comunes del molle.
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CUADRO N° 2.3

OTROS USOS DE Schinus molle L.

UsOS

Aromatizante
(toda la planta)

Todo el arbol despide un intenso olor perfumado
debido a la presencia de abundantes aceites

esenciales y volatiles.

Base para chicle

exudado {resina)

Su resina blanquecina es usada en América del
Sur como gorﬁa= de mascar, se dice que
fortalece las encias y sana las uiceras de la
boca.

Colorantes
(hoja, tallo, corteza,
raiz)

El cocimiento de hojas, ramas, corteza y raiz se
emplea para el teftido amarillo palido de tejidos

de lana.

Condimento /

Especias (fruto)

Los frutos secos se han empleado en algunos

paises para aduiterar la pimienta negra.

Cosmético / Higiene
(hoja)

De las hojas se extrae un aceite aromatizante
que se usa en enjuagues bucales y como
dentifrico.

Forrajero (fruto)

Importante alimento para péjaros. Implementos
de trabajo (madera). Mangos de herramientas,
estacas y fustes de silias de montar.

Industrializable
exudado (resina),

ceniza

La resina se podria utilizar en la fabricacion de
barnices. Su ceniza rica en potasa se le usa
como blangqueador de ropa.

Insecticida / Toxica,

fruto, hoja (aceite)

El aceite esencial de las hojas y frutos ha
mostrado ser un efectivo repelente de insectos,

particularmente contra la mosca casera.

-

Fuente: Sistema Nacional de Informacion Forestal de México, 2010
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2.2.2. Aceites esenciales

a)} Definicién

Son mezclas complejas de componentes volatiles, que resultan del
metabolismo secundario de plantas; estan compuestos por hidrocarburos
del grupo de los terpenos, y por compuestos oxigenados de bajo
peso molecular como los son los alcoholes, aldehidos, cetonas,
esteres vy acidos, éstos son los que le dan a los aceites esenciales el

aroma que los caracteriza (Diaz, 2007).

Los aceites esenciales se diferencian de los aceites fijos, por las
caracteristicas de su densidad que es inferior a la del agua, indice de
refraccion elevado y la mayoria de ellos desvian la luz polarizada;
ademas los aceites esenciales son lipofilicos y miscibles en los

disolventes organicos habituales (Universidad Nacional del Santa).

b) Ubicacion de los aceites esenciales en las plantas

Los aceites esenciales se ubican en las diferentes partes de la planta,
tales como raices, tallos, hojas, flores y frutos, cascara de frutos,
encontrandose confinado en un tejide de la planta al cual se le denomina

micela (Universidad Nacional del Santa).

c) Composiciéon quimica de los aceites esenciales
Los metabolitos secundarios volatiles que componen los aceites
esenciales se pueden clasificar en base a los grupos funcionales

que contienen sus moléculas (Diaz, 2007).
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En el cuadro N° 2.4 se muestra los grupos funcionales de las moléculas

que constituyen los aceites esenciales.

CUADRO N° 2.4
GRUPOS FUNCIONALES DE LLAS MOLECULAS CONSTITUYENTES
DE LOS ACEITES ESENCIALES

=55

funcional Naturalezalquimica Ejemplo]
Terpénicos Limoneno, a-terpineno
Hidrocarburos | Aromaticos Cumeno, p-cimeno
Sesquiterpénicos Trans-B-cariofileno

Monoterpénicos Citral

Aldehidos Alifaticos Nonanal, octadecanal
Aromaticos Cinamaldehido
Monoterpénicos Geraniol, citronelol
Alifaticos 3-decanol

Alcoholes
Sesquiterpénicos Espatulenol, cedrol
Aromaticos Alcohol bencilico

Fenoles Aromaticos Timol, carvacrol

Fuente: Diaz Fajardo Olga. 2007

Si bien la composiciéon quimica de los aceites es muy variada, todos
ellos poseen varias propiedades fisicas en comun, por ejemplo: tienen
alto indice de refraccién y son Opticamente activos (Universidad Nacional

del Santa).
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d) Factores que influyen sobre la composicion quimica de los
aceites esenciales
Existen diversos factores que influyen en la composicidn quimica de los

aceites esenciales, los cuales se presentan en el cuadro N° 2.5,

CUADRO N° 2.5
FACTORES QUE INFLUYEN EN LA COMPOSICION QUIMICA DE
LOS ACEITES ESENCIALES

Condiciones geobotanicas | Clima, altitud, tipo de suelo, cantidad de

del medio lluvias, etc.

Método de cultivo Fertilizantes, abonos y pesticidas

Uso de productos | Fertilizantes, abono, pesticidas, otros
quimicos quimicos, etc.

Epoca de recoleccién y _ _
Raiz, tallo, hojas, semillas, etc.
parte de la planta

Modo de manejo vy | Fresco, seco, fermentado, tratamiento
- almacenamiento del | post cosecha; etc.

material vegetal

) Destilacion, maceracion, prensado,
Método de obtencion del i ]
. extraccién con solventes, extraccion
aceite ) )
con fluidos supercriticos, etc.

Fuente: Universidad Nacional del Santa

e) Propiedades fisicoquimicas
Dentro de las propiedades fisicoquimicas mas destacables de los
aceites esenciales se encuentran la volatilidad, inestabilidad ante la

luz y el oxigeno, ante la presencia de agentes oxidantes y reductores,
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medios con pH extremos, o trazas de metales que pueden catalizar
reacciones de descomposicion, etc. Los aceites esenciales refractan la
luz polarizada, propiedad que es usada para su control de pureza, pues
tienen por ello un indice de refraccién caracteristico. También presentan
un poder rotatorib caracteristico, en razon de que poseen en su
composicion numerosos productos oOpticamente activos. Poseen una
densidad normalmente menor que la del agua, excepto algunas esencias
como la de clavo, y en general son liquidos traslucidos y amarillentos o

pardo amarillento (Bandoni, 2000).

2.2.3. Aceite esencial del Schinus molle L.

La composicion quimica del aceite de molle es compleja y varia en
funciébn del odrgano o parte de la planta estudiados, multiples
estudios reflejan que la variabilidad se puede atribuir en gran
medida a factores intrinsecos de quimiotipo (estado de desarrollo
fenologico de la especie, parte de la planta estudiada, etc.) y a factores
de naturaleza extrinseca, ademas de los métodos y condiciones de

extraccion usados (Llanos, 2012).

Estudios realizados por diferentes autores han evaluado el contenido de
aceite esencial en diversas partes del Schinus molle L. En el Cuadro N°
2.6 se puede observar el contenido porcentual de aceite esencial en

Schinus molle L. registrado por diversos autores.

31



CUADRO N° 2.6
CONTENIDO PORCENTUAL DE ACEITE ESENCIAL EN
Schinus molle L. (REGISTRADO POR VARIOS AUTORES)

L a;' de estudio Parte de la Contenido de
ue planta aceite esencial (%)
Kramer (1957) ]
Hojas Hasta 2%
Universidad de Nevada, E.UU
Dikshit et al. (1986) instituto Central Hojas frescas Hasta 0.8%
de Plantas Medicinales y Aromaticas,
India. Hojas secas Hasta 2%
Zeng Yuegin (2006) Frutos De 3a5%
Universidad de Valencia, Espafia. Hojas De02a1%
Figmay S.R.L.
i Frutos secos De5a7%
Argentina.
Sistema Nacional de Frutos Hasta 5%
Informacién Forestal de México
(2010). Hojas Hasta 2%
Viturro et al. (2010) Hojas secas De 1a3,04%
Proyecto CYTED V.20, Frutos frescos De 2,6 2 5,6%
Pontificia Universidad Catélica - Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil. Frutos secos De 5.3 2 5,6%

Fuente: Llanos Arapa Karen Shepanie. 2012

a) Metabolitos secundarios volatiles reconocidos

Los compuestos mayoritarioé en los frutos son 11: seis monoterpenos, el
octanoato de metilo y cuatro sesquiterpenos. Los que caracterizan al

aceite esencial son a-felandreno, B-pineno, limoneno y B-felandreno.
i
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Los compuestos en el aceite esencial de hojas presentan 13
monoterpenos, un alcohol monoterpenico, tres sesquiterpenos y seis
alcoholes y un epéxido sesquiterpénicos, El compuesto mayoritario en el
aceite esencial de hojas es sabineno (Viturro et al., 2010).

En la figura N° 2.2 se puede apreciar la estructura molecular de algunos
de los componentes volatiles mas comunes del aceite esencial de

Schinus molle L.

FIGURA N° 2.2
ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS COMPONENTES VOLATILES
MAS COMUNES DEL ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

< =

o-felandreno B-feiandrena a-pinenc

Ho A

B-ptinenc

C
:
3
)

meno

¥
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Fuente: Llanos Arapa Karen Shepanie. 2012

Algunos de los primeros trabajos identificaron al carvacrol como uno de
los componentes volatiles principales del aceite esencial, aunque en

trabajos modernos solo se encontraron vestigios (Viturro ef al., 2010).
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Existen datos variados con respecto a la composicion volatil del aceite
esencial de molle, por lo cual no se puede llegar a una conclusion definida
acerca de su composicion, pero si se pueden mencionar los componentes
volatiles mas comunes.

En el cuadro N° 2.7 se hace una descripcion de los componentes mas

comunes del aceite esencial del molle.

CUADRO N° 2.7
COMPONENTES MAS COMUNES DEL ACEITE ESENCIAL DE

Schinus molle L.

[componente; At NombrellUBAC

a-felandreno | CioHis | 2-metil-5-(1-metiletil)-1,3-ciclohexadieno

B-felandreno | CigHqs 1-isopropil-4-metil-2,4-ciclohexadienc

a-pineno CioHis | 2, 6, 6-trimetilbiciclo [3.1.1] hept-2- en
B-pineno CioHis | 6,6-dimetil-2-metilenebiciclo [3.1.1] heptano
Limoneno CioH1is | 4-isopropenil-1-metilciclohexeno

p-cimeno CioH1a | 6,6-dimetil-2-metilenebiciclo [3.1.1] heptano
Mirceno CioHis | 7-metil-3-metilenc-1,6-octadieno

Fuente: Llanos Arapa Karen Shepanie. 2012

En el cuadro N° 2.8 se presenta la composicion de aceite esencial de

frutos y hojas del molle en el Pert.
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CUADRO N° 2.8

COMPOSICION DE ACEITE ESENCIAL DE FRUTOS SECOS Y HOJAS

DE MOLLE - PERU

f Porcentaje
Compuesto Aceite esencial | Aceite esencial
de hojas de frutos
tricicleno 0.8 -
a-thujeno 0.9 -
a-pineno 4.5 2.8
canfeno 6.1 -
sabineno 19.1 -
B-pinenc 2.5 275
mirceno 1.0 -
a-felandreno 4.3 30.9
a-terpineno 1.6 -
p-cimeno 7.9 3.9
limonéno 7.2 15.3
p-felandreno 3.2 12.5
p-menta-1,4(8)-dieno 2.9 -

'| octanoato de metilo - 1.3
I-cariofileno 1.3 1.0
A-cadineno 82 27
oxido de cariofileno 0.9 -
D-germacreno 1.5 0.4
B-germacreno - 1.7
spathulenol 6.0 -
a-cadinol 1.5 -
1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-a’,
a’,4a,8-tetrametil-2- 4.8 -
naftalenometanol
T-cadinol 1.9 -

Fuente: Viturro Carmen, et al., 2010
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b) Actividad biologica

Un estudio en 1986, demostrd que el aceite esencial de molle, frente a
otros aceites ensayados, fue el mas efectivo contra los hongos
patdgenos en animales: Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes y Trichophyton rubrum, y mostré actividad moderada
frente a los contaminantes Alfemaria alternata, Aspergilius flavus y
Penicillium ifalicum, comunes en condiciones de almacenamiento. En
otro estudio similar, las especies fangicas Aspergillus ochraceus,
Aspergillus parasiticus, Fusarium culmorum vy Alternaria altemata,
exhibieron también una sensibilidad significativa ante este aceite
esencial. Incluso en 1996, se patenté6 un medicamento cuya base es el
aceite esencial de molle, este producto se utiliza para el tratamiento de
infecciones por Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus en
humanos y animales. También, en 1997, se concedié una patente
para un medicamento similar, de tipo antiséptico, de aplicacién local en

heridas abiertas (Llanos, 2012).

Datos mas recientes, informan su actividad insecticida; en Bahia
Blanca (Argentina) el aceite esencial de los frutos produjo un efecto
antimicrobiano fuerte (62%) y el de hojas leve (40,6%) sobre el
gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae. L). En Santa Fe (Argentina) el
aceite esencial ejerci6 un mayor efecto mortal sobre el acaro Varroa
destructor (que ataca los colmenares de abejas produciendo varroasis)

en comparacion al efecto producido por dos productos sintéticos. En otro
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estudio, el aceite fue micro-encapsulado y suministrado in vitro a
abejas meliferas y acaros del Varroa destructor, la mortalidad de los
acaros alcanzo6 valores cercanos al 90 % cuando se utilizd la dosisde 1 g

{Lianos, 2012).

¢) Aplicaciones comerciales

Medicina natural

La empresa Inka Natural S.A. (dedicada a la elaboracién y comercio de
productos terapéuticos de origen natural), tiene entre sus productos al
aceite esencial de molle en presentaciones de 10 ml y 500 ml,
recomendandolo como: ‘“efectivo para todas las enfermedades de las
vias respiratorias, sirven ademas como poderosos antibidticos y anti
inflamatorios cutaneos y musculares...” (lnka Natural S.A., 2010).

Estos productos se venden sin indicacién médica previa (Llanos, 2012).

Pomada corporal

La crema corporal humectante “Sumaq” elaborada por Rossana
Alberca y Vanessa Jiménez (Universidad del Pacifico de Perd), esta
compuesta por un 80 % de ingredientes naturales entre ellos el aceite
de molle (primordialmente) y un 20 % de preservantes artificiales
aprobados por el FDA; y ya se aplic6 para el tratamiento del

reumatismo (Llanos, 2012).
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d) Propiedades fisicas

Las propiedades son rendimiento, densidad relativa e indice de
refraccidn, ya que son indicadores -que permiten identificar al aceite
y fomentar la aplicacion de esta especie aromatica, ademas de
contribuir al proceso de normalizacién, el ajuste de la produccién y la
valorizacion del aceite (Viturro ef al., 2010).

En el cuadro N° 2.9 se presenta las propiedades fisicas del aceite

esencial de Schinus molle L. registradas en varios paises.

CUADRO N° 2.9

PROPIEDADES FiSICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle
L. REGISTRADAS EN VARIOS PAISES

R b pergicad
G PIants @ | T | G
i F 205C
. o 1,4750 a 0,8500 a
Argentina Frutos 2,6% 1.4850 0.9000
Frutos maduros 5,6% 1,4780 0,8449
Bolivia Frutos verdes 1,1% 1,4780 0,8548
Hojas y ramas 0,5% 1,4900 0,8531
Brasil Hojas secas 1,0a2,0% —- e
Costa Rica Hojas secas 08% | - —
Frutos maduros 33a 1,4741 a 0,8292 a
Ecuador secos 5,6% 1.4788 | 0,8390
. 1,4951 a
Q R I ——
o Hojas 1,8% 1.5032
era :
1,4951 a
D S T
Frutos 5,15% 1,4980

Fuente: Viturro Carmen, et al., 2010
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2.2.4. Métodos de obtencion de aceite esencial

Existen varios métodos utilizados para la obtencion de aceites esenciales

a partir de plantas aromaticas, los que se describen a continuacion:

a) Destilacion por arrastre con vapor

Es el método mas usado a nivel industrial, permite obtener aceite esencial
con buenos rendimientos, y ademas se pueden procesar grandes
cantidades de material vegetal. Aqui, la materia prima vegetal es cargada
de manera que forme un lecho fijo compactado, su estado puede ser
molido, cortado, entero o la combinacion de éstos. El vapor de agua es
inyectado mediante un distribuidor interno, préximo a su base y con la
presién suficiente para vencer la resistencia hidraulica del lecho (Vargas y

Bottia, 2008).

La generacion del vapor puede ser local (hervidor), remota (caldera) o
interna (base del recipiente). Conforme el vapor entra en contacto con
el lecho, la materia prima se calienta y va liberando el aceite esencial,
el cual debido a su alta volatilidad se evapora y al ser soluble en el
vapor circundante es “arrastrado” corriente arriba hacia el tope del
destilador. La mezcla, vapor saturado y aceite esencial, fluye hacia un
condensador mediante una prolongacion curvada del conducto de salida

del destilador (Cerpa, 2007).

En el condensador, la mezcla es enfriada hasta la temperatura ambiental,

a su salida, se obtiene una emulsion liquida inestable la cual es separada
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en un decantador dinamico o florentino, éste equipo esta lleno de agua
fria al inicio de la operacion y el aceite esencial se va acumulando debido
a su casi inmiscibilidad en el agua y a la diferencia de densidad con la
misma (Cerpa, 2007).

La destilacion por arrastre con vapor se presenta en la figura N° 2.3,

FIGURA N° 2.3
DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR

- Cuella dz CimdCondenzadsr

: Matens!
¢ 4 vemdd

Exmii

o €——=Vo Flerestng

Fuente: Marquez. 2011

b) Destilacion con agua (Hidrodestilacion)

El principio de la destilacién en agua es llevar a estado de ebullicion una
suspension acuosa de un material vegetal aromatico, de tal manera que
los vapores generados puedan ser condensados y colectados. El aceite,
que es inmiscible en agua, es posteriormente separado. En la destilacion
con agua el material vegetal siempre debe encontrarse en contacto con el

agua. El material vegetal en el extractor se aconseja mantenerlo en
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constante agitacion a fin de evitar aglomeraciones o sedimentacion del
mismo en el fondo del recipiente, lo cual puede provocar su degradacion

térmica (Bandoni, 2003).

