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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la composicion
y actividad antimicrobiana del aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de
Arequipa y Moquegua contra Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y
Staphylococcus aureus. Se procedio a realizar la extraccion del aceite esencial de
Schinus molle L, procedente de localidades de Arequipa y Moquegua, por el
método de destilacion por arrastre de vapor, teniendo en cuenta la presion y

temperatura a la cual se iba a realizar el proceso.

Las caracteristicas organolépticas y fisicas fueron empleadas para determinar si es
que el aceite esencial obtenido, se encontraba dentro de los limites establecidos, de
indice de refraccion (1.4761 a 1.4790) y densidad (0.8320 a 0.9037 g/cm®) segln
Viturro et. al (2011). La determinacion de la composicion quimica del aceite
esencial de Schinus molle L. se realizO empleando un cromatografo de gases
acoplado a espectro de masas (GC-MS), encontrandose como componentes
mayoritarios, para ambos aceites esenciales, a a-pineno, B-pineno, -mirceno, o-
felandreno y Silvestreno; siendo B-mirceno predominante para la localidad de
Arequipa y a-felandreno en la localidad de Moquegua, en base a los porcentajes de
area registrados.

Los resultados obtenidos mostraron que el aceite esencial de Schinus molle L. de
la localidad de Arequipa genera un efecto resistente contra Klebsiella pneumoniae
y Pseudomona aeruginosa, y un efecto intermedio frente a Staphylococcus aureus.
Mientras que el aceite esencial de Schinus molle L. de la localidad de Moquegua,
genera un efecto resistente en los tres microorganismos estudiados. Asi mismo, se
identificé para S. aureus una CBM a una solucidon del 6.25% del aceite esencial
obtenido de la localidad de Arequipa. Se concluye, por tanto, que el aceite esencial
de Schinus molle L tiene un efecto intermedio contra bacterias gram-positivas y un

efecto resistente frente a bacterias gram-negativas.

Palabras Claves: Aceite esencial de Schinus molle L. (molle), Klebsiella

pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

The present research project had as objective to determine the composition and
antimicrobial activity of the Schinus molle L. (molle) oil from the cities of Arequipa
and Mogquegua against the Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa and
Staphylococcus aureus. Schinus molle L., samples from Arequipa and Moquegua
were extracted using Steam distillation; taking into account pressure and
temperature.

In order to identify the type of essential oil extract, organoleptic and physical
characteristics were used, specifically the Refract index (1.4761 to 1.4790) and
Density (0.8320 to 0.9037 g.cm3) should be between the ones reported by Viturro
et. al (2011).To determine the chemical composition of the Schinus molle L.
essential oil, a coupled gas chromatograph (GC- MS) was used; finding as main
components, for both essential oils, a-pineno, B-pineno, B-mirceno, a-felandreno y
Silvestreno; being B-mirceno the predominant for Arequipa and a-felandreno for

Moquegua, according to the registered areas percentages.

The obtained results showed that the Schinus molle L. essential oil from Arequipa,
generates a resistant effect against Klebsiella pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa and an intermediate effect against Staphylococcus aureus. While the
Schinus molle L. essential oil from Moquegua, generates a resistant effect against
the three studied microorganisms. As well, it was identified for S. aureus a MBC
at a 6.25% from the Arequipa essential oil. Therefore, it is concluded that molle
essential oils has an intermediate effect against gram-positive bacteria and a

resistant effect against gram-negative bacteria.

Key words: Schinus molle L. (molle) essential oil, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus
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INTRODUCCION

Las infecciones intrahospitalarias (IIH), actualmente denominadas infecciones
asociadas a la atencion de la salud, son un problema de salud publica importante,
debido a la frecuencia con que se produce, la morbilidad y mortalidad que provocan.