¢) Destilacién con agua- vapor

En este caso el vapor puede ser generado mediante una fuente externa o
dentro del propio cuerpo del extractor, aunque separado del material
vegetal. La diferencia radical existente entre estos sistemas y el
anteriormente mencionado es que el material vegetal se encuentra
suspendido sobre un tramado (falso fondo) que impide el contacto del
material vegetal con el medio liquido en ebullicion. Este sistema reduce la
capacidad neta de carga de materia prima dentro del extractor pero
mejora la calidad del aceite obtenido (Bandoni, 2003). El equipo
tradicional de destilacién vapor- agua se muestra en la figura N° 2.4

FIGURA N° 2.4
EQUIPO TRADICIONAL DE DESTILACION VAPOR-AGUA

Tanm oo menste.

L mnai ]

Fuente: Bandoni Arnaldo. 2003
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d) Aplicacion de la cohobacion

La cohobacién es un procedimiento que solamente puede ser utilizado
para la destilacibn de vapor y destilacion agua-vapor. El sistema de
cohobacién involucra el retorno del condensado de agua (una vez
separado el aceite esencial) al cuerpo del extractor. Este hecho permite
minimizar las pérdidas de componentes oxigenados, particularmente los
fenoles que presentan una gran solubilidad en agua. El re-uso del agua
condensada permitira que ésta llegue a saturarse con los constituyentes
disueltos de tal manera que no sera capaz de disolver mayor nimero de
componentes (Bandoni, 2003).

A continuacion, se presenta el esquema de un destilador con sistema de

cohobacién en la figura N° 2.5.

FIGURA N° 2.5
ESQUEMA DE UN DESTILADOR CON SISTEMA DE COHOBACION

Aiglacidn Wmmica — 1

Fuente: Bandoni Arnaldo. 2003
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e) Destilacion previa maceracién

En algunos casos las plantas aromaticas requieren ser sometidas a un
proceso de maceracién en agua caliente para favorecer la separacion de
su aceite esencial ya que sus componentes volatiles estan ligados a otras
sustancias, formando componentes glicosidados. El método se aplica
para extraer el aceite de semilla de almendras amargas, bulbos de

cebolia, bulbos de ajo, semillas de mostaza (Bandoni, 2003).

f) Extraccion con fluidos en estado supercritico

El material vegetal cortado en trozos pequerios, licuado o molido, se
empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular a
través de la muestra un liquido supercritico (por ejemplo biéxido de
carbono liquido), las esencias son asi solubilizadas y arrastradas y el
fiquido supercritico que actia como solvente extractor y se elimina por
descompresion progresiva hasta alcanzar la presibn y temperatura
ambiente, y finalmente se obtiene una esencia pura (Universidad

Nacional del Santa).

2.2.5. Microorganismos
a) Definicion
El término microorganismo no tiene un significado taxonémico preciso

restringido a un grupo bioldgico con propiedades estructurales vy

funcionales comunes. Por el contrario, cualquier organismo de
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dimensiones microscépicas es, por definicion, un microorganismo

(Méndez, 2008).

b) Clasificacion de los microorganismos
L os microorganismos son estudiados y clasificados por una rama de la
biologia que es la microbiologia, de esta manera se clasifican

principalmente en tres grupos: virus, hongos y bacterias (Méndez, 2008).

Virus

Son organismos simples, no pueden nutrirse, ni reproducirse por si solos,
lo que casi los convierte en parasitos pues dependen de su actividad
intracelular ya sea animal o vegetal para subsistir Pueden
ser icosaedros si presentan una forma esférica, helicoidal o cilindrica si es
que son alargados, y los complejos que estan formados por dos partes

una cabeza y una cola (Méndez, 2008).

Hongos

Son organismos eucariotas uni o pluricelulares, siendo ademas
heterdtrofos y en su mayoria saprofitos. Su reproduccién es por
gemacion, esporulacion o fragmentacién en el medio extracelular y se

clasifican en levaduras o en hongos con hifas (Méndez, 2008).

Bacterias
Son células procariotas que no presentan nicleo y poseen un solo

cromosoma, pueden multiplicarse por Dbiparticion, conjugacion,
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transformacion y transduccion. Reciben su nombre segin su forma, de
esta manera si tienen forma alargada y cilindrica seran denominados
como bacilos, si tienen forma redondeada se denominaran cocos, los de
aspecto helicoidal seran los espirilos, y los cortos y curvados con forma

de coma se denominaran vibrios (Méndez, 2008).

Por su parte las bacterias se subclasifican en Gram (-) y Gram (+); las
Gram negativas poseen en su pared celular una sola capa de
peptidoglucanos a diferencia de ias Gram positivas que presentan varias
capas. En cuanto a. su nutricion la mayoria de las bacterias son
heterétrofas, otras, en menor cantidad, son autétrofas, saprofitas o

simbiontes (Méndez, 2008).

Existen pocas especies de bacterias que causan enfermedades en
relacion con la enorme cantidad de bacterias que tienen vida libre. A la
mayoria se les conoce y estan estudiadas pero sin embargo, continian
apareciendo patdégenos nuevos y esta claro que la aparicion de las

infecciones nuevas son siempre importantes (Méndez, 2008).

A continuacion se presenta dos de las principales bacterias patdgenas:

Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

» Escherichia coli ATCC 25922
Es un bacilo gram negativo de flagelos peritricos, que no forma esporas

tienen una dimension de 0.5 pm de ancho por 3 pm de largo.
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Dentro de su estructura antigénica tiene una constitucion polisacarida
formada por un antigeno capsular termolabil (Antigeno “K®) y un
antigeno somatico localizado en la pared celular (Antigeno “0") e
igualmente posee una constitucidn proteica la cual posee un antigeno
flagelar (Antigeno “H”). Son microorganismos que dan catalasa positiva,
oxidasa negativa y reducen los nitratos a nitritos, fermentan la glucosa a
lactosa con produccion de gas y son anaerobios facultativos (Calderén et
al, 2013). En la figura N° 2.6 se puede apreciar la morfologia

caracteristica de la bacteria Escherichia coli.

FIGURA N° 2.6

Escherichia coli

Fuente: Méndez. 2008

Clasificacion
Orden . Eubacleriales.

Familia . Enterobacteriaceae.

46



Género : Escherichia.

Especie : coli. (Méndez, 2008).

Morfologia

Son bacilos Gramnegativos que poseen un tamario de alrededor de 1.1-
1.5 x 2.0-6.0 ym aerobios y anaerobios facultativos, fermentan la lactosa y
son oxidasa negativa; las especies moéviles tienen flagelos de localizacién

peritrica (Méndez, 2008).

Principales patologias

Escherichia coli es la especie comensal involucrada con mayor frecuencia
de las infecciones oportunistas. Sin embargo algunas cepas de
Escherichia coli poseen capacidad patdgena primaria, pudiendo causar
infecciones en personas previamente sanas, sin factores predisponentes.
Las principales patologias causadas por Escherichia coli de determinados
serotipos son: Infecciones urinarias, enteritis, enteritis hemorragica,

diarrea secretora. (Méndez, 2008).

» Staphylococcus aureus ATCC 25923

Es un microorganismo muy resistente a las condiciones ambientales y
extremadamente dificiles de erradicar. Pese a que no es esporulado,
soporta bien condiciones extremas aunque se inactiva a temperatura de
congelacion y puede eliminarse con una coccién correcta. Produce

toxinas filtrables cuando crece en condiciones adecuadas, especiaimente
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en una atmésfera de alto contenido en diéxido de carbono (Méndez,
2008).
En la figura N° 2.7 se puede apreciar la morfologia caracteristica de la

bacteria Staphylococcus aureus.

FIGURA N° 2.7

Staphylococcus aureus

Fuente: Méndez. 2008

Clasificacion

Orden . Eubaclenale.

Familia : Micrococaceae.
Género . Staphylococcus.
Especie . aureus (Méndez, 2008).
Morfologia

Se presentan en forma de cocos de aproximadamente de 0.5-1.5 ym de

diametro agrupados en racimos. Son positivos en la tincion de Gram. Son
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microorganismos inmaoviles y no forman esporas. (Méndez, 2008).

Principales patologias

La accién patdégena de Staphyilococcus aureus se manifiesta por la
capacidad de invasién del microorganismo y las sustancias que puede
elaborar, que ayudan en el proceso infeccioso local y pueden causar
lesidn en lugares rﬁés distantes. Generalmente son infecciones con gran
supuracién y necrosis tisular que tienden a la formacion de abscesos.
Entre los principales cuadros clinicos tenemos: lesiones en piel y
mucosas, infecciones generalizadas, bacteriemia, infecciones localizadas

en visceras, lesiones por accién principalmente exotoxica (Méndez, 2008).

2.3. Definicion de términos basicos

Aceite esencial: Son compuestos odorifero que se volatilizan con vapor
pero son poco soiubles en agua; se evaporan a diferentes velocidades
bajo presidbn atmosférica ordinaria y a una temperatura ambiente

promedio de 24 °C.

Destilacion por arrastre con vapor: Es un proceso que consiste en
calentar un liquido hasta su temperatura de ebullicidn, el vapor que se
retira del seno del liquido atraviesa la camara que contiene la sustancia a
extraer, generalmente se trata de una sustancia volatil € inmiscible, luego
llega al refrigerante donde condensa y luego se recolecta como dos fases

liquidas ya que la sustancia asi extraida es inmiscible en agua.
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Efecto antimicrobiano: Define las sustancias quimicas que en bajas
concentraciones son capaces de inhibir e incluso de destruir

microorganismos sin producir efectos téxicos en el huésped.

La concentracién minima inhibitoria (CMI): Es la menor concentracion
del antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de 10° bacterias en 1

ml de medio de cultivo, tras 18-24 horas de incubacion.

Letalidad: Velocidad de muerte de una bacteria

50



. VARIABLES E HIPOTESIS

3.1. Variables de la investigacion

Dado que el trabajo es experimental se obtuvo las siguientes variables de

investigacion las cuales se representan en la figura N° 3.1.

FIGURA N° 3.1
VARIABLES DE INVESTIGACION

Y = Caracterizacién fisica,
quimica y el efecto
antimicrobiano del aceite
esencial de molle (Schinus
molle |.) obtenido por el
™. método de arrastre con vanor.

j Y =f (X, X, X3)

1 | X+= Condiciones adecuadas para la obtencion del
§™#’] aceite esencial de molle (Schinus molfe ..).

| X.= Componentes activos del aceite esencial de !
= molle (Schinus molle L.) que le confiere efecto |
I antimicrobiano.

Xa= El efecto antimicrobiano del aceite esencial de f
molle (Schinus molle L.) sobre Staphylococcus |
aureus y Escherichia Coli.

Fuente: Elaboraciéon propia
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3.2. Operacionalizacién de variables

En el cuadro N° 3.1 se puede apreciar la operacionalizacién de variables.

CUADRO N° 3.1
OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLE :
DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODO
¥ =  Caracterizacion | - %. - Rendimiento. -NT.P.
fisica, quimica y el| - Adimensional | - [ndice de 319.084:1974
efecto  antimicrobiano refraccion. para los aceites
del aceite esencial de { - g/mi. - Densidad y esenciales.
molle (Schinus molle L) densidad
obtenido por el método relativa.
de arrastre con vapor. - %yl - Solubilidad en
etanol.
- mg KOH/g. - Indice de
acidez.
- mg KOH/g - Indice de éster.
VARIABLES
INDEPENDIENTES DIMENSIONES INDICADORES METODO
Xq= Condiciones | - kg - Cantidad de | - Experimental
adecuadas para la hojas de molle.
obtencién del aceite | - | - Cantidad de
esencial de  molle agua.
{Schinus molle L.). -cm - Tamafio de
particula.
X: = Componentes | - % - Composicién - Cromatografia
activos del aceite quimnica. de gases con
esencial de  molle espectroscopia
{Schinus molle L.) que de masas (CG-
le  confiere efecto EM).
antimicrobiano.
Xy = El efecto | - ml de aceite | - Concentracion - Diluciones
antimicrobiano del | esencial/ml minima seriadas
aceite esencial de molle | 9 inéculo. inhibitoria. decimales vy
(Schinus molie L) recuentos en
sobre Staphylococcus placa.
aureus y Escherichia
Coli.

Fuente: Elaboracion propia
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3.3. Hipotesis general

El aceite esencial de molle (Schinus molle L.) obtenido por el método de
arrastre con vapor reducen la carga microbiana significativamente sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia Coli debido a sus caracteristicas

fisicas y quimicas.

3.4. Hipotesis especificas

a) Las condiciones adecuadas para llevar a cabo un mayor rendimiento
en la obtencion del aceite esencial de molle (Schinus molle L.) estan
relacionadas con la cantidad de material vegetal, la cantidad de agua

y el tamaiio de particula.

b) El aceite esencial de molle (Schinus molle L.) contiene como

componentes antimicrobianos al pineno y terpinen-4-ol.

¢) El efecto antimicrobiano del aceite esencial de molle (Schinus molle

L.) sobre Staphylococcus aureus y Escherichia Coli tiene un efecto
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IV. METODOLOGIA

4.1. Tipo de investigacion

4.1.1. Por su finalidad

Aplicada
Esta investigacion es de tipo aplicativo ya que nuestros resultados van
ayudar a futuros estudios sobre obtencion de aceite esencial de molle

(Schinus molle L..)

4.1.2. Por su diseiio interpretativo

Experimental

Esta investigacion es de tipo experimental, ya que se realizd mediante la
observacioén, anotacién, andlisis y discusion de los resultados obtenidos
durante la caracterizacién quimica y efecto antimicrobiano del aceite
esencial de molle (Schinus molfe L.) obtenido por el método de arrastre

con vapor.

4.1.3. Por el nivel de estudio

Descriptiva
Esta investigacion es de tipo descriptiva ya que se explico la
caracterizacién quimica y efecto antimicrobiano del aceite esencial de

molle (Schinus moile L.) obtenido por e} método de arrastre con vapor.
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4.1.4. Por el ambito de desarrollo

De 1aboratorio

Esta investigacion se llevd a cabo a nivel de laboratorio porque se
determiné la caracterizacién quimica y efecto antimicrobiano del aceite
esencial de molle (Schinus molle L.) obtenido por el método de arrastre

con vapor.

4.2. Disefio de la investigacion

Nuestro trabajo con la finalidad de obtener buenos resultados para el

disefio de la investigacion considerd las siguientes variables:

Y = Caracterizacion quimica y efecto antimicrobiano del aceite esencial

de molle (Schinus molle L.) obtenido por el método de arrastre con

vapor.

X; = Condiciones adecuadas para la obtencién del aceite esencial de
molle (Schinus molle L.}

X, = Componentes activos del aceite esencial de molle (Schinus molle L.}

gue le confiere efecto antimicrobiano.
X3 = El efecto antimicrobiano del aceite esencial de molle (Schinus molle

L.) sobre Staphylococcus aureus y Escherichia Coli.

En la figura N° 4.1 se presenta el disefio de la investigacidon en cuatro

etapas.
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FIGURA N° 4.1

DISENO DE LA INVESTIGACION

PRIMERA ETAPA DE_LA
INVESTIGACION:

IDENTIFICAR “X,"
METORO:

- Experimental.

CUARTA ETAPA:

1 SEGUNDA ETAPA DE LA
{ INVESTIGACION:

DETERMINAR LOS

uYﬂ
IDENTIFICAR “X,” TESIS
METODO: METODO: \ PLANTEADA /

Considerando X;, X,
I X, identificados
| procedemos a realizar
| los ensayos en el
¢ laboratorio.

- Cromatografia de gases con
espectroscopfa de masas
(CG-EM).

TERCERA ETAPA DE LA |F=——————r———mr
INVESTIGACION: :

IDENTIFICAR “X3"

METODO:

- Diluciones seriadas *
] decimales y recuentos en
{ placa.

]

Eraia v i

Fuente: Elaboracién propia
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4.3. Poblacion y muestra

4.3.1. Poblacién
La poblacién estuvo conformada por las hojas de molle recolectadas del

Parque Zonal Huéscar en el distrito de Villa El Salvador, Lima- Perd.

4.3.2. Muestra

Se trabajé con 9.00 kg de hojas de molle recolectados entre los meses de
mayo Y junio del presente afio y se us6 muestras de 1.50 kg y 0.75 kg
para las ocho corridas experimentales mediante el método de arrastre con
vapor de agua para la obtencion del aceite esencial de molle.

Se utilizé 9.00 kg de hojas de molle debido a que la mayor capacidad del
equipo de destilacion fue de 1.50 kg y también se trabaj6 con 0.75 kg para

comparar con la mitad de este peso.

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Para la recoleccion de datos se utilizé diferentes técnicas e instrumentos y

dado que el trabajo es experimental se realizd los siguientes ensayos:

» Caracterizacion fisica del aceite: humedad, densidad, indice de
refraccion y solubilidad en etanol.

» Caracterizacion quimica del aceite: Indice de éster, indice de acidez e
identificacién de los componentes del aceite esencial de molle por

Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas.
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» Obtencion de aceite esencial de molle por el método de arrastre con
vapor.
» Diluciones seriadas decimales y recuentos en placa para el efecto

antimicrobiano del aceite esencial de molle.

4.5. Procedimientos de recoleccion de datos

Para la recoleccion de datos se registro los volimenes de aceite esencial
en relacion con el tiempo por cada prueba experimental con el fin de
obtener como vectores de respuesta el tiempo, el volumen y el
rendimiento de obtencion; asimismo se determind la caracterizacion

fisica, quimica y el efecto antimicrobiano con las muestras recolectadas.

4.5.1. Métodos y materiales

a) Lugar de ejecucion

Nuestro trabajo de investigacion se desarrollé en el laboratorio de
operaciones unitarias (LOPU) de la facultad de Ingenieria Quimica de la
Univérsidad Nacional del Caliao para {a obtencion del aceite esencial de
las hojas de molle (Schinus mofle L.) por el método de arrastre con vapor
y en el laboratorio de microbiologia del Instituto de Investigacion de
Especializacion en Agroindustrias (IIEA) de la Universidad Nacional del
Callao para determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de

moile.
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b) Materia prima

Se utilizé las hojas de molle (Schinus molle L.) recolectado en el distrito

de Villa El Salvador, en el departamento de Lima-Peru, entre los meses

de mayo y junio del afio 2017. Ei aceite esencial obtenido se utiliz6 para

las pruebas del efecto antimicrobiano.

c) Equipos, materiales y reactivos

Equipos

Y ¥V Vv VY v Vv Vv vV

Y VvV V¥V YV V¥

Autoclave Electric, marca Sterilizer, modelo N°25X, Wisconsin.
Balanza analitica con capacidad de 200 g, marca Kessel, +/- 0.1 mg.
Balanza con capacidad de 10 kg, marca T. Winer, +/- 0.1 g.

Balanza de precision con capacidad de 2100 g, marca Ohaus, +/-0.1
g.

Bafio maria, marca Memmert, modelo XMTD-2301, rango 0-399 °C.
Congelador, marca INFRISA.

Contador de colonias, marca Karl Kolb, modelo D-6072.

Destilador por arrastre con vapor que consta de un generador de
vapor de capacidad de 10 | de agua.

Escala de Mc Farland.

Estufa, marca Memmert, 250 +/-2 °C.

Incubadora, marca Memmert, modelo B-40.

Mechero bunsen.

Vortex, marca IKA VIBRO FIX, modelo VF10.
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Materiales

v

vV V V V¥V

v

v V ¥V ¥V ¥V ¥V ¥V

Algodon.

Asa de siembra.

Florentino de 100 mi.

Jeringa hipodérmica de 1 mi.
Papel kraff.

Pera de decantacién de 500 mi.
Picnémetro de 10 ml.

Pipetas de 1 ml, 5 mly 10 ml.
Placas Petri de 16 cm de diametro.
Probeta de 100 ml y 1000 mi.
Recipientes de vidrio color ambar.
Termometro de 0 - 200° C.

Tubos de ensayo de 1.1 cm de diametro y 15 cm de largo.

Vaso de precipitado de 100 ml, 250 ml y 500 ml.

Reactivos

v

v

v ¥V V¥V Y

Agar Plate Count.
Agua destilada.
Alcohol de 70°.
Alcohol de 96°.

Caldo diluyente tryptona de soya (0.1g /l de agua destilada).

Caldo nutritivo tryptona de soya (3 g /100 m! de agua destilada).
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Dimetil sulféxido.
Escherichia Coli ATCC 25822.
Staphylococcus Aureus ATCC 25923.

Suero fisiologico al 9%.

v ¥V V¥V V¥V V¥V

Sulfato de sodio anhidro.

4.5.2. Disefio experimental

a) Obtencion del aceite esenciai de molle {(Schinus molle L.)
Se realizo experimentalmente la obtencién de aceite esencial de molle por
el método de arrastre con vapor cuyas variables independientes a

controlar fueron:

» Cantidad de material vegetal: hojas.de molle (kg).
» Cantidad de agua {l).

» Tamafno de particula (cm).

Las pruebas se realizaron a nivel piloto para determinar las condiciones
adecuadas de operaciéon y llevar a cabo un mayor rendimiento en la
obtencion del aceite esencial de las hojas de molle. Para este caso se usé
el disefio fac{orial: 2° = 8 pruebas experimentales, en la cual se utilizé
0.750 kg y 1.500 kg de hojas de molle y 3 variables como la cantidad de
material vegetal (kg), cantidad de agua (l) y tamafio de particula {cm).
Esto nos permitid lograr el maximo de informacién con el minimo de

pruebas experimentales.
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En el cuadro N° 4.1 se presenta el disefio factorial para ta obtencién de

aceite esencial de hojas de molle (Schinus molfe L.).

CUADRO N° 4.1
DISENO FACTORIAL PARA LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE LAS HOJAS DE MOLLE

Variables independientes Vector de respuesta
N° '
prue | Cantidad - Cantidad | Tamaflo | Volumen Tiempo
bas | de material de de de de | Rendimiento
~ vegetal agua particula | obtencion | obtenci6n (%)
kg 1 D {cm) (mi) (min)
1 0.75 6.00 1.50 vV, 9, R,
2 0.76 ~ 6.00 350 | V, 0, Rq
3 0.75 8.00 1.50 Vy &, Ri
4 075 8.00 3.50 Ve Q.- . R
5 1.50 6.00 150 | Vs <h Rs
6 1.50 6.00 3.50 Ve O R
7 150 | 800 1.50 Vs o Ry
8 1.50 8.00 3.50 Ve Gs Re

Fuente: Elaboracién propia

Para la obtencién de aceite esencial de molle (Schinus molle L.) se realiz

las siguientes etapas:

Recoleccion de la materia prima

Las hojas de molle (Schinus molle L.) fueron recolectadas del Parque
zonal Huascar ubicado en el distrito de Villa El Sahlvador, departamento de
Lima - Pert, estas se utilizaron para determinar si el aceite esencial de

molle tiene efecto antimicrobiano.
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Acondicionamiento de fa materia prima

En esta etapa se llevd a cabo los siguientes pasos:

» Seleccion de las hojas de molle: En esta etapa se desechd aquellas
impurezas presentes, asi como también aquellas hojas que se
encontraron huecas o infestadas con algunas plagas.

» Secado de las hojas de molle: Las hojas de molle recolectadas
fueron secadas a condiciones ambientales por un periodo de 14 dias.

» Reduccion del tamafio de muestra: Se trabajé con dos tamanos de

hojas, las cuales fueron: 1.5 cmy 3.5 cm.

Pesado de la materia prima

Se realizé ocho pruebas experimentales para la obtencién del aceite
esencial de molle (Schinus molle L.) de las cuales cuatro fueron con un
peso de 0.750 kg y cuatro con 1.500 kg de hojas de molle. En la figura N°

4.2 se registra el pesado de la materia prima.

FIGURA N° 4.2
PESADO DE LA MATERIA PRIMA

Fuente: Elaboracion propia
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Caracterizacion de la materia prima
Se determind el tamafio de las hojas de molle y se empled materia prima
seca y pesada para la determinacion del contenido de humedad por el

método gravimétrico.

Obtencién por arrastre con vapor

Al iniciar el proceso de obtencién de aceites esenciales de hojas de molle
(Schinus molle L.} se verificd que el equipo este armado correctamente, el
cual estuvo compuesto por un generador de vapor, un contenedor de
materia prima, un condensador de tubo concénirico y un colector de
aceite esencial (florentino). En ta figura N° 4.3 se puede apreciar el equipo

de obtencién por arrastre con vapor.

FIGURA N° 4.3
EQUIPO DE OBTENCION POR ARRASTRE CON VAPOR

Fuente: Elaboracion propia
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El método de obtencién por arrastre con vapor, cuyas condiciones se
muestran en el cuadro N° 4.1, se realizd en cada prueba experimental,
donde se determiné la influencia de tres variables: cantidad de material

vegetal de molle (kg), cantidad de agua ([) y tamafio de particuia (cm).

Secado del extracto del aceite esencial himedo
Una vez obtenido el aceite esencial se separé el aceite del agua por
decantacion y luego fue secado con sulfato de sodio anhidro para eliminar

los residuos de agua.

Almacenamiento del aceite esencial

El aceite esencial fue almacenado en un frasco de vidrio color ambar y
para evitar la descomposicion del aceite se guardé en un congelador a 4°
C. En la figura N° 4.4 se observa el almacenamiento del aceite esencial

de molle de las 8 pruebas experimentales realizadas.

FIGURA N° 4.4
ALMACENAMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE MOLLE DE LAS 8
PRUEBAS EXPERIMENTALES

Fuente: Elaboracién propia
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b) Caracterizacion fisica y quimica del aceite esencial de molle

i os métodos de analisis para la identificacion de! aceite esencial de molle

(Schinus molle L.), fueron los siguientes:

Caracterizacion fisica del aceite esencial de molle

»

Determinacion de la densidad: La densidad se llevé a cabo
empleando la Norma Técnica Peruana para los aceites esenciales:

NTP 319.081:1974.

Determinacion del indice de refraccion: El indice de refraccién se
determiné empleando la Norma Técnica Peruana para los aceites

esenciales: NTP 319.075:1974.

Determinacion de la solubilidad en etanol: La solubilidad en etanol
se lievé a cabo empleando la Norma Técnica Peruana para los

aceites esenciales: NTP 319.084:1974.

Caracterizacién quimica del aceite esencial de molle

»

Determinacion del indice de éster: El indice de éster se llevé a cabo
empleando la Norma Técnica Peruana para los aceites esenciales:

NTP 319 088:1974.

Determinacion del indice de acidez: La determinacién del indice de
acidez se llevo a cabo empleando la Norma Técnica Peruana para los

aceites esenciales: NTP 318.085:1974.
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» Identificaciéon de los componentes del aceite esencial de las
hojas de molle: Los componentes del aceite esencial de molle se
determinaron por el método de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas, el cual permite obtener el espectro de masas de
cada componente con el cual se obtiene el peso molecular e informacioén

estructural.

¢) Determinacion del efecto antimicrobiano

El efecto antimicrobiano del aceite esencial de molle fue evaluado
determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI) usando el meétodo
de diluciones seriadas decimales y recuentos en placa para las bacterias
Escherichia Coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 235923,

para lo cual se realizé los siguientes pasos:

Obtencién de los microorganismos
Las cepas Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococos aureus ATCC
25923 fueron adquiridas en el Instituto Nacional de Salud y el hospital

Cayetano Heredia respectivamente.

Medio de cultivo adecuado

Para el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus se utilizo
un medio enriquecido como el Agar Plate Count, preparado previamente
con 2.35 g por 100 ml de agua destilada esterilizada, una vez escogido el
medio de cultivo se procedié a la siembra en el agar, luego se incubaron

por un periodo de 18 a 24 horas a 37°C.
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Obtencion del indculo bacteriano

Con la ayuda de una asa de siembra se extrajo una colonia del cultivo de
la cepa bacteriana la cual fue sumergida en un tubo de ensayo
esterilizado con 10 mi de suero fisiologico al 9 %, luego se agitd,
alcanzando una turbidez de 1X10° UFC/ml en la escala de Mc Farland la

cual es establecida por visién directa.

La escala de Mc Farland fue elaborada en el Instituto de Investigacion de
Especializacion en Agroihdustria (IlEA) de la Universidad Nacional del

Callao).

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

Para la determinacién minima inhibitoria se empled el método de
diluciones seriadas decimales y recuentos en placas a continuacion se
procedid a realizar los siguientes pasos para Escherichia coli ATCC

25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923:

> Escherichia coli ATCC 25922

Se agregd caldo nutritivo tryptona de soya (previamente preparado de 3
g/100 mi de agua destilada) en 3 tres tubos de ensayo. Luego se agrego
1 ml de inoculo de cepa de Escherichia coli (previamente preparada con
una concentracién de 1X10% UFC/ml). Posteriormente se agregé 0.1 miy
1.6 ml de aceite esencial de molle a los dos primeros tubos, el tercer tubo

cumple fa funcién de un control (Qc), luego se agregd unas gotas de

68



dimetil sulféxido. A cada tubo de concentracién de aceite esencial/ml de
indculo se realizd diluciones seriadas decimales.

Finalmente se tomaron alicuotas de 0.1 ml de las diluciones seriadas y se
efectuaron siembras en medio solido (agar Plate Count), con intervalos
de tiempos determinados, esto con la finalidad de elaborar las curvas de

inhibicion de aceite esencial de molle a diferentes concentraciones.

» Staphylococcus aureus ATCC 25923

Se agreg6 caido nutritivo en 7 tubos de ensayos. Luego se agregé 1 ml
de inoculo de cepa de Staphylococcus aureus (previamente preparada
con una concentracion de 1X10% UFC/ml). Posteriormente se agregd 0.05
ml, 0.1 ml, 0.2 mi, 0.4 ml, 0.8 mly 1.6 ml de aceite esencial de molle a los
seis primeros tubos, el Gltimo tubo cumple la funcién de un control (Qc),
luego se agregd unas gotas de dimetil sulféxido. A cada tubo de
concentracion de aceite esencial/ml de in6culo se realizd diluciones
seriadas decimales.

Finalmente se tomaron alicuotas de 0.1 ml de las diluciones seriadas y se
efectuaron siembras en medio solido (agar Plate Count), con intervalos
de tiempos determinados, esto con la finalidad de elaborar las curvas de

inhibicidon de aceite esencial de molle a diferentes concentraciones.

En la Figura N° 4.5 se observa la metodologia para la determinacion de Ia
concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de las hojas de molle

sobre las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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FIGURA N° 4.5
METODOLOGIA PARA LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
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4.6. Procesamiento estadistico y andlisis de datos

Los datos obtenidos del desarrollo de las ochos pruebas experimentales
para la obtencién del aceite esencial de las hojas del molle (Schinus molle
L.) aplicando el disefio factorial de dos niveles y tres variables (2% fueron
evaluados mediante el andlisis de varianza (Anova), donde las variables
independientes consideradas son la cantidad de material vegetal,
cantidad de agua y tamafio de particula, siendo el vector de respuesta o

variable dependiente el rendimiento de obtencion.

El analisis estadistico se realizé en base al andlisis de la varianza (Anova)

empleando para ello software Minitab 18.

Analisis de varianza (Anova)

Es una herramienta estadistica de gran utilidad que se aplica en el
tratamiento de datos estadisticos. La finalidad det Anova es comparar
diversos valores medios para determinar si alguno de ellos difiere
significativamente del resto. Se trata de disponer en una tabla ciertos
valores que conducen a un valor Fc. Este modelo es apropiado en
aquellas situaciones donde se tiene un solo factor o variable
independiente con "¢” niveles o tratamientos. En este disefio nos intereso

probar las siguientes hipétesis:

Ho: Las medias de las ¢ poblaciones son iguales.

H4: No todas las medias de las ¢ poblaciones son iguales.
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También se puede plantear la hip6tesis en funcion de los efectos de los
tratamientos asi:
Hoq: Los tratamientos no producen efecto.

H,: Alguno de los tratamientos produce efecto.

Para probar esta hipétesis se toma una muestra aleatoria de cada una de
las ¢ poblaciones y se examina la cantidad de variacion dentro de cada
una de estas muestras en relacién con la cantidad de variacion entre las
muestras. Si no se rechaza H, entonces las medias de las ¢ poblaciones
son iguales; es decir, no existe ningun efecto de los tratamientos sobre
variable respuesta. En el cuadro N° 4.2 se registra los cuadros de

ensayos anova.

CUADRO N° 4.2
CUADRO DE ENSAYOS ANOVA

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADOS Fe
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS
_ SCTr
Tratamientos |c-1 SCTr MTr =7
SCE _CMTr
Error n-c SCE CME = n—c " CME
Total n-1 SCT

Fuente: Elaboracion propia

Para un andlisis de varianza vamos a considerar las pruebas de cola
derecha utilizando una distribucién F con grados de libertad ¢ -1y n - c.

Se toma la decisién contrastando el estadistico de prueba con el valor
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critico, una vez que se ha completado la tabia y se ha calculado el
-estadistico de prueba, se compara el Fc con el Ft. Si Fc> que Ft rechazo
Ho, lo que indica que alguna de las medias difiere o que alguno de los

tratamientos esta produciendo algun efecto.
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V.

RESULTADOS

5.1. Obtencion del aceite esencial de molle

Con el propésito de obtener las condiciones adecuadas y lograr un mayor

rendimiento para la obtencion del aceite esencial de las hojas de molle se

modifico las variables independientes tales como: cantidad de hojas de

molle (kg), cantidad de agua {l) y tamafio de 'particula (cm) y se realiz6 8

pruebas experimentales registrado en el disefio factorial del cuadro N°

41.

Los resultados obtenidos de nuestros ensayos se registran en el cuadro

N° 5.1.

CUADRO N° 5.1
RESULTADOS DE LA OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

N© -V.ariables Vector de respuesta

de | Cantidad Cantidad | Tamafio | Volumen | Tiempo de

pru de de de de obtencion | Rendimie

eba | material agua particula | obtencién (min}- nto (%)
s vegetal (n {cm) {ml)

(kg)

1 0.75 6.00 1.50 5.50 60.00 0.73
2 0.75 6.00 -3.50 5.50 69.00 0.73
3 0.75 8.00 1.50 6.50 96.00 0.87
4 0.75 8.00 3.50 4.50 90.00 0.60
5 1.50 6.00 1.50 18.00 99.00 1.20
6 1.50 6.00 3.50 15.00 194.00 1.00
7 1.50 8.00 1.50 17.00 114.00 1.13
8 1.50 "~ 8.00 3.50 15.50 139.00 1.03

Fuente: Elaboracion propia
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Con los datos de la 1° prueba, 3° prueba, 5° prueba y 7° prueba para la
obtencién de aceite esencial de molle en el cuadro N° G (ver anexo N° 5)
se realizd la superposicion de graficas para un tamario de particula de 1.5

cm la cual se registra en el grafico N° 5.1.