En el Peru, segun el Boletin Epidemioldgico, los datos registrados en 210
establecimientos con internamiento, al primer semestre del afio 2013, reportaron un
total de infecciones de 2628 (100 %), de los cuales el 18% correspondié al area de
neumonias teniendo a Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa Yy

Staphylococcus aureus como principales agentes infecciosos. (Ministerio de salud)

Los aceites esenciales definidos como mezclas de sustancias obtenidas de plantas
que presentan como caracteristicas principales su compleja composicion quimica y
su caréacter fuertemente aromatico, son conocidos y utilizados desde la antigiiedad
en gran numero de aplicaciones: perfume, ambientadores, cosméticos, medicinas,
etc. La utilizacion de aceites esenciales como sustancias medicinales es una
aplicacion que actualmente vive un nuevo impulso, al quedar englobada dentro del
gran auge que experimentan los productos naturales desde algunas décadas en los

paises mas desarrollados. (Ortufio, 2006)

Actualmente, la aplicacion clinico/médica de los aceites esenciales es una
alternativa al empleo de las drogas quimicas sintéticas, no sélo por ser
antimicrobianos sino por ser agentes que mejoran el estado de animo, Utiles en

psicologia y psiquiatria. (Damian, 2005)

Debido a que el Peru tiene una biodiversidad de sus especies vegetales, las cuales
pueden ser aprovechadas, una clara alternativa es el Schinus molle L., un érbol
nativo cuyo aceite esencial presenta propiedades insecticidas, antibacterianas y
antifungicas, demostradas en un amplio espectro. (Chirino M & A., 2001) (Yueqin,
2006)
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El objetivo del presente trabajo de investigacion fue extraer, caracterizar
fisicamente y determinar la composicion quimica del aceite esencial de Schinus
molle L. (molle) de especies de Moquegua y Arequipa por Cromatografia de Gases
con Espectrometria de Masas (GC-MS) y comparar su actividad antimicrobiana

contra Klebsiellapneumoniae, Pseudomona aeruginosay Staphylococcus aureus.
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HIPOTESIS
Dado que, el aceite esencial de Schinus molle L. (molle) contiene terpenos de
los cuales el a-pineno, B-pineno y B-mirceno tienen la capacidad de atacar la
membrana celular de los microorganismos; es probable que éste aceite,
obtenido de Arequipa y Moquegua tenga efecto antimicrobiano frente a

Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la composicion y actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Schinus molle L. (molle) de especies de Moquegua y Arequipa contra Klebsiella

pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extraer aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de las especies de

Moquegua Yy Arequipa Yy evaluar su rendimiento.

2. Caracterizar fisicamente el aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de
las especies de Moquegua y Arequipa.

3. Determinar la composicion quimica del aceite esencial de Schinus molle L
(molle) de las especies de Moquegua y Arequipa por Cromatografia de
gases con Espectrometria de masas.

4. Evaluar y comparar su actividad antimicrobiana contra Klebsiella

pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus.

5. Determinar la Concentracion Bactericida Minima (CBM) del aceite
esencial de Schinus molle L (molle) de las especies de Moquegua y Arequipa

frente a los microorganismos sensibles.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales, resinas, extractos y especias son conocidos y utilizados
desde la antigiiedad en gran nimero de aplicaciones: perfumes, ambientadores,
cosméticos, medicinas. Existen referencias en manuscritos egipcios, chinos y
alrededor de 200 citas en la Biblia relacionadas con estas sustancias. (Matsuo, y
otros, 2012)

Aceite esencial, fue en término utilizado por primera vez en el siglo XVI por
Paracelso (famoso médico y farmacéutico) quien utilizd aceites esenciales como
medicamentos y los considero como la “quinta esencia”, o elementos inmaterial
presente en todo ser, propuesta por Aristoteles dos mil afios antes y que junto a la
tierra, el aire, el fuego y el agua constituyen elementos fundamentales que
conforman todo ser vivo o inanimado, segun la teoria aristotélica. (Matsuo, et al.,
2012)

Entre los siglos XVI y XVII se prepararon por primera vez en las farmacias de todo
el mundo la mayor parte de los aceites esenciales de que se dispone en la actualidad.
(Matsuo, etal., 2012)