GRAFICO N° 5.1
SUPERPOSICION DE GRAFICAS DE LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE PARA UN TAMANO DE PARTICULA DE 1.5 cm

20.00 -
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Fuente: Elaboracién propia

Con los datos de la 2° prueba, 4° prueba, 6° prueba y 8° prueba para la
obtencién de aceite esencial de molle en el cuadro N° 10 {ver anexo N° 5)
se realizd la superposicion de graficas para un tamano de particula de 3.5

cm la cual se registra en el grafico N° 5.2.
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GRAFICO N° 5.2
SUPERPOSICION DE GRAFICAS DE LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE PARA UN TAMANO DE PARTICULA DE 3.5 cm
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Fuente: Elaboracion propia

CUADRO N° 5.2
RENDIMIENTO PROMEDIO DE LA OBTENCION DE ACEITE

ESENCIAL DE MOLLE
] G Vo e [ e de |
Pruebas | egetal (kg) (mi) (min) (%)
1 0.75. 5.50 60.00 0.73
2 0.75 5.50 69.00 0.73
3 0.75 6.50 96.00 _ 0.87
4 0.75 4.50 90.00 0.60
5 150 18.00 99.00 120
6. 150 15.00 194.00 1.00
7 1.50 17.00 114.00 113
8 | 150 15.50 139.00 103
Rendimiento Promedio=0.92%

Fuente: Elaboracion propia

LY
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Con los datos de las 8 pruebas experimentales para la obtencién de
aceite esencial de molle en el cuadro N° 11 (ver anexo N° 5) se realizé la

superposicion de graficas ta cual se registra en el grafico N° 5.3.

GRAFICO N° 5.3
SUPERPOSICION DE GRAFICAS DE LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE
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Fuente: Elaboracién propia

5.2. Caracterizacion fisica
5.2.1. Determinacién de la humedad

Se determiné el porcentaje de humedad de las hojas de molle para cada

prueba experimental y los resultados se registraron en el cuadro N° 5.3.
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~ CUADRON°5.3
PORCENTAJE DE HUMEDAD DE LAS HOJAS DE MOLLE

N° Pruebas

%-Humedad o

1

29.00

31.00

28.00

32.50

29.50

34.00

N Ol AWM

25.50

8

28.70

Promedio

29.77

Fuente: Eiaboracion propia

5.2.2. Determinacion de ia densidad y el indice de refraccion

La densidad (NTP 319.081:1974) y el indice de refraccion (NTP

319.075:1974) obtenidos se muestran en el cuadro N° 5.4.

CUADRO N° 5.4
DENSIDAD E iNDICE DE REFRACCION

N°  |Densidad{ Indice de
pruebas | (g/mi) refraccién‘
1 0.8994 1.50
2 0.8921 1.493
3 0.8914 1.495

Promedio| 0.8943 1.496

Fuente: Elaboracion propia
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5.2.3. Determinacidn de la solubilidad en etanol

La solubilidad en etano! al 90% se analizé en el laboratorio Labicer de la
Universidad Nacional de Ingenieria, empleando la Norma Técnica
Peruana para los aceites esenciales: NTP 319.084:1974 (Ver Anexo N° 3},

dandonos como resultado el siguiente:

Solubilidad en etanol al 90%: Soluble en 0.1 a2 1.2 ml.

5.3. Caracterizacion quimica
5.3.1. Determinacion del indice de éster

La determinacion del indice de éster se analizd en el laboratorio Labicer
de la Universidad Nacional de Ingenieria, empleando la Norma Técnica
Peruana para los aceites esenciales: NTP 319.088:1974 (Ver Anexo N°

3), dandonos como resultado el siguiente:

Numero de éster (mg KOH / g aceite):10.43

5.3.2. Determinacion del indice de acidez

La determinacion del Indice de acidez se analizé en el laboratorio Labicer
de la Universidad Nacional de ingenieria, mediante la Norma Técnica
Peruana para los aceites esenciales: NTP 319.085.1974 (Ver Anexo N°

3), el resultado es el siguiente:

indice de acidez (mg KOH / g aceite): 2.74
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5.3.3. Identificacion de los componentes de aceite esencial de molie
(Schinus molle L.) por Cromatografia de Gases-Espectrometria

de Masas

De acuerdo con el analisis de cromatografia de gases acoplado a
Espectroscopia de masas, el cromatograma resultante (Ver Anexo N° 3)

registré 62 componentes voldtiles en el aceite esencial de molle.

Para identificar tales compuestos fue necesario comparar el tiempo de
retencidén experimental (min), con el tiempo de retencién teérico (min); ya
que en el ensayo, a la salida de la columna cada componente es
registrado por el detector en un determinado tiempo y bajo la forma de
picos; estos tiempos fueron comparados con tiempos de retencion
estandares establecidos para cada tipo de compuesto (estandares
pertenecientes al laboratorio Labicer de la Universidad Nacional de

Ingenieria de Lima, Perd).

El tiempo de retencidbn experimental, teérico y el % area de cada

componente, se registran en el cromatograma (Anexo N° 3).

Los componentes volatiles mayoritarios identificados del aceite esencial
de las hojas de molle segiin su tiempo de retencion experimental (TRE)
de acuerdo a los cromatogramas {Anexo N° 3), se registran en el cuadro

N°5.5.
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CUADRO N° 5.5
TIEMPO DE RETENCION E IDENTIFICACION DE COMPONENTES

VOLATILES MAYORITARIOS
N° | TRE(min) | % Area identificacién
1 21.48 17.13 a-felandrenc
2 12.51 16.57 g-pineno
3 2584 11.03 D-Limoneno
4 13.82 10.92 Camphene
5 24 .87 6.22 o-Cymene
Byciclo [3.1.1] heptane, 6,6-dimethyl-2-2
6 16.94 4.87 methylene. (15)
7 19.62. 4.01 B-Myrcene,
8 11.39 2.25 Tricyclo [2.2.1.0 (2,6)] heptane, 1,7,7-trimethyl
9 58.06 0.23 Caryophyllene
10 66.28 0.19 Byciclo [10.1.0] tridec-1-ene
Bicyclo {3.1.0] hex-2-ene,2methyl-5-(1-
11 11.95 0.16 methylethy)
12 5.20 0.14 Hexane, 2 4-dimethy! ‘
1H-cyclopropala]naphtalene, 1a,2,3a,4,5,6,7b-
13 57.63 0.11 octahydro-1,1,3a,7
Naphtalene,1,2,4A 5 8 8a-hexahydro-4,7-
14 62.62 0.10 dimethyl-1-(1-methylethyl)
Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-
15 61.49 0.08 methyletheny-4-{1-methylethyl)
16 36.43 0.08 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)
17 59.59 0.05 Humulene
18 4.44 0.04 Toluene
1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-
19 23.25 0.04 methylethyl)
20 30.74 0.04 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyi-(Z)
21 321 0.04 y -Terpinene
22 51.56 0.04 Bornyl acetate
23 61.66 0.04 a-Muurolene
24 62.22 0.04 ¥ - Muurclene
25 38.88 0.03 Nonanal
Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2, 4-bis(1-
26 56.84 0.03 methylethenyl)
27 26.08 0.02 Eucalyptol
28 50.84 0.02 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl-,(Z)-
29 59.92 0.02 Alloaromadendrene
Cyclohexane methanol, 4-ethenyl-.
31 61.84 0.02 Alpha., .alpha.,4-frimethyi-3-(1-methyl)
32 64.82 0.02 (2E,4S,7E)-4-Isopropyl-.1 ,7dimethyleyclodeca-
2 7-dienol
a3 44 66 0.01 Terpinen-4-cl

Fuente: Laboratorio Labicer. Universidad Nacional de Ingenieria.2017
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5.4. Determinacion del efecto antimicrobiano

5.4.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

a) Escherichia coli ATCC 25922

Se empled 2 concentraciones. El efecto del aceite esencial de molle sobre

el crecimiento de Escherichia coli en UFC/ ml se registré en el cuadro N°

5.6 y en el cuadro N° 5.7 se registr6 en 'Log UFC/mI.

CUADRO N° 5.6
EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE MOLLE SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Escherichia coli EN UFC/ml

UFC/ml
Concentraciones experimentales en mi de aceite
Tiempo esencial / ml de
(horas) Control inoculo
0.10 1.60
0.00 20000 162181 144544
0.80 104713 19953 44668
1.60 467735 8913 16982
2.40 4466836 6310 10471
425 247275000 80235000 78000
23.25 2.8917E+11 25233333 4372666667
Fuente: Elaboracion propia
CUADRO N° 5.7

EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE MOLLE SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Escherichia coli EN Log UFC/ml

Log UFCiml|

Concentraciones experimentales en mi de aceite.

Tiempo esencial/ ml de

{horas) Controf inoculo ,
0.10 1.60
0.00 4.30 5.21 5.16
0.80 5.02 4.30 4.65
1.60 567 3.95 4.23
240 6.65 3.80 4.02
425 8.39 7.90 489
23.25 11.46 7.40 9.64

Fuente: Elaboracion propia
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En el grafico N° 5.4 se registra la curva de crecimiento de Escherichia coli

a diferentes concentraciones de aceite esencial de molle.

GRAFICO N° 5.4

CURVA DE CRECIMIENTO DE Escherichia coli A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE
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Fuente: Elaboracién propia

La fase de muerte o declive de Escherichia coli se observa hasta tas 2.40

horas (segin el cuadro N° 5.6) por lo tanto la concentracidén minima

inhibitoria (CMI) se registra en el cuadro N° 5.8.

CUADRO N° 5.8

MUERTE TOTAL DE LA BACTERIA Escherichia coli

Concentraciones | Reduccion Muerte total

mi AE / mi de (%) de bacterias

inoculo (%)
0.10 3.89 96.11
1.60 7.24 92.76

Fuente: Elaboracion propia
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En el cuadro N° 5.9 se observa la fase de muerte o declive baéteriana
hasta las 2.40 horas, con estos datos se realiza la curva de letalidad K
(Velocidad de muerte celular) del aceite esencial de molle sobre

Eschernichia coli el cual se registra en el grafico N° 5.5.

CUADRO N° 5.9
FASE DE MUERTE O DECLIVE DE Escherichia coli
Log UFC/ml 7
Concentraciones experimentales en mi de
Tiempo aceite esencial / ml de
(horas) | Control inoculo
7 0.10 1.60
0.00 | 4.30 _ 5.21 516
0.80 5.02 4.30 4.65
- 1.60 - 567 3.95 4.23
2.40 6.65 3.80 4.02

Fuente: Elaboracién propia

GRAFICON° 5.5
CURVA DE LETALIDAD K (VELOCIDAD DE MUERTE CELULAR) DEL.
ACEITE ESENCIAL DE MOLLE SOBRE Escherichia coli
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Fuente: Elaboracion propia
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Con los datos del grafico N° 5.5 y con los datos del cuadro N° 5.8 se .

realiza el cuadro N° 510 en la cual se registra la letalidad K (Log

(UFC/ml)/h) del aceite esencial de molle sobre Escherichia coli.

LETALIDAD K (Log (UFC/ml)/h) DEL ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

CUADRO N° 5.10

SOBRE Escherichia coli
‘ . Muerte
Concentraciones Reduccién total de (-K) ,
ml.AE / ml de (%) bacterias {Log R
inoculo (%) (UFC/ml)/h)
. .0.10 3.89 96.11 0.5725 0.8742
1.60 7.24 892.76 0.4800 0.9695

Fuente: Elaboracién propia

En el grafico N° 5.6, se registra la letalidad K (Log (UFC/ml)/h) del aceite

esencial de molle sobre Escherichia coli.

LETALIDAD K (VELOCIDAD DE MUERTE CELULAR) DEL ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE SOBRE Escherichia coli

GRAFICO N° 5.6
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Fuente: Elaboracién propia
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b) Staphylococcus aureus ATCC 25923
Se empled 6 concentraciones. El efecto del aceite esencial de molle sobre
el crecimiento de Staphylococcus aureus en UFC/ mi se registré en el

cuadro N° 5.11 y en el cuadro N° 5.12 se registré en Log UFC/ml.

CUADRO N° 5.11
EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE MOLLE SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Staphylococcus aureus EN UFC/ml

Log UFC/iml

Concentraciones experimentales en ml de aceite esencial/
‘ : ml de
Horas | control inoculo

0.05 0.10 0.20 0.40 0.80 1.60
0 2456667 | 1776667 | 3693000 | 1940000 | 3590000 | 2720000 | 3388442

242 | 13450000 | 1430000 | 2511800 | 1819701 | 1566667 | 1862087 | 35481

§.33- | 127333333 | 2299250 | 794328 | 584000 } 1600500 | 768250 3880

24.17 | 323333333 | 3852750 | 79433 67608 47863 31623 191
28.17 | 119000000 | 592500 | 16982 21733 23833 22833 170

50.00 | 60250000 | 698667 1250 4597 850 8975 14
Fuente: Elaboracion propia

CUADRO N° 5.12
EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE MOLLE SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Staphylococcus aureus EN Log UFC/ml

Log UFC/m!
Horas Concentraciones experimentales en mi de acelite esencial/ mi |
Control ' de
_ inoculo

0.05 0.10 0.20 0.40 080 | 1.60
0 6.39 6.25 6.59 6.29 6.56 6.43 6.53
242 7.13 6.16 6.40 6.26 6.19 6.27 4.55
5.33 8.10 6.36 5.90 577 6.20 589 3.59
24,17 8.51 6.59 4.90 483 | 468 4.50 2.28
28.17 8.08 577 423 4.34 438 4.36 223
50.00 7.78 584 348 367 2.93 3.95 1.15

Fuente: Elaboracion propia
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En el grafico N° 5.7 se registra fa curva de crecimiento de Staphylococcus
aureus a diferentes concentraciones de aceite esencial de molle.
GRAFICO N° 5.7

CURVA DE CRECIMIENTO DE Staphylococcus aureus A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACEITE ESENCIAL DE

MOLLE
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Fuente: Elaboracidn propia

La fase de muerte o declive de Staphylococcus aureus se observa hasta
las 50 horas para las concentraciones en mi de aceite esencial/ml de
indculo de 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 1.6 (segun el cuadro N° 5.11) por lo tanto la

concentracién minima inhibitoria (CMI) se registra en el cuadro N° 5.13.
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CUADRO N° 5.13
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA PARA Staphylococcus

aureus
Concentraciones | Reduccién Muerte total
mil AE / ml de (%) de bacterias
inoculo _ _ (%)
0.05 39.32 ' 60.68
0.10 0.03 99.97
0.20 0.24 \ 99.76
0.40 0.02 99.98
0.80 0.33 - 9967
1.60 0.00 99.99

Fuente: Elaboracion propia

En el cuadro N° 5.14 se observa la fase de muerte o declive bacteriana
hasta las 50 horas, con estos datos se realiza la curva de letalidad K
(Velocidad de muerte celular) del aceite esencial de molle sobre

Staphylococcus aureus el cual se registra en el grafico N° 5.8.

CUADRO N° 5.14
FASE DE MUERTE O DECLIVE DE Staphylococcus aureus

Log UFC/ml

Concentraciones experimentales

Horas | control | en ml de aceite esencial / ml de
inoculo

010 0.20|{ 0.40 | 0.80 | 1.60

0 6.39 659 1629|656 | 643 | 6.53
2.42 7.13 640 1626]6.19 | 6.27 | 455
5.33 8.10 590 (577]6.20| 589 | 3.59
2417 | 8.51 490 (483|468 | 4.50 | 2.28
28.17 | 8.08 423 4341438 | 436 | 223
5000 | 7.78 348 367293 395 | 1.15

Fuente: Elaboracién propia
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GRAFICO N° 5.8
CURVA DE LETALIDAD K (VELOCIDAD DE MUERTE CELULAR) DEL
ACEITE ESENCIAL DE MOLLE SOBRE Staphylococcus aureus
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Fuente: Elaboracién propia

Con los datos del grafico N° 5.8 y con los datos del cuadro N° 5.13 se
realiza el cuadro N° 5.15 en la cual se registra la letalidad K (Log

(UFC/ml)/h) del aceite esencial de molle sobre Staphylococcus aureus.
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CUADRO N° 5.15
LETALIDAD K (Log (UFC/mI)/h) DEL ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

SOBRE Staphylococcus aureus

Concentraciones ‘s Muerte K
ol AE fmi o Reduccion | total de ((Lo; R?
inoculo (%) ba‘;ﬁz;'as (UFC/mi)ih)

0.10 0.03 99.97 0.0630 | 09615
0.20 0.24 99.76 0.0547 0.9643
0.40 0.02 99.98 0.0723 | 09959
0.80 0.33 35.67 0.0531 0.9058
160 0.00 §9.99 0.0885 | 0.7866

Fuente: Elaboracion prbpia

En el grafico N° 5.9 se registra la letalidad K (Log (UFC/mi)h) del aceite

esencial de molle sobre Staphylococcus aureus.

LETALIDAD K (VELOCIDAD DE MUERTE CELULAR) DEL ACEITE

GRAFICON° 5.9
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5.5. Anilisis estadistico de resultados

Se realiz6 los andlisis de varianza para los rendimientos obtenidos segtin

las variables analizadas en la obtencidn por arrastre con vapor del aceite

esencial de las hojas de molle. En el cuadro N° 5.16 se registra la

informacion del factor y el cuadro N° 5.17 se observa el andlisis de

varianza de rendimiento vs cantidad de material vegetal, cantidad de agua

y tamafio de particula.

CUADRO N° 5.16
INFORMACION DEL FACTOR
_. Factor. Tipo Niveles Valores.
' Cantidad de material vegetal | Fijo 2 0.75, 1.50
Cantidaddeagua | Fijo | 2 6,8
| Tamafiode particula | Fijo. 2 15,35

Fuente: Elaboracion propia

CUADRO N° 5.17
ANALISIS DE VARIANZA DE RENDIMIENTO VS CANTIDAD DE
MATERIAL VEGETAL, CANTIDAD DE AGUA Y TAMANO DE

PARTICULA
Fuente _GL SC MC. F P
fCa'ntidad de material vegetal | 110.231200 | 0.231200 { 72.53 _0.001_!
Cantidad de agua 1]0.001250 | 0.001250 | 0.39 | 0.565
- Tamario de particula - 110.051200 | 0.051200 | 16.06 0.016j
Etror 410.012750 | 0.003188
Total 71.0.296400 | N

Fuente: Elaboracién propia
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El analisis de regresién realizado con los valores obtenidos generd el
siguiente resumen de modelo que se registré en el cuadro N° 5.18 y en el
grafico N° 5.10 se registra la curva de contorno de! rendimiento vs
cantidad de material vegetal, cantidad de agua.

CUADRO N° 5.18
RESUMEN DEL MODELO

Y S R-cuad 8
S :.‘:-‘,»:;‘h" R & (ajﬁs_t_a_do) ‘
0.0564579 95.70% 92.47%

Fuente: Elaboracién propia

GRAFICO N° 5.10
CURVA DE CONTORNO DEL RENDIMIENTO VS CANTIDAD DE
MATERIAL VEGETAL, CANTIDAD DE AGUA
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Fuente: Elaboracién propia
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En el grafico N° 5.11 se registrd la curva de contorno del rendimiento vs

cantidad de agua, tamafio de particula.

- GRAFICO N° 5.11
CURVA DE CONTORNO DEL RENDIMIENTO VS CANTIDAD DE

AGUA, TAMANO DE PARTICULA
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Fuente: Elaboracion propia

93



VL. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Contrastacion de hipétesis con los resultados

Hipétesis general

El aceite esencial de molle (Schinus molle L) obtenido por el método de
arrastre con vapor reducen la carga microbiana significativamente sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia Coli debido a sus caracteristicas

fisicas y quimicas.

La obtencion del aceite esencial de las hojas de molle fue investigado
usando el método de destilacion por arrastre con vapor. El aceite es
menos denso que el agua, esto permite la separacion del aceite esencial

del agua despues de la obtencion.

Las caracteristicas fisicas del aceite esencial de las hojas de molle
presentd una densidad promedio de 0.8943 g/ml, el indice de refraccion

obtenido es de 1.496 y la solubilidad en etanol al 90% fue de 0.1 a 1.2 vol.

La caracteristicas quimicas del aceite esencial de las hojas de molle
presentd el numero de éster de 10.43 mg KOH / g aceite y el indice de

acidez de 2.74 mg KOH / g aceite.

Los analisis de cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de
masas registré 62 componentes volatiles en el aceite esencial de las

hojas de molle, siendo los componentes voldtiles mayoritarios
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alphapheilandrene (17.13 %), alphaPinene (15.57 %), D-limonene (11.03
%) y Camphene (10.92 %), por lo tanto, se puede decir que estos
compuestos quimicos son los responsables de las propiedades

antimicrobianas que se le atribuyen a esta planta.

Hipétesis especifica 1

Las condiciones adecuadas para llevar a cabo un mayor rendimiento en la
obtencién del aceite esencial de molle (Schinus molle L.) estan
relacionadas con la cantidad de material vegetal, la cantidad de aguay el

tamafdio de particula.

Se determiné que para llevar a cabo un mayor rendimiento en la
obtencién del aceite esencial de hojas de molle se utilizé un tamafo de
particuia de 1.50 cm, cantidad de material vegetal de 1.50 kg y cantidad
de agua de 6 |, de la cual se obtuvo un rendimiento de 1.20 %, como se

puede apreciar en la superposicién de graficas N° 5.1.

En el grafico N° 5.2 se registra la superposicion de graficas de la
~ obtencién de aceite esencial de molle para un tamario de particula de 3.5
cm, donde se obtuvo que el mayor rendimiento es de 1.03 %, con una
cantidad de material vegetal de 1.50 kg y cantidad de agua de 8 |.

De estos resultados se concluye que a menor tamafio de particula y
menor cantidad de agua se obtuvo un mayor rendimiento de 1.20 %.
También se concluye que la cantidad de agua, para las mismas

cantidades de material vegetal, no influye en la velocidad de obtencién.
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En el cuadro N° 5.17 se registré el analisis de varianza de rendimiento vs
cantidad de material vegetal, cantidad de agua y tamafo de particula
donde se observa que el p-valor es > a 0.05 en la variable cantidad de
agua, por lo tanto, se acepta la hipétesis nula y se puede concluir que la
influencia de la cantidad de agua no tiene efecto significativo sobre el

rendimiento de obtencion.

Hipétesis especifica 2
El aceite esencial de molle (Schinus molle L) contiene como

componentes antimicrobianos al pineno y terpinen-4-ol.

El aceite esencial de molle (Schinus molle L.) contiene como
componentes antimicrobianos al pineno (15.57 %), como componente
mayoritario volatil, y al terpinen-4-ol (0.01 %) como componente

minoritario.

Hipdtesis especifica 3
El efecto antimicrobianc del aceite esencial de molle (Schinus molle L.)
sobre Staphylococcus aureus y Escherichia Coli tiene un efecto

significativo.

En el cuadro N°5.7 se observa las concentraciones del aceite esencial
de molle sobre Escherichia coli, de la cual se obtiene la grafica N° 5.4 en
la que se registra la curva de crecimiento y se puede concluir que este

microorganismo tiende a resistir al antimicrobiano. Segiin el cuadro N°
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5.9 se determiné que la fase de muerte o declive de Escherichia coli se
registra hasta las 2.40 horas pero no se puede decir que se trata de un
antimicrobiano, segln el cuadro N°® 5.8 para la concentracion 0.10 ml
AE/ml inoculo se reduce a 96.11 % y para la concentracion de 1.60 m|
AE/ml inoculo se reduce a 92.76 %, porque las concentraciones
empleadas no fueron suficientes para eliminar el 99,9 % del inoculo inicial
(esto se establece para CMI de un antibi6tico). En el cuadro N° 5.10 se
registra la letalidad K (velocidad de muerte celular) del aceite esencial de
molle sobre Escherichia coli para la concentracion de 0.10 ml AE / mi
inoculo es 0.5725 Log (UFC/ml) / h y para la concentracion de 1.60 mi AE

/ miinoculo es 0.4800 Log (UFC/mI) / h.

En el cuadro N° 5.12 se muestran las concentraciones empleadas para
Staphylococcus aureus, de la cual se obtiene la grafica N° 5.7 donde se
registra ef efecto antimicrobiano del aceite esencial de molle sobre
Staphylococcus aureus. Segun el cuadro N° 5.14 se determiné que la fase
de muerte o declive de Staphylococcus aureus se registra hasta las 50
horas y en el cuadro N° 5.13 se puede determinar que la concentracion
minima inhibitoria es de 0.10 ml AE / ml inoculo con la muerte del 99.97 %
del inoculo inicial, el cual corresponderia a un antimicrobiano porque la
concentracion es suficiente para eliminar el 99,9 % del inoculo inicial. En
el cuadro N° 5.15 se registra la letalidad K (velocidad de muerte celular)
del aceite esencial de molle sobre Staphylococcus aureus, para la

concentracion de 0.10 ml AE / ml inoculo es 0.0630 Log (UFC/ml) / h.
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6.2. Contrastacion de resultados con otros estudios similares

Hipétesis general

La densidad del aceite esencial de las hojas de molle presenté una
densidad promedioc de 0.8943 g/ml, respect6 a los resultados obtenidos
estos se encuentran un 3.3 % por encima de los valores reportados en la
literatura de Alba et al, 2009, que fue de 0.8658 g/ml. El indice de
refraccion obtenido es de 1.496 y se encuentra dentro del rango promedio
(1.4951-1.5032) obtenido por Viturro, et al., 2010. Segun estos resultados
se puede concluir que el aceite esencial cbntiéhe hidrocarburos
aromaticos ya que el aceite tiene una densidad menor de 0.9 y su indice

de refraccién es mayor a 1.47 segin Viturro, et al., 2010.

El analisis de cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de
masas registrd 62 componentes volatiles en el aceite esencial de las
hojas de molle, siendo los componentes volatiles mayoritarios
alphapheliandrene (17.13 %), alphaPinene (15.57 %), D-limonene (11.03
%) y Camphene (10.92 %). Estos componentes identificados concuerdan
con estudios anteriores, no obstante, los compuestos mayoritarios del
aceite esencial de las hojas de molle obtenidos por Viturro et al., (2010)
fue sabineno (19.1 %), p-cimeno (7.9 %), limoneno (7.3 %), A-cadineno
(8.2 %), mientras que los componentes alphaphellandrene (4.3 %),
alphaPinene (4.5 %) y Camphene. (6.1 %) se encontraron en menor
proporcion, esta diferencia pudiera deberse a multiples factores

ambientales como altura, localizacién, clima, época de cultivo, etc.
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Hipoétesis especificas 1

Los rendimientos de las 8 pruebas experimentales realizadas para la
obtencion de aceite esencial de hojas de molle se registra en el cuadro N°
5.1, donde se observa que para una cantidad de material vegetal de hojas
de molle de 1.50 kg, cantidad de agua de 6 | y un tamafio de particula de
1.50 cm se obtuvo un mayor rendimiento de 1.20 %, este resultado estuvo
dentro del rango de rendimiento obtenido por Viturro et al, 2010 pues
registraron rendimientos de aceite esencial de hojas de molle de 1-3.04

%.

Hipotesis especificas 2
El aceite esencial de molle (Schinus molle L)) contiene como
componentes antimicrobianos al pineno (15.57 %), como componente

mayoritario, y al terpinen-4-ol (0.01%), como componente minoritario.

Los resultados fueron contrastadas con la literatura obtenida por Viturro et
al., 2010 se puede apreciar que el componente mayoritario fue sabineno
(19.1%), mientras que el pineno solo se obtuvo un (4.5%) y el terpinen 4-
ol no se encontré como componente, en Costa Rica se obtuvo sabineno al
(22.7%) y terpinen-4-ol al (0.2 %) y en Brasil se obtuvo sabineno al (32.9
%) y terpinen-4-ol al (1.0 %). Se puede concluir que esta diferencia se
debe a multiples factores ambientales como altura, localizacién, clima,

época de cultivo, etc.
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Hipotesis especificas 3

Las concentraciones empleadas del aceite esencial de molle sobre
Escherichia coli tuvo un leve efecto antimicrobiano en las primeras 2.40
horas, pero no fueron suficientes para eliminar el 99,9 % del inoculo inicial
por lo tanto no se considerd al aceite esencial de mollé cOmo un
antimicrobiano sobre esta bacteria, por ofra parte segin De Mendonga ef
al., 2012, la concentracidon minima inhibitoria del aceite esencial de molle

para Escherichia coli fue de 11,25 mg / mi.

Para Staphylococcus aureus se registra el efecto antimicrobiano hasta las
50 horas y se puede determinar que la concentracién minima inhibitoria
(CMI) es de 0.10 ml AE/ml inoculo con la muerte del 99.97 % del inoculo
inicial, el cual corresponderia a un antimicrobiano porque la concentracion
es suficiente para eliminar el 99,9 % del inoculo inicial, si comparamos el
resultado con referencia a lo sefialado por De Mendonga ef al., 2012,
quien obtuvo una concentracion minima inhibitoria para Staphylococcus
aureus de 2,81 mg / ml, se concluye una menor concentracion de aceite

esencial de molle en nuestros resultados.
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b)

d)

VIl. CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicas del aceite esencial de las hojas de molle
presentd una densidad promedio de 0.8943 g/ml, el indice de
refraccion obtenido fue de 1.496 y la solubilidad en etanol al 90% fue

de01a12ml

La caracteristicas quimicas del aceite esencial de las hojas de molle
presentd el nimero de éster de 10.43 mg KOH / g aceite y el indice

de acidez de 2.74 mg KOH / g aceite.

Los analisis de cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de
masas registré 62 componentes volatiles en el aceite esencial, siendo
los componentes mayoritarios alphaphellandrene (17.13 %),

alphaPinene (15.57 %), D-limonene (11.03 %) y Camphene (10.92 %).

Mediante esta investigacion se ha demostrado que las condiciones
adecuadas para obtener el mayor rendimiento (1.20 %) en la
obtencion del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.)
son: cantidad de material vegetal de hojas de molle de 1.50 kg,
cantidad de agua de 6 |, tamafio de particula de 1.5 cm a un tiempo

de obtencion de 99 minutos.

De los resultados se concluye que a menor tamafio de particula y

menor cantidad de agua se obtuvo un mayor rendimiento y también
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g)

h)

que la cantidad de agua, para las mismas cantidades de material

vegetal, no influye en ia velocidad de obtencion.

De acuerdo al analisis de CG-EM del aceite esencial de las hojas de
molle se registrd al pineno como uno de los componentes volatiles
mayoritarios con un 15.57 % mientras que al terpinen-4-ol como uno

de los componentes minoritarios con un 0.01 %.

El aceite esencial de molle puede ser empleado como antimicrobiano
sobre la bacteria Staphylococcus aureus, debido a que contiene al
componente activo denominado pinenoc como uno de los
componentes volatiles mayoritarios, con una concentracion minima
inhibitoria de 0.10 ml AE/ml inoculo con la muerte del 99.97 % del

inoculo inicial.

El aceite esencial de molle no puede ser empleado como
antimicrobiano sobre la bacteria Escherichia coli, ya que el contenido
del componente activo terpinen-4-ol es minoritario, para la
concentracion 0.10 ml AE/ml inoculo se reduce a 96.1095 % y para la
concentracion de 1.60 ml AE/ml inoculo se reduce a 92.7556 % vy que

es insuficiente para que se cumpla el efecto antimicrobiano.
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a)

b)

VIlIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con la bisqueda de la concentracion minima
inhibitoria para la cepa Escherichia coli, con una poblacién menor a
1X10° UFC/ml evaluado a diferentes concentraciones de aceite

esencial de hojas de molle, debido a que es una cepa muy resistente.

Se recomienda realizar la obtencion de aceite esencial de hojas y
frutos de molle simultaneamente, para obtener en mayor proporcién al
componente activo terpinen-4-ol, con la finalidad de ser empleado

como antimicrobiano sobre la bacteria Escherichia coli.
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Anexo N° 1. Matriz de consistencia completa
Caracterizacion quimica y efecto antimicrobiano del aceite esencial de molle (Schinus molle L.) obtenido por el

método de arrastre con vapor

ANEXOS

PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLE DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES METODO
£Cual es la Determinar la caracterizacion | El aceite esencial de molle (Schinus | Y= Caracterizacion  fisica, | - %. - Rendimiento. -Normas técnicas
caracterizacion fisica, fisica, quimica y el efecto | molfe L) obtenido por el método de quimica y efecto | - Adimensional - Indice de refraccién. Peruanas
quimica y el efecto antimicrobiano del aceite | arrastre con vapor reducen la carga antimicrobiano  del  aceite { _ g/m|, - Densidad y densidad 319.084:1974 para
antimicrobiano del aceite esencial de molle {(Schinus molle | microbiana significativamente sobre esencial de molle (Schinus relativa. los aceites
esencial de molie L.) obtenido por el método de | Staphylococcus aureus y Escherichia molle L) obtenido por el { . oypy. - Solubilidad en etanol. asenciales.
(Schinus moile L.}y arrastre con vapor. Colfi debido a sus caracteristicas método de arrastre con vapor. | | mg KOH/g. - indice de acidez.
obtenido par el método fisicas y quimicas, - mg KOH/g. - Indice de éster.
de arrastre con vapor?

SUB - PROBLEMA OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES METODO
INDEFENDIENTES
a. ¢(Cudles son las a. Determinar las condiciones a. Las condiciones adecuadas para Xy = Condiciones atiecuadas - kg - Cantidad de hojas de - Experimental.
condicicnes adecuadas adecuadas para la obtencion llevar a cabo un mayor rendimiento en para la obtencion del aceite maolle.
para la obtencién del del aceite esencial de molle ia obtencion del aceite esencial de esencial de moile (Schinus - - Cantidad de agua,
aceite esencial de molle (Schinus molle L.}, mofle (Schinus mofle L) estan mofle L.). - cm - Tamafio de particula.
(Schinus molls L.)? relacionadas con la cantidad de
material vegetal, la cantidad de agua y
el tamafio de particula.
b. iCudles son los b. Determinar los b. El aceite esencial de moile (Schinus X; = Componentes activos - % - Composicion quimica. - Cromatografia de
componentes activos del componentes  activos  del molle L.) contiene como componentes del aceite esencial de molle gases con
aceite esencial de molle aceite esencial de molle antimicrobianos al pineno y terpinen-4- (Schinus mofte L.) que le espectroscopia
(Schinus molle L.) que le {(Schinus molle L) que le ol. confiere efecto de masas (CG-
confiere efecto confiere efecto antimicrobianoe. antimicrobiano. EM).
antimicrobiano?
c. ;Cudl es el efecto ¢. Determinar el efecto c. El efecto antimicrobiano del aceite X; = El efecto antimicrobiano -ml de aceite [ - Concentracion  minima - Diluciones
antimicrobiano del aceite antimicrobiano  del  aceite esencial de molle {Schinus molile L.) del aceite esencial de molle esencial/m| de inhibitoria, seriadas
esencial de molle esencial de molle {Schinus sobre Staphylococcus aureus ¥ (Schinus molle L.) sobre indculo, decimales y
(Schinus molle L.) sobre molle L3 sobre Escherichia Coli tiene un efecte Staphylococcus aureus ¥ recuentos en
Staphylococeus aureus y Staphylococcus  aureus y significativo. Escherichia Coli. placa,

Escherichia Coli?