Con la llegada de la medicina moderna, la utilizacién de vacunas y antibioticos
sustituyé a los antiguos remedios basados en aceites esenciales, aunque desde el
siglo XIX su demanda crecié hasta hacer necesaria la industrializacion de la
produccion debido a su empleo masivo en perfumes y sabores para alimentacion.
Sobre el 1850 el fuerte impulso de la quimica organica sintética y el analisis de
componentes de algunos aceites llevo a la produccidon de aceites aromaticos
sintéticos que imitaba a los naturales de “wintergreen”, vainilla o almendras

amargas (Matsuo, et al., 2012)

En la actualidad, los modernos métodos de analisis permiten una identificacion

exhaustiva de los componentes presentes en los aceites esenciales, particularmente
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los que lo estan en cantidades traza, responsables del perfil aromatico, sutileza y
finura de los productos naturales, lo que abre nuevas posibilidades en la obtencion
de productos interesantes. Por otra parte, la utilizacion de aceites esenciales como
sustancias medicinales es una aplicacion que actualmente vive un nuevo impulso,
al quedar englobada dentro del gran auge que experimentan los productos naturales
desde hace algunas décadas en los paises mas desarrollados. Asi, cada vez ven la
luz un mayor nimero de estudios y trabajos de investigacion relacionados con

interesantes caracteristicas y propiedades de los aceites esenciales. (Ortufio, 2006)

Los aceites esenciales no son compuestos puros sino mezclas de multitud de
sustancias (es facil que un aceite esencial sea una mezcla de mas de 100 sustancias
quimicas distintas) que se encuentran en distintas proporciones que en conjunto

proporcionan al aceite esencial sus caracteristicas propias (Matsuo, et al., 2012)

Las plantas aromaticas son las que concentran mayor una mayor cantidad de
esencias y por tanto constituyen la materia prima para su obtencidn, bien sea
empleando toda la planta, solo sus hojas, flores, frutos o raices dependiendo de la
planta concreta de que se trate. Asi tenemos que para la albahaca, hierbabuena,
menta, romero o salvia, se utilizan las hojas, mientras que son las raices las que se
emplean en el caso de la angélica, valeriana o vetiver, los frutos para pimienta y
nuez moscada; las semillas para anis, omino, hinojo. Y las flores para rosa,

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

1.1.1 Técnicas de extraccion de aceites esenciales

Los AE se localizan en diferentes partes de la planta. Dependiendo de la
especie, algunos suelen localizarse en glandulas aceitosas, sacos de aceite,
venas 0 en los cabellos glandulares, de donde pueden ser extraidos
utilizando vapor de agua. Para facilitar tal proceso extractivo, y, de esta
forma, aumentar el rendimiento del AE, generalmente, se hace necesario un
tratamiento previo de la planta antes de su destilacion, el cual depende del
tipo de material vegetal con que se vaya a trabajar (Guenther, 1955);
(Mufioz, 1987). Las hojas, flores y partes no fibrosas de la planta, pueden

ser sometidas a destilacion sin tratamiento previo, mientras que las raices,
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tallos y plantas lefiosas deben ser cortados en pequefios trozos, antes de ser
sometidos al proceso extractivo (Glenther, 1955).

El almacenamiento y secado del material vegetal se debe llevar a cabo en
un ambiente seco y a temperaturas bajas, para minimizar pérdidas por
evaporacion y evitar procesos de oxidacién y resinificacion. El secado se
lleva a cabo en desecadores bajo techo para evitar el contacto directo del
material vegetal con los rayos solares (Guenther, 1955) (Mufioz, 1987).