Escherichia Coli.
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Anexo N° 2. Taxonomia de Schinus molle L.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universided del Perii, DECANA DE AMERICA

MUSEOQO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la Conselidacién del Mar de Grau”

CONSTANCIA N°130-USM-2016

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

ia muestra vegetal (planta completa) recibida de KARIN ISABEL PACHECO
HUAMAN, estudiante de la Universidad Naciorial del Callao, ha sido estudiada y
dlasificada como: Schinus mofle L., y tiene [a sigulente posicién taxonémica, segin el
Sistemna de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHRYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDER: SAPINDALES
FAMILIA: ANACARDIACEAE
GENERO: Schinus
ESPECIE: Schinus mofle L.

Nombre vulgar: "molle”
Determinado por: Bigo. Severa Baldedn Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de 1a parte interesada, para fines de

estudios.
Lima, 14 junio de 2016
- {Dra. Haydeé Mbntoy
ot <JEFA DEL HERBARTO SAN MARCOS T4SH)
pos = -
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Anexo N° 3. Analisis fisicos y quimicos del aceite esencial de molle

‘@ A\ UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA ,
3 FACULTAD DL CIENCIAS L ABICER

INFORME TECNICO N° 1006 - 17 - LAB. 12
1. DATOSDEL SDUCITANTE

1,1 NOMBRE DEL SOLICTANTE 1 KARIN PACHECO HUAMAN

12 o © o 42030580

2. CROMOGRAMADEFECHAS

21  FECHADE RECEPCION : o G HORIR0N

22 FECHADE ENSAYC T 00HENT

23 FECHADE EMISION o ATHTINT

3. ANALISIS SOLICITADO T ANALISIE DE ACEITE ESENCIAL

4, DATOS REFERENCIALES DE LA MUESTRA

4% IDENTIFICACION DE LA MUESTRA : DIMUESTRADE ACEITES ESENCIAL DE HOJA DE MOLEE

5  LUGAR DE RECEFCION : LABORATORIOLABICER - FACULTAD DE
CIENGIAS

§  CONDICIONES AHBIENTALES o Temperatura 24.5 *C; Humedad relative 55%

1. EQUIPOS UTILEADCS
CROMATOGRAFD DE GASES. SHIMADZU, sc 2010 Plus,
AUTOMUESTREADDR: SHIMADZL, ADG-000,
Detartords apeckumetf{a de masas: SHIMADZU GCMS-QP?ia Uﬁ:a

£ RESULTADOS
£4.  ANALISIS FISICOQUIMICOS

ARALISIS RESUETADOS " METODO DE REFERENCIA
Indice g ciez,
(70 B o) 274 NTP 319,085
Himero do aster
(o Kot e 1043 NP 316,085
Sovhikadenetanoial 0% | Soluble enlid at.2 voh NTP 312,084

8.2 ANALISIS CUALITATIVO {COMPONENTES VOLATILES)

COMPGNENTE FRINGIPAL. :
HUESTRA Andlisis de Componentes Voltles - | ‘METOD0 DE REFERENCIA
inyection por Hegdspace (H5) -
Aphha—Phelandrane
HyO, CHy
, ” Gromatogratia de gases
Aocife Ze mdamja acopiado a especicometriade
masas
‘ {Area miatva; 20.40%)
“Yaren Joexcs {Tabla #*1) e iete da compussion. di s muestre, obienids por of soéwars dal equips GONSsoltion de
SHIMADZ ollranda s Rorerts NIST,
PIFORME TRCNICO N° 1008-17- LABICER Pagina | de 4

Av, Tiipae Amany 210 Lima 31, Pest. Central: 481 1070, Teléfono: 382 0500, E-rafl: otilie@unt edupe
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9. OBSERVACIONES

Se encontraron 62 componentes volities en fa musstra de acelie esencial ge hoi2 de molis, siendo s
componentes mayortarios: aipha pheliandrena (17.13%), lpha Pinene {15.57%), Camphene {10.024) y

D-timonena {11.02%)
10,  VALIDEZ DEL INFORME TECNICO

Los restitados de este inform téenico Son vélde sofo fave Ja muestra proporclonada por ) solicitante g8l

senvicio en fas condiciones indicadas ded presents orme theko,

iy
,: T

s *"‘( ‘

" ff-F -4 5

o, r. »Ef ‘;
s i ﬂa@maaﬂmén a‘gfx sy Acﬁadeiasz
Analsta Analista W Reshonsable de Andsls
LABICER-UNY LABICER -UNI 2 Jefa de laboraiory
COP 202

Bl Labotaterdo ng sa tesponeabiliza del minsives 1 ds fa procedancls de fa muestra.

INFORME TECNICO N° 1006-17- LABICER Pagina 2 de d

Av. Tigac Amaru 210 Lima 31, Perly. Ceniral: 481 1070, Teléfono; 382 6500, E-meil: ghiliaPemt edupe
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TABLA N*4: RESULTADOS DE COMPOSICION DE ACEITE ESENCIAL
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Anexo N° 4. Normas técnicas peruanas para los aceites esenciales
Los métodos de analisis para la identificacion del aceite esencial de molle

(Schinus molle L.), fueron los siguientes:

Determinacion de la densidad
La densidad se lievo a cabo empleando la Norma Técnica Peruana para
los aceites esenciales: NTP 319.081:1974. La densidad relativa es la

relacion de la densidad del aceite esencial y la del agua destilada.

Determinacion del indice de refraccion

El indice de refraccidbn se determind empleando la Norma Técnica
Peruana para los aceites esenciales: NTP 319.075:1974. El indice de
Refraccion de un aceite esencial es la relacién del seno del angulo de
incidencia al del angulo de refraccion, de un rayo luminoso de longitud de
onda determinada, que pasa del aire al aceite esencial, manteniendo

una temperatura constante.

Determinacion de la solubilidad en etanol

La solubilidad en etanol se llevé a cabo empleando la Norma Técnica
Peruana para los aceites esenciales: NTP 319.084:19?4_ Es aquella cuya
solucién que aclara voliumenes de alcohol de graduacion t, y permanece
constante después de la adicion posterior de alcohol de la misma
concentracion, hasta completar un total de 20 volimenes del aicohol

empleado.
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Determinacion del indice de éster

El Indice de Ester se determiné con la Norma Técnica Peruana para los
aceites ésenciales: NTP 319 088:1974. Es el nimero de miligramos de
hidréxido de potaéio para neutralizar los acidos liberados por hidrélisis de

los esteres contenidos en una muestra de aceite esencial.

Determinacién del indice de acidez

El indice de acidez se determiné con la Norma Técnica Peruana para los
aceites esenciales: NTP 319.085:1974. Es la cantidad de miligramos de
hidréxido de potasio para neutralizar los acidos libres contenidos en

un gramo de aceite esencial.

Identificacién de los componentes del Aceite Esencial de Schinus
molle L. por Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas

Los componentes se determinaron por el método de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas, el cual obtuvo el espectro de
masas de cada componente del aceite esencial de molie con el cual se
obtiene el peso molecular e informacion estructural. Este metodo se llevé
a cabo en un Cromatografc de marca SHIMADZU, GC-2010 Plus;
acoplado a un detector de espectrometria de masas marca SHIMADZU,
GCMS-QP210 Ultra; un automuestreador de marca SHIMADZU, AOC-
6000 y una columna GC RESTEK. RTX-5MS, 30m x 0.25mm ID x 0.25um
df. Serial: 1346249; pertenecientes al laboratorio LABICER de la Facultad

de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria.

117



Anexo N° 5. Pruebas experimentales para la obtencion del aceite

esencial del molle

CUADRON® 1
1° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE
Wapn | Wi | Bmpe | Wi | Wape | Whms
IR (i) I (1) O () O () I () (m!)
0 0.00 21 3.50 42 5.00
3 1.00 24 3.75 45 5.00
6 2.00 27 4.00 48 5.25
9 2.50 30 4.25 51 5.50
12 2.75 33 4.50 54 5.50
15 3.00 36 4.75 57 5.50
18 3.25 39 4.75 60 5.50
Fuente: Elaboracidén propia
p
GRAFICO N° 1
CURVA DE LA 1° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE
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Fuente: Elaboracién propia
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CUADRO N° 2
2° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

ricmpolliilvolumeniiliTiempollllVolumen i iltiempoJ RV olumen!
B (i) I (0 ) IR (1) (m) {latif) (mi)]
0 0.00 24 3.00 48 4.50
3 0.50 27 3.00 51 5.00
6 1.00 30 3.50 54 5.00
9 1.50 33 3.50 57 5.50
12 1.50 36 3.50 60 5.50
15 2.00 39 4.00 63 5.50
18 2.50 42 4.00 66 5.50
21 2.50 45 4.50 69 5.50
Fuente: Elaboracién propia
GRAFICO N° 2
CURVA DE LA 2° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE
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Fuente: Elaboracién propia
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CUADRO N° 3
3° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

o | WmEn | oo | e | UEgn | VEmD
| () | Q) {min)} (mi) {{min)) (mi) I
0 0.00 33 4.00 66 5.50
3 1.00 36 4.00 69 6.00
6 1.50 39 4.50 72 6.00
9 2.00 42 4.50 75 6.50
12 250 45 4.50 78 6.50
15 2.50 48 5.00 81 6.50
18 3.00 51 5.00 84 6.50
21 3.00 54 5.00 87 6.50
24 3.50 57 5.50 90 6.50
27 3.50 60 5.50 93 6.50
30 4.00 63 5.50 96 6.50
Fuente: Elaboracion propia
GRAFICO N° 3

CURVA DE LA 3° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE

ESENCIAL DE MOLLE

7.00

Volumen (mil)

40

60

Tiempo (min)

80

100

120

Fuente: Elaboracion propia
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CUADRO N° 4
4° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

- . _ ‘ i ._
0 0.00 33 2.75 66 4.00
3 0.50° 36 2.75 69 4.00
6 1.00 39 2.75 72 4.00
9 1.50 42 3.00 75 450
12 1.50 45 3.00 78 450
15 1.50 48 3.00 81 4.50
18 2.00 51 3.25 84 4.50
21 | 200 s4 | 3.5 g7 4.50
24 2.50 57 3.25 90 4.50
27 250 60 3.50
30 2.50 63 3.50

Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO N° 4
CURVA DE LA 4° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE
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Fuente: Elaboracién propia
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CUADRON® 5 ,
5° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

(i) I () {min) Jg (o) | (al i
- J Qo) | (1
0 0.00 36 9.00 72 14.50
3 1.00 39 9.50 75 14.50
6 2.00 42 10.00 78 15.50
9 3.00 45 10.50 81 16.00
12 4.00 48 11.00 84 17.00
15 4.50 51 11.50 87 17.50
‘ 18 5.50 54 12.00 90 18.00
21 6.00 s7 12.50 93 18.00
24 7.00 60 12.50 96 18.00
27 7.50 63 13.00 99 18.00
30 8.00 66 13.50
33 8.50 69 13.50
Fuente: Elaboracidn propia
GRAFICON° 5
'CURVA DE LA 5° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE
20.00
18.00 W'vv
16.00 f -
. 1400
2 12.00
& 1000 il
£ »
_g 8.00
Z 600 i
4.00 7.
200 —f3
0.00 qg_, .
20 49 &0 280 100 120
Tiempo (min)

Fuente: Elaboracion propia
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6° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE

CUADRON° 6

ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

e e e =
0 0.00 57 8.50 114 11.50

.3 1.00 60 9.00 119 11.50
6 2.00 63 9.00 124 11.50
9 2.50 66 9.00 129 12.00
12 3.00 69 900 | 134 1250
15 3.50 72 9.25 139 1250
18 3.75 75 9.25 144 13.00
21 4.00 78 9.25 149 13.00
24 4.50 81 9.50 154 13.00
27 5.00 84 9,50 159 13.50
30 6.00 87 9.50 164 13.50
33 6.50 90 10.00 169 14.00
36 7.00 93 10.00 174 14.50
39 7.50 96 10.00 179 15.00
42 7.50 99 10.50 184 15.00
45 7.50 102 10.50 189 15.00
48 8.00 105 11.00 194 15.00
51 8.00 108 11.25
54 8.50 111 11.25

Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO N° 6

CURVA DE LA 6° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE

ESENCIAL DE MOLLE

16.00
14.00
12.00
10.00

8.00

Volumen (ml)

6.00
4.00
2.00

0.00 4§

100

150
Tiempo (min)

200

250

Fuente: Elaboracién propia
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CUADRO N°7

7° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACE!TE ESENCIAL DE MOLLE
e | i | e | WD | iEmp | WD

(0| (m R {(min) I ()] i min) B [(m)]
0 0.00 39 10.00 78 15.00
3 1.50 @ 10.00 81 15.50
6 2.50 45 10.50 84 15.50
9 3.00 48 11.00 87 ' 16.00
12 4.50 51 11.50 90 16.00
15 5.00 54 12.00 93 16.50
18 6.50 57 12.50 96 16.50

21 7.00 60 13.00 99 17.00
24 8.50 63 13.50 102 17.00
27 9.00 66 13.50 105 17.00
30 9.50 69 14.00 108 17.00
33 9.50 72 14.50 111 17.00
36 9.50 75 14.50 114 17.00

Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO N° 7
CURVA DE LA 7° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE
18.00
16.00
14,00
12,00
£
< 10.00
£ s00
-8
6.00
4.00
2.00 P I
0.00 i§- I
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo {min)

Fuente: Elaboracion propia
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CUADRO N° 8
8° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

S

ep———

T | G | Egp | G | i | WD
0o . 0.00 45 7.00 90 12.50
3 0.50 48 7.50 93 13.00
6 1.00 51 7.50 96 13.00
9 1.50 54 8.00 99 13.50
12 2.00 57 8.50 102 13.50
15 3.00 60 8.50 105 13.50
18 3.50 63 9.00 108 14.00
21 4.00 66 9.50 111 14.00
24 450 69 10.00 114 14.50
27 5.00 72 10.50 119 15.00
30 5.00 75 11.00 124 15.50
33 5.50 78 11.50 129 15.50
36 6.00 81 12.00 134 15.50
39 6.50 84 12.25 139 15.50
a2 7.00 87 12.50
Fuente: Elaboracion propia
GRAFICO N° 8
CURVA DE LA 8° PRUEBA PARA LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE MOLLE

18.00

16.00

14.00
12.00

mil)

10.00
8.00

Volumen |

6.00

4.00

2.00

0.00 fLf-5~-

20

40 60

80
Tiempo (min}

100 120

140

160

Fuente: Elaboracion propia
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CUADRON° 9

1° PRUEBA, 2° PRUEBA, 3° PRUEBA Y 4° PRUEBA PARA LA

OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

[ ' ;. pructs M IS priena) TaPrucs I
Tiempo {min) Volumen (ml) Volumen {ml) { Volumen {ml) Volumen (mil)
0 0.00 0.00 0.00 0.00
3 1.00 1.00 1.00 1.50
6 2.00 1.50 2.00 2.50
9 2.50 2.00 3.00 3.00
12 275 2.50 4.00 4.50
15 3.00 2.50 4.50 5.00
18 3.25 3.00 5.50 6.50
21 3.50 3.00 6.00 7.00
24 3.75 3.50 7.00 8.50
27 4.00 3.50 7.50 9.00
30 4.25 4.00 8.00 9.50
33 4.50 4.00 8.50 9.50
36 475 4.00 9.00 9.50
39 4.75 4.50 9.50 10.00
42 5.00 4.50 10.00 10.00
45 5.00 4.50 10.50 10.50
48 5.25 5.00 11.00 11.00
51 5.50 5.00 11.50 11.50
54 5.50 - 5.00 12.00 12.00
57 5.50 5.50 12.50 12.50
60 5.50 5.50 12.50 13.00
63 5.50 13.00 13.50
66 5.50 13.50 13.50
69 6.00 13.50 14.00
72 6.00 14.50 14.50
75 6.50 14.50 14.50
78 . 6.50 15.50 15.00
a1 6.50 16.00 15.50
84 6.50 17.00 15.50
87 6.50 17.50 16.00
90 6.50 18.00 16.00
93 6.50 18.00 16.50
96 6.50 18.00 16.50
99 18.00 17.00
102 17.00
105 17.00
108 17.00
111 17.00
114 - 0 B | 1700

Fuente: Elaboracion propia
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CUADRO N° 10

2° PRUEBA, 4° PRUEBA, 6° PRUEBA Y 8° PRUEBA PARA LA
OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

0 T "2 Pryeba 4% Prueta .6 Pruebs L 8 Prueba_ _ _.
Thempo (min) Valumen {mi} volumen fmi} Volumen {-nl} Valumen {ml)
0 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0.50 0.50 1.00 0.50
6 1.00 1.00 2.00 1.00
9 1.50 1.50 2.50 1.50
12 1.50 1.50 3.00 2.00
15 2.00 1.50 3,50 3.00
18 2.50 2.00 3.7% 3.50
21 2.50 2.00 4.00 4,00
24 3.00 1.50 4.50 4.50
27 3.00 2.50 5.00 5.00
30 3.50 2.50 6.00 5.00
33 3.50 2,75 6.50 5.50
36 3.50 2.75 7.00 5.00
39 4.00 175 7.50 6.50
42 4.00 3.00 7.50 7.00
45 4,50 3.00 7.50 7.00
48 4.50 3.00 8.00 7.50
51 5.00 3.25 8.00 7.50
54 5.00 3.25 8.50 8.00
57 5.50 3.25 8.50 8.50
60 5.50 3.50 9.00 3.50
63 5.50 3.50 9.00 9.00
66 5.50 4.00 9.00 - 9.50
69 5.50 4.00 9.00 10.00
72 4.00 9.25 10.50
75 4.50 9.25 11.00
78 4.50 9.25 11.50
81 4.50 9.50 12.00
84 4.50 9.50 12,25
87 4.50 9.50 12.50
90 4.50 10.00 12.50
93 10.00 13.00
96 10.00 13.00
99 10.50 13.50
102 10.50 13.50
105 11.00 13.50
108 11.25 14.00
111 11.25 14.00
114 11.50 14.50
119 11.50 15.00
124 11.50 15.50
129 12.00 15.50
134 12.50 15.50
139 12.50 15.50
144 13.00
149 13.00
154 13.00
159 13.50
164 13.50
169 14.00
174 14.50
179 15.00
184 15.00
139 15.00
194 15.00

Fuente: Elaboracion propia
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CUADRO N° 11
8 PRUEBAS EXPERIMENTALES PARA LA OBTENCION DE ACEITE

ESENCIAL DE MOLLE
[

T (min) | V (ml) V (ml) V {ml) V (ml) V {ml) V (mi) V {ml)
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 1.00 0.50 1.00 0.50 1.00 +.00 0.50
5 2.00 1.00 1,50 1.00 2.00 2.00 1.00
9 2.50 1.50 2.00 1.50 3.00 2.50 .50
12 2.75 1.50 2.50 1.50 4.00 3.00 2.00
15 3.00 2.00 250 | 150 | 450 © 350 ~3.00
18 3.25 2.50 3.00 2.00 5.50 3.75 3.50
21 3.50 2.50 3.00 2.00 6.00 4.00 4,00
24 3.75 3.00 3.50 2.50 7.00 4.50 450
27 4.00 3.00 3.50 2.50 7.50 5.00 5.00
30 4.25 3.50 4.00 2.50 8.00 6.00 5.00
33 4.50 3.50 4.00 2.75 8.50 6.50 5.50
365 4.75 3.50 4.00 2.75 9.00 7.00 5.00
39 4.75 4.00 4,50 2.75 9.50 7.50 6.50
42 5.00 4.00 4.50 3.00 10.00 7.50 7.00
45 5.00 4.50 4.50 3.00 10.50 7.50 7.00
48 5.25 4.50 5.00 3.00 11.00 8.00 7.50
51 5.50 5.00 5.00 3.25 11.50 8.00 7.50
54 5.50 5.00 5.00 3.25 12.00 8.50 8.00
57 5.50 5.50 5.50 3.25 12.50 8.50 8.50
60 5.50 5.50 5.50 3.50 12.50 9.00 8.50
63 5.50 5.50 3.50 13.00 9.00 9.00
66 5.50 5.50 4,00 13.50 9.00 9.50
&9 5.50 6.00 4.00 13.50 9.00 10.60
72 6.00 4.00 14.50 9.25 10.50
75 6.50 4.50 14.50 9.25 11.G0
78 6.50 4.50 15.50 9.25 11.50
81 6.50 4.50 16.00 9.50 12.00
84 6.50 4.50 17.00 9.50 12.25
87 | | T 650 | 450 | 1750 [ 950 "~ 12.50
90 6.50 4.50 18.00 10.00 12.50
93 6.50 18.00 10.00 13.00
96 6.50 18.00 10.00 13.00
93 18.00 10.50 13.50
102 10.50 13.50
105 11.00 13.50
108 11.25 14.00
191 11.25 14.00
114 11.50 14.50
119 11.50 15.00
124 11.50 15.50
129 12.00 15.50
134 12.50 15.50
139 12.50 15.50
144 13.00

149 13.00

154 13.00

159 13.50

164 13.50

169 14.00

174 14.50

179 15.00

184 15.00

189 15.00

194 15.00

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo N° 6. Método de diluciones seriadas decimales y recuentos en

placa

MEDICION DIRECTA DEL CRECIMIENTO
MICROBIANO

OBJETIVO DE APRENDITAIE

+ Erghcor cuniro mblodos de madicidn dimao del crecimienio
catulo,

El crecimiento de ks pohlaciones microhianas putde medine
de diferentes mancras, Algenos métodes determinan el
niimero de ¢flubas v otres b masa total de b poblacitn, que a
menixdo es directamente proporcional al ndmero de células.
La magnitkl de Ia poblacian normalments g reglsrm conso el
nimero de células que hay en un mililitro de fiquido o cn un
gramo e material silido. Como las poblacionss bactetianns
sutlen ser muy grrandes la mayorfa de los métodos de cuanti-
ficacifn se hasan en mediciones direcras o indirectas de
muestras muy pequedias después se determing mediante Al
culos ¢l taimadio de ka poblacidn total. Supongamas, por ejem.
plo. que una millontsima parte de un mitilimo {104 ml.) de
leche agmin contiene 70 células bacrerianas, Entonees debe
haher 70 veces 1 millén de oflutas, o sea 70 millones de célo
las por milititmo,

Sin embargo, este método resulta poco préctico parn medir
una miloné&stma parre de un mililitro de iquido o de un
grama de slimento, Por comsiguiente, ¢l procedimienra se
efeerin indirectamente en una serde de dituciones, Por cjem-
plo, s afindimos un mililitro de Teche 2 99 mitilizros de agun,
cada mililitro de csti dilucidn tendrs una centésima paite de
las hacierins que renfa ¢ada mililitro de 1a muesten iniclal. Si
médiante una serie de dihwedones de este tipo & pucde estimar
con facilidad el ndimena de bacterias en 14 muestm original,
Pam contar las pobliciones microbianas en alimentos sélidos
(cama en una hambunpes2} se realiza un homageneizado en
una licuadara de alimentos con wna pane de slimento y
nueve partes de agua. Detpués pueden tomarse muestras de
esta prepamcicn diluida ol 10% ¢ realizar ends diluciones o
efectuar recuentos colulares.

RECUENTOS EN PLACA

El método wtilizado con mis frecuencia para lo medicion de
pohlaciones hacrerianas ¢s el recuento en placa. Una venta
ja importante de esta 1éenica es que mide el ndmero de célu-
ks viables. Una desventaja es que se requiere bastange siem-
ro, por bo general 24 horas o més, pars que se fommen eolonias
visibles. Esto puede plantear un grave problema en algunas
aplicaciones, como por ¢femplo el control de calidad de In
leche, cuando no ot posible mantener un lote determinado
dutante tanto tiempo.

El recuento on placa se basa en I suposicion de que cada
bacterin crece y se divide pata productr una tola colonia, Esto
a0 slempre ¢ cierto porque s bacterias com frecvengis cre-
cen unidas en cadenas o como grumes {(véase fig. 4.1). Por
consiguicnte, o menuda unn colomts no se prduce como
resitltndo de una dnien hacteria sino de sepmentos cortas de
una cadena o de un agregado bacteriano. Pam reflcjer estn
realidad los recuentos en placa suelen informase como und-
dades formadoras de colonias (UFC).

Cuando se realiza of recuento on plata o5 importante que
crezen sélo un nGmero Bmitdo de colonias en b placa,
Cuando hay demastadas colonias alpumss ¢élulas se encuen-
tran apitadas y no pueden desarrollarse; esta situacidn es
crusa de inexactinudes en el recuento. La convencidn de la
Food and Drug Administration de los Esiados Unidos que se
cuenten sélo lns placas con 25 & 250 colontas, si hien muchos
micrabidlogos preficren placas con 30 o 300 colonias. Para
ssepurar dque alpunos cecoentos csién dentro de extos limites
ol indculo original se dituye varias veces en un proceso dena-
minado dilucitn seriada (fip. 6.15).

Diluciones seviadas. Consideremos, por ¢jempla, que una
mucstri de leche comiene 10 000 bacterias por mililitro. Si se
sembrors 1 mb de estm muestm se formarfan en waorfa 16000
cokmias sobre ol medio de fa plaen de Petri. Obvinmente, serfa
impesible conearlas en la placa. Si se transfiriera | ml. de la
mucstra a un tubo que contuvieta 9 mL de agua eseéril cada
militirra del ligerido resultante contendrta | 000 bacterias. Sise
inoculam de nuevo 1 ml de este Hquido en una placa de Per
¢l ndimero de coloning potenciales todavia serfs excesivo pafa
¢ recuentn, Par 1o tanto, podefa hacerse orza dilueitn seriada,
Se transferirfa 1 mL del liquido que contuviera § 000 bacterins
a un sepimdo tubo con 9 mb de agun. Ceda mililiro de este
tubo contendria shor sslo 100 bacterias ¢ s s sembrara Il
de exe contenido en una placa se formarfan en teorfa 100 colo-
nias, un nomero fcil de eomtar. Ahora sabemos como hacer
dilicinnes sertadas, una parte importanre de ciertos experimen.
t0s en lns clases de kiboratorio de microblologta.

Placa vertida y diseminacién en placa. El recuento en placa
se efectida con el mérode de 1a placa ventida o con el métada
de diseminaci6n en placa. El método de Ia placa vertida sigue
&l procedimiento ilustrado en In figura 6.16a. Se nocula
10 mi, 00,1 mi, da diluciones de tn suspensidn bacteriana en
una placa de Petri. El media nutritivo, en cf que of agar se
manticne liquido en un haba de agua a cerca de 50 *C, se
vierte sobre b mucsten, que luepo se mezcla en of medio con
una agitacién suave de la placa, Cuandy et apar s2 solidifica
la placa se incuba, Con csta técnica fas colonias crecerdn
dentro del agar nurritivo (a partir de las células en suspensidn
et ¢l medio nutritivo cuando ol agar solidifica) asf como en
b superficie del agar.

Esta téenica tiene alqunos inconvenicntes porque cientos
microorganismos retativamente sensibles Al calar pueden
resultar datndos por ¢l agar fundido y pot consiguiente see
incapnces de formar colenias. Ademds, cunndo se utilizan
olgunos medios diferenciales el aspecto camcterfstico de das
calonins desarrotladas en Ia aperficie e &sencial para el ding-
néstico. Las colonias que aparecen debajo de la superficie no
son edecundas parn estns pruchas. Para evitar estos problemas
con frecuencia s utilizn ol método de diseminacién en placs
{fip. 6-16h). Para cllo sobre 12 superficie del medio pre-
viamente vertida v solidificadn 2 coloca 0, mlL del indeudo,
o que se exriende uniformemente sobee 1n superficie del
medio urilizndo una varilla de vidrio esterilizada de forma
cspecial. Esta ténicn permite of erecimiento de todas I
colonias sohre 1 supedicie del medio y evita ¢ contaceo de
kas células con ¢l agar imdido.
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FIGUAA 6.75 Recuentos en placs y difucianed sarladas. Enlas dilucionss saiodes of indoro adgingt se diliys on uno seffa de
wbos, En mesiro elemplo; codo iubo da dilecitn fendit sdlo lo didima parth del ndmio da célukas microbionms dol who tus o pre-
codid, luego 1o 5o oty de bo diluclén pera. hocior tlocos de P, e los cuoles crecerin los colonios y podrdn sor conio
das, £3' rocuonid 2 vz pord edimir & mimero de bocienos presenits en o musin drigind,

5

10007

FLTRACION
Cunndo b cantidal de bacrerins & muyhaja, coma én kpos

o en rfos con comientes relativimente limplas, lis bacterbn o

pusden conmr ¢on mérodes de filtracién (fig. 6.17% En enn

étnica se hacen pasie al mencs 100 ml. de agua a wavés de
un, filtro consfsrenre en ana membrana delpada coye pors.

som demasindo peqefion cono pars permitic of paso de b
Bacserias, que enfones son camizadas ¢ rerenids on b super-
- ficle del fiftm. Este filto se vonsfiere despuds o una phica de

Pervi qoe contiene ure almohadilly embebida. en un madio.

nutritivo Hquilo, donde ks colonias surpen de 1xs hacterias
presences en b superficie del filio. Esre método s aplica eon
frecuencla pana b deteeeion ¢ cuintificacién de haceeriiss
“eoliformes, que son indicadorns de Iy conmminazion feeal Je
los alimentos el agua (véace cap, 27), Las colonins formadar
por cont btering fon conmcteristicas cuando s wiliza un
modio autritive diferencial. (Las colonins que se musstranen
Ex figura 6.9h ¢ ¢ wm ejemplos o enliformes.}

METODO DEL NUMERG MAS PROBABLE (NMPY
Oro mémdo cuee 2¢ wilizn pam Io determinagion del ntimem

e bacrerias presentes on una miresnin és ¢l mérodo del ndme-

i3 IMPOTanIe At CITD (OCRICA ¢3 4ue MK ¢ NIMero de cetu-
las wiables, Una desvenenfa es que se réquiers hasmnre riem-
po, pot o peneral 29 bowvas o més, patn que se formen colonias
visibles. Esto putde phanear ym grave: prablema. en abpunas
aplfcaciones, como por efemplo €l controd de enlidad de Iy
leche, cuarcho no & pasible mentener un bte determimdo
duronte tanto tiempo:

‘Bl maaientd on plivd e bain en by soporicidn de que oada
bacreria crece v 2a divide pam producit un soli eolonia, Evo
N0 tiempre ¢ clento pengue b bacterks con frecuentia ere-
cen unids en exbenns o como grumes {vdase fig 4.0, Por
consigufente, a metimbo uria cobonin no ¢ prodhaee como
resulexdn de una dinica bacteria siv de sepmentos corres de
anat cabena o Je an agrewndo bacreriano. Por reflefar esta
realidwt 108 recuentis en phen welen inforfamse como uni-
dades formadoras de colonias (UFC).

Fe colantyy diberd:

(P5# Qv 1o 18 contacon bes diadiones 121 000 y 3:1000007 En tiorts, §

: mhph‘u'm‘" n & b Flistidn

L o

ro mids probahle (NMP), ilustencho én In finem 6,18, B¢t euie
macidn estatiutea se basa en el hetho di que cuanto mavor

- sea el piimero de brcrerdas en uin muestes et 220 B ity

cidn neeosrta par rrducir b dershibad hastm ¢l it enc el
cunl a0 & Jewrrolle ninma hacterda én ks tubos. dé o
serie de diluciones. El método del NMP & of mds Gril cuando
ks microonmpizmos por coning po ¢recen on mivlios stlidos
{coma brs bacrering ‘ntim(m:r:ﬁ:mfat nitrifieantes), Tarmbien.
o5 tiril cunmwlo se uriliz ol crecimiento en un medio liquido
diferencint pam ilentificar ef micnxmganimo {como on ¢l
e de bay hagrering eofiformes, que fermentan seleciivamen-
t€ La lactran con prochiceidn de deido en el andlisix del agim).
EE NMP o sl un infonne de que existe un 95% de probabi-
Taksdes de que ke poblciin hacteriing disminuys denim de
ciertos Wmires ¢ de que ol NMP os el ddmen esinfsricamen-
re mds probable.

RECUENTO MICROSCORICO DIRECTO

En & mdrindn conochlo comit recuento microstcdpico direcio
im wohimen medide de ia spensidn, bacreriang se coloen.
dentro de un dnca definida en un pornobjeto. Por ¢jemplo, en
“of mfindn de Feerumto de Broed «ore s2 1= parn-conear s hac-
rerize de T beche, e exriende una e de 001 mi. aobre

ST FECTIECT [N ANRMOS IMCTVCNICRIC! PONQIST ClerTod
microormnimos reluieamente snsibles ol calor pueden
resulme dafindos por ¢l agar fundichs ¢ por consiguiente s
fivcapoces de Rrmar colonios. Ademdy, evnndo = utilion
algrnas medios diferenclales el pecto enmeterfstico de bas
colonins desvorolbadis en b superfiete o8 eseneial pam el ding-
nético. Las colonias que-aparecen debnjo de b wiperficie no
won alecuelng para eseas pruches, Pora evicar estos problemas
con frecimncia s utitien ¢f mérodo de disemimeion en phea
{fig. 6-188). Para ello whre by superficie det modio pre-
viamente vertido v solidifieado e eolnea 0.1 mL del Indeuln,
el que se cxrfersde uniformemente sobre I superficie del
tedio atilizmle una varilla de vidrio ctterifizdn de fvma
especial. Estn eéenica permite el erecimiento Jde todns b
colonias sobre b wperficte del madio y eviry o] contero de
Ins célutas con e} agar fundida,
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[a) Método do ta piaca vorida

10001 mL

JEC A £
(b) Méioao do diseminacitn en placa ~ ©
. PR k] ,

LI

FIGURA 616 Métodos para La pregaracién de plicas para el recueints. lo) Método de lo
phita verida, (b) Méiodo de dissminncién en doco.,

? 1Cuides 566 i veritiiey 46 chdi métoda?
"

un tecuadro de un centimetro cundrado marcado sobee of por.
raohjeos, e agregn un colorante pard qué piredan veest lns
bacterinsy la misesiea se ohserva com la bente del ebjerdva de
inmersidn. Es posible determinar ¢l eampo de visitn de este
ehjetivo. Ura ves contado él ntimero de hacterfas-en varios
campas ¢ endeuln ol nimero promedio de bacteriss por
campo. Con esres datew timbién puede ealeulare & ndmen
de hacterias por contimietro cuadmda a partir del cunl fa
muestra e propagd, Coma esta dren del portaohjetss conte-
nfa 0,01 el de la mubstra, el ndmero de baceerias por milili-
trode susperisitn es.of ndmero de hacrerias de b fnuestea imil-
tiplicado por cien. ’

Para los recuentas microscépicos directos tambith #c usa
iin porraohyetos disefindo especialments denominado ofmera
de Pervaff-Hemnser {fip. 6.19),

Las bacrerins moviles son dificiles de comar con este méto-
day, cama sucede con otres mérndos microscéplcos, Jas célu.
las mueitas preseotan un aspecto simitar a) de 1as vivas que s
pretende conrar. Ademds de eqns desventajns, e nzcesit una
cohcentraciin bastante elevada de células (alrededor de 10
millones de hacterias por mililitra), La ventaja més impostan.
te de bos recuentos microseépices ¢ que no se requieee un
tiempo de incubacidn, pof lo que su urilizaclén se reserva
sobre tado para aplicactones en las que €] tiefpo es ¢ facror
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Anexo N° 7. Métodos especiales para el estudio de la sensibilidad a

los antimicrobianos

ANTIMICROBIANOS. 2001

A. Capacldad bactericida
Para valorar la capacidad bactericida de los

anlimicrobianos se pueden emplear tres métodos: et
cilculo de la concentracidn minima baclericida
(CMB), Ia curva de letalidad y ta actividad bactericlda
del suero. Metodoldgicamente, en las pruebas de
poder bactericida recomendamos la ufilizactén de
téenicas de macrodilucién tal v como recoge el
“Manual of Clinical Microbiclogy” de lz Sociedad
Americana de Microblotogla.