Existen diferentes métodos de obtencion, los principales métodos utilizados
para obtener aceites esenciales a partir de plantas aromaticas (Bandoni,

2000) son los siguientes:

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

Un factor de especial importancia a considerar es que, si el calentamiento
del alambique es con fuego directo, el agua presente en el alambique
debera ser suficiente y permanente para llevar a cabo toda la destilacién
a fin de evitar el sobrecalentamiento y la carbonizacién del material
vegetal, dado que este hecho provoca la formacion de olores

desagradables en el producto final (Bandoni, 2000).

b) Destilacién por arrastre con vapor. La destilacion por arrastre con
vapor o destilacion con vapor seco, que se emplea para extraer la
mayoria de los aceites esenciales es una destilacion de mezcla de dos
liquidos inmiscibles y consiste, en una vaporizacion a temperaturas

inferiores a las de ebullicion de cada uno de los componentes volatiles
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por efecto de una corriente directa de vapor (Bandoni, 2000). En esta
técnica el vapor de agua ligeramente sobrecalentado, proveniente de un
generador, se hace llegar hasta el recipiente que contiene la planta, de
donde arrastra los componentes volatiles que luego se condensan
obteniéndose asi una mezcla de aguay aceite, de la cual el AE se separa
facilmente por simple decantacion (Gulenther, 1955) (Schreier, 1984)
(Denny, 1989)

c) Destilacion con agua y vapor. En este caso, el vapor se genera dentro
del propio cuerpo del alambique, donde el material vegetal se encuentra
suspendido sobre un tramado (falso fondo) que impide el contacto del
material vegetal con el medio liquido enebullicion. En comparacion con
la hidrodestilacion, este sistema reduce la capacidad neta de carga de
materia prima dentro del alambique pero mejora la calidad del aceite
obtenido (Bandoni, 2000)

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

e) Expresion. Estos procesos generalmente se aplican para extraer los
volatiles presentes en la cascara de los frutos citricos, los cuales, al ser
sometidos a elevadas temperaturas, pueden alterarse por degradacion
térmica (Guenther, 1955) (Jennings & Rapp, 1983). La extraccion del
aceite se realiza sobre la fruta entera o sobre la cascara, y se puede
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realizar con un proceso mecanico o manualmente (Bandoni, 2000).
Durante este proceso, las cascaras de los frutos se sometena compresion
0 raspado, se produce de esta manera una mezcla acuosa, a partir de la
cual la fase aceitosa se separa por centrifugacion. Este proceso se lleva

a cabo a bajas temperaturas (Guenther, 1955) (Jennings & Rapp, 1983)

f) Extraccion con solventes. Existen varios tipos de aparatos con los
cuales se puede llevar a cabo la extraccion con solventes. Uno de los
mas utilizados es el extractor Soxhlet. Sin embargo, el material vegetal
puede ser simplemente macerado con un solvente organico; los mas
usados son éter de petréleo, etanol, pentano, hexano, tolueno, benceno,
iso-propanol, acetona, acetato de etilo, acetato de metilo o éter dietilico.
Este método requiere de la concentracién posterior del aceite, seguido
de la evaporacion del solvente. Esta es, por supuesto, una parte delicada
de la operaciéon y debentomarse precauciones para evitar perdidas por
evaporacion de los demas compuestos volatiles (Sandra & Bichhi,
1987)

g) Extraccion con fluidos en estado supercritico. El principio basico
para la extraccion con fluidos en estado supercritico es el cambio de
propiedades de transporte y solubilidad que presenta un solvente en este
20 estado. El poder disolvente del CO2 supercritico es mayor para
compuestos menos polares y con masa molecular pequefia. De esta
manera, son muy solubles en fluido supercritico CO2 los aromas, los
terpenos y los lipidos debido a su baja polaridad. Otros compuestos que
pueden ser medianamente solubles, a condicion de que su masa
molecular sea pequefia son el agua, los acidos grasos, alcoholes, cafeina,
nicotina, colesterol, etc. (Bandoni, 2000) (Dean, 1998)