Indicaciones. Se emplean mas en investigacidn
que en la practica clinica de laboratorio, donde sdlo
deben realizarse en determinadas circunstancias.

En terapéutica: Estén indicadas para e! estudio
de antibitticos considerados bactericidas en:

* Infecciones graves en las que previamenta se
ha determinado su utilidad, como en las
endocarditis estreptocdcicas o por ofras
bacterias. Si el microorganismo no es
destniido se debe asediar un aminoglicdsido.
En las entgrochecicas la  asociacién es
obligada. También en meningitis, osteomielitis
y artritis.

*» infeccicnes en inmunocompromatidos,
particularmente en la sepsis de! nreutropénico

s Infecciones crdnicas de protesis y olras

infecciones cronicas.
s Exacerbaciones pulmonares agudas en la
{ibrosis quistica.

» Para determinar {enémenos de tolsrancia en
infecciones estafilocdcicas que no responden
a la terapia.

En_investiaacidn: Son adecuados para evaluar
nuevos antimicrobianos o viejos frenle a nuevos
patégenos y para determinar ia capacidad y poder
bactericida y la presencia de efecto paraddjico v
tolerancia.

Limitaclones. No se dispone de iécnicas
nomalizadas a pesar de las recientes revisiones del
National Committe for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). En general, tiene baja reproducibilidad

12. METODOS ESPECIALES PARA EL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A LOS

debido a razones técnicas. Influyen las varables de
los métodos de dilucidbn: medios de cullivo,
variaciones del medio elegido (lote, fabricante, etc.),
iones, pH, indculo (fase de crecimiento y tamafin),
incubacion (atmosfera, temperatura y tiempo, efc.)
(tabla 1). Se debe partir de un indbcuto en fase
logaritmica de porque  algunos
antimicrobianos, como los B4aciamicos, s6lo son

crecimiento

baciericidas en este pericdo. Asimismo, exisien
dificultades con los anaercbios de crecimiento lenlo y
oxigeno y con otfros
microorganismos exigentaes.

muy sensibles al

EJ valor de 1a prueba debe determinarse por
el éxito de su aplicacién en clinica.

A1 Concentracién minima bactericlda (CMB)
A1.1. Fundamento

Su objetivo es determinar la  menor
concentracion de un antimicrobtano que es capaz de
matar una cepa bacteriana, con el fin de compararia
con la que alcanza en una determinada locatizacién.
Para calcularia se emplaan procedimientos en los que
bacteria y antimicroblano se enfrentan en un caldo.
Se parte de los mismos métodes utilizados para
obtener la CMI por dilucién en caldo y sus
modificaciones para bacterias exigentes. Se puede
obtener empleando el procedimiento de macrodiucién
en tubo o microdilucién en placa. Lo que se pretende
es comprobar en los tubos o pocilios sin crecimiento
qué concentracién de antimicroblanos ha matado, no
sédo inhibido, el aistado bacteriano estudiado,

En general la CMI (concentracibn minima
inhibftorla) y la CMB, en los antibidticos conskierados
bactericldas, estan proximas. Habitualmente difieren
en una o dos ditucicnes. En ocasiones esto no ocurre
y estamos ante los fendmenos: paraddiico, de
tolerancia y de persistencia.

El fenémeno paraddjico o de Eagle consisle
en la presencia de un mayor nimero de bacterias
supervivientes a concentraciones superioras a [a
CMB. Parece ser que no tiene transcendencia en tos
tralamientos antimicrobianos.
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La tolerancia es !a disminuciin o
desaparicién de la capacidad de matar de un
antibiotico bactericida en un determinado aislamiento
o especie. Su significado clinico es dudoso aunque
puede determinar en algunas infecciones la
necesidad de asociar este antimicrobiano con otro.
Este hecho se ha comprobado en infecciones
estafilococicas que no respenden al tratamiento con
un antibidtico.

La persistencla refleja e! hecho de que una
pequefia poblacidn resiste a Ia accibn baclgricida: Su
cuantia suele ser menor del 0,1% y por esto, la
definicién de CMB se refiere a la muerte de! 99,9%
del indculo. Aparece sobre lodo con R-lactamicos.
A.1.2. Método de macrodiluclén en tubo

Es el preferido porque el indculp es mayor y

se controlan mejor las variables téenicas, aunque la
NCCLS recomienda la microdilucitn en placa.
A1.2.1. Materiales. Para su célculo se pare de los
lubos sin crecimiento de la bacteria empleada para
determinar la CMI. Es decir def tubo que determina la
CM! y de los posteriores en una escala doble de
menor & mayor concentracién de antimicrobiano.
Aparte del material especifico utilizado para el método
del calcuio de ia CMI por macredilucin en caldo y de
Sus variaciones para microorganismos exigentes {ver
el correspondiente apartado en el Prolocolo n® 11 de
la SEIMC), es necesario el siguiente material:

a). Viortex para homogeneizar ¢l contenido de
los tubos.

b). Micropipetas de 100 pl. con puntas
estériles desechables. ’

c). Placas de agar sangre 0 del medio que
precise el microorganismo. )

d}. Sembradores estériles de cristal.

e). Camara de seguridad biolbgica para las
bacterias que i1a requieran (ej. Brucella
spp.).

f). Jarras de anaerobios para estas baclerias

con generadores e indicadores.
g). Estufa de 35°C o incubador de CO, para
capnofilos.

A1.22. Método. Los pasos a realizar son los
siguientas: .

a). Determinar la €Ml y tomar los lubos
sembrades sin crecimiento, no el de control de
esterilidad.

b). Agitar los tubos sin erecimiento con un Vertex v
homogeneizarios con la micropipeta aspirando o
vaciando de 6 a 10 veces.

c). Depositar 100 pl. de cada tubo sobre el medio
de cullivo elegido y extender con un sembrador. De
esta forma se diluye la  conceniracién  del
antimicrobiano vehiculado, se neutrafiza su efecto y
se favarece el recuento.

d). ineubar 3 35°C yiearalas 24, 48 y 72 horas

e). Hay que recantar las colonias que han crecido,
tras 24-48 horas de incubacidn, en las placas donde
se sembrd el inbeuto original. Caleular qué ndmero
de colonias repf‘esente el 0,1%.

f). Recontar las colonias crecidas en los tubos sin
crecimiento.

A1.2.3. Control de calidad. Se emplean las
mismas cepas (me Ias.l referidas en la técnica de
calculo da la CM) por dilucién en caldo. En la tabla 2
se incluyen los valores dados por Reimer et al.

A1.3. Método de micr::dilucién en placa

El material, salvo el Vortex que puede ser
sustituido por un agitador de placas, es idéntico al
descrito anteriormente, ast como €l controt de calidad.
En cuanto al método, una vez leida la CMl se
hemogeneiza- el contenido de los pocillos {con
agitador, micropipeta o manualmente) y se siembran
100 pl. (todo el contenido} de los pocitios donde no
hay crecimienlo. El resto de Ia técnica es idéntica a fa
descrita en el apartado anterior. Dada su baja
rentabilidad, cuando se emplee la microdilucion se
hard {a prueba por duplicado y si se necesita un
subcultivo de 48 horas, por cuadriplicado. E| NCCLS
en su Ufimo documento ha recomendado agitar las
placas de microtitutacion a las 20 horas y sembrar 10
i,
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Anexo N° 8. Técnicas de recuento de microorganismos

Existen diferentes técnicas para determinar el nUimero de
microorganismos ¢ el peso seco (biomasa), de las células microbianas
presentes en un cultivo. Los métodos en general se agrupan en directos o

indirectos.

a) Métodos directos

Los métodos directos, requieren de preparaciones puras sin ningun tipo
de particulas que puedan interferir con los resultados y se refieren
basicamente a la medida de la masa celular o directamente del nimero

de individuos presentes en una muestra. Estas metodologias incluyen:

Determinacion del peso himedo: En el cual se determina el peso del
sedimento (microorganismos). Con esta metodologia se pueden presentar
errores debido al liquido intercelular retenido, el cual depende de la forma
y tipo de agrupaciones del a bacteria y cuan intenso es este

agrupamiento.

Determinacion de peso seco: Se basa en la misma técnica que el
anterior, solo que el sedimento se seca antes de ser pesado. Los
inconvenientes incluyen el hecho de ser una metodologia compleja en
tiempo y equipos; también, se presentan varios errores de calculo de
cantidades de biomasa muy pequefias. Se calcula que 1mg de peso seco

es igual a 5x10° bacterias.
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Determinacion de nitrégeno total: Calculada por la técnica micro-

Kjeldahl.

Determinacion de componentes caracteristicos de las células: Como
peptidoglicano, acidos nucléicos, proteinas, ATP, etc. Esta metodologia
es aplicada cdmt‘lnmente en bacterias, cuando otros métodos evidencian
ser poco exactos, debido a la formacion de grumos no dispersables por el
crecimiento tipico del microorganismo y para mediciones de crecimiento

en muestras de ambientes naturales.

Recuento en camara de Petroff-Hauser, Camara de Neubauer o
Hemacitémetro: La metodologia se desarrolla sobre un portaobjetos en
el cual se déposita la muestra; este portaobjetos tiene impresa una
cuadricula graduada y con medidas exactas: Profundidad de 0.02mm,
area 1 mm? , dividida en un reticulo de 25 cuadrados grandes (cada uno
de ellos subdividido en 16 cuadrados mas pequefios, en un arreglo de
4x4); entonces, cuando la muestra a cuantificar es depositada entre el
portaobjetos calibrado y el cubreobjetos, se distribuye en 400 celdas (16 x
25 = 400) (Figura N° 1). Ya la muestra depositada y reposada, se procede
a contar las células en 16 celdas (aunque las areas contadas son
variables), se régistra el numero contado en estas y se calcula la
poblacion de células de la siguiente forma:

Conéentracién en células/ml = n x 25 x 50 x 1000

Donde n = nimero de células contadas en las 16 celdas.
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La ventaja de este método esta dada por la rapidez para el calculo del
nimero de células, pero solo debe ser utilizado en muestras con
poblaciones concentradas de células (>10 x 106 células/ml), pues con
menores poblaciones, la observacion al microscopio es poco significativa
estadisticamente. Para obtener resultados mas exactos, es recomendable
tener un conteo entre 200 y 300 células por muestra.

En la figura N° 1 la imagen de la izquierda muestra la camara de
Neubauer y el portacbjetos para el depdsito de la muestra, asi como la
cuadricula graduada para el conteo de células (imagen central). El circulo
amarillo indica el area de conteo de 25 cuadrados subdivididos a su vez

en 16 (imagen de la derecha)

FIGURA N° 1
CONTEO DE CELULAS

Fuente: Rojas, A

Contadores electronicos de particulas Coulter
El fundamento del método, es la interrupciéon de corriente por el paso de

una célula. Con esta metodologia se requieren muestras totalmente
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puras, pues cada particula presente que no sea una célula, es registrada

por el equipo o puede ser la causante de un dafio del mismo.

El registro d'e los individuos se realiza, haciendo pasar la suspension
microbiana a través de un tubo capilar entre dos polos de una corriente
eléctrica; cada vez que por un orificio pasa una particula (céluia), se
interrumpe la corriente y esta informacion es colectada por un dispositivo
electrénico que detecta el numero y el tamaiio de las particulas que van

pasando y de esta manera se determina la poblacién de células.

b) Meétodos indirectos
Consumo de nutrientes o produccion de metabolitos / tiempo. Como por
ejemplo la medicion del consumo de oxigeno, consumo de gas carbénico,

produccion de acidos y otros metabolitos, etc.

Meétodos opticos de turbidimetria: Es la medicién de la cantidad de luz
dispersada o transmitida a través de un cultivo microbiano (efecto
Tyndall). La dispersion es proporcional a la masa del cultivo y solo es
valido para concentraciones mayores a 10° células/ml; donde, la
proporcionalidad de la absorbancia y la masa bacteriana se conservan.
Con este fin, puede ser utilizado el espectrofotémetro, que mide la
densidad optica (D.0O.), es decir, la absorbancia. El nefelémetro, es un
equipo similar al espectrofotdmetro, pero la lectura registrada es de la luz

dispersada por la muestra.
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Escalas o patrones de McFarland: Técnica basada en turbidimetria. La
escala se basa en la capacidad de precipitacién del Cloruro de Bario en
presencia de Acido Sulfirico y su utilidad, es la poder elaborar
suspensiones bacterianas ajustadas a un patrén y valorando su
concentracion; para esto, se toma una alicuota de la rﬁuestra de bacterias
y se inocula en un tubo conteniendo solucion salina fisiolégica (0,85%). E!
objetivo es lograr ajustar una concentracic')n‘de bacterias a uno de los
patrones sefialados en la Tabla N° 1 6 determinar la concentracién de una

muestra.

En la tabla N° 1 se registra la escala de McFarland, forma de preparacion
de cada patron y su correspondencia en turbidez a una poblacién de

bacterias expresada en UFC/ml.

TABLA N°1
ESCALA DE MC FARLAND

‘Tubo_ Escalade McFarland BaCl: 1% (mL)  H:SO«1%(mL) _ . .UFCImL.. -]
1 40 0.1 99 3,0x108
2 37 02 98 6,0x108
3 35 03 97 9,0x108
4 34 04 96 1,2¢109
5 33 05 85 1,5x10°
6 32 06 94 1,8x109
7 3,15 07 93 2,1x10°
8 3,10 08 92 24x10°
9 3,04 09 9.1 2.7x40°
10 3,00 10 9,0 3,0x10°

Fuente: Rojas, A

140



Los patrones de Mc Farland, permiten establecer una relacion entre una
precipitacion quimica y una suspensién de bacterias (Figura N° 2). Se
elaboran 10 estandares (Tabla N® 1), y por espectrofotometria se crea una
recta patron con la cual se va a poder determinar la concentracion de las

diluciones bacterianas elaboradas. La informacion arrojada es
aproximada, ya que la lectura depende de factores como el tamafio de la

bacteria y la formacién de agrupaciones.

En la figura N° 2 se registra la esquematizacion de los patrones de
McFarland, donde se observa la turbidez ocasionada por la precipitacion
del Cloruro de Bario en presencia de Acido Sulfirico en diferentes
proporciones, asi como, su correspondencia a una poblaciéon bacteriana

expresada en UFC/ml.

FIGURA N° 2
ESQUEMATIZACION DE LOS PATRONES DE MCFARLAND

A G |

6,0x10%
9,0x10%
2%10°

Fuente: Rojas, A
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Anexo N° 9. Constancia del laboratorio de Microbiologia del lIEA para

la determinacién del efecto antimicrobiano del aceite esencial de

molle

J_Mi-—'—“' s i T

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO

Vicerrectorado de Investigacién
Instituto de Investigacién de Especializacién
en Agroindustria

"L dot DBprors Phoroitnir ot Concldirri™

o 8¢ fne,

f‘

CONSTANCIA N° 014-2017-1EA/VRI

Bellavista, 08 de agosto del 2017

La Directora del Instituto de Investigacién de Especializacién en Agroindustria
de la Universidail Nacional del Callao, que suscribe hace CONSTAR:

Que, los Seitoritas:

Karin Isabel Pacheco Huaman y
‘Marisa Ldzaro Llacua,

Bachilleres de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional
del Callao, han realizado la parte experimental de la tesis “Caracterizacién
quimica y efecto antimicrobiano del aceite esencial de molle (Sehimus molle
L.) obtenide por el método de arrastre con vapor” en el Laboratorio de
Microbiologia del Instituto de Investigacién de Especializacién en
Agroindustria, en ¢l periodo comprendido entre el 03 de julio 2017 al 04 de
agosto del 2017,

Se expide la presente Constancia, a solicitud del interesado para los fines que
estime conveniente,

Atentamente,
. Archivn
PI-CHPORDAATTHAN R
| f
— oo Bt Pubble T N 206 - Betluciata
. ___Calies 03 - PERU, Tel: {511} #632325
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