1.1.2 Técnicas de identificacién de compuestos presentes en aceite esenciales

a) Cromatografia. Segun la Union Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), se define cromatografia como un método fisico de

separacion en el cual los componentes, para ser separados, se distribuyen
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entre dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra,
fase mavil, se mueve en una direccion definida. Segun el estado fisico
de la fase movil, se puede hacer una clasificacion de la cromatografia
asi: cromatografia liquida (LC) y cromatografia de gases (GC). Es
posible encontrar una subclasificacién de acuerdo con el estado fisico de

la fase estacionaria (Mcnair & Miller, 1998)

b) Cromatografia de gases. En esta técnica los analitos se eluyen por el
flujo de una fase movil de gas inerte. Los analitos para cromatografia de
gases, deben tener puntos de ebullicion menores que 350°C y no
descomponerse por debajo de esta temperatura; estas muestras pueden
ser gases, liquidos o sélidos (estos ultimos deben ser vaporizados). Las
muestras de compuestos volatiles extraidos de las plantas que pueden ser
ciertamente complejas, requieren métodos de separacién de alta
resolucion; considerando esto, cromatografia de gases es la técnica de
separacion mas apropiada [McNair, 1998; Schreier, 1984].

Con el proposito de realizar una identificacion de los diferentes
compuestos, se emplean los indices de retencién de Kovats, los cuales
se utilizan para determinar la retencion de un compuesto, comparandolo
con los tiempos de retencion de n-alcanos, analizados bajo las mismas

condiciones operacionales (Rubinson & Rubinson, 2000).

c) Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Para la
plena identificacion de los compuestos presentes en una mezcla
compleja de sustancias volatiles, es conveniente acoplar la cromatografia
de 24 gases con una técnica espectroscopica, como la espectrometria de
masas, que es considerada uno de los instrumentos de analisis quimico
mas funcional e importante. La eficiencia de esta técnica en la
identificacion de los compuestos quimicos de los AE, se manifiesta a
través de los multiples estudios realizados (Stashenko, Jaramillo, &
Martinez, 2004). Asi pues, los analitos se separan en el cromatografo e
ingresan al detector de masas que proporciona el espectro, conjunto de

las sefiales producidas por las especies generadas durante la ionizaciony
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la fragmentacion de cada sustancia.

d) Cromatografia liquida. En LC, la fase movil es un liquido; el poder de
esta técnica, reside en la combinacion de un amplio intervalo de posibles
propiedades para la fase movil, junto con la eleccidn de numerosos tipos
de fases estacionarias, fisico-quimicamente diferentes, asi como una
amplia variedad de detectores. Los diferentes tipos de LC, se clasifican
segun las interacciones que se producen entre la fase estacionaria y el
soluto. Segun ello, se denominan, cromatografias de fase normal, de fase
reversa, de intercambio ionico o de filtracion en gel (Rubinson &
Rubinson, 2000).

Un tipo de LC, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es
una de las técnicas cromatograficas més empleadas en la actualidad, la
cual permite trabajar en régimen de alta presion. Las razones de la
popularidad de esta técnica son su sensibilidad, su facil adaptacién a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion
de especies no volatiles o termolabiles, y, sobre todo, su gran
aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria,
en muchos campos de la ingenieria y para la sociedad en general, como,
por ejemplo, proteinas, oligosacaridos,  triglicéridos, vitaminas,

farmacos, muestras medioambientales, entre otras (Dean, 1998)

Antes de iniciar el desarrollo de un método en HPLC, es necesario
examinar lo que se conoce sobre la muestra. En este aspecto es
importante conocer 25 el nimero de compuestos presentes en la muestra,
su estructura quimicay peso molecular, los valores de pKa, los espectros
ultravioleta (UV), asi como la solubilidad de la muestra y el rango de
concentracion de los compuestos (Snyder, Kirland, & Glajch, 1997)
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1.2 Schinus molle L. (molle)
1.2.1 Antecedentes historicos del molle

El &rbol de molle es originario de Sudamérica. (molle) deriva de la voz
quechua “mulli”. Este arbol fue citado por muchos naturalistas y viajeros de
la época de la conquista de América. Existen referencias de arboles de molle
en las zonas altas de Los Andes y también hay registros de molle o aguaribay
en la zona de Las Misiones (Noroeste de Argentina, Sur de Brasil y Norte
de Uruguay).(Viturro, 2011)

Figura 1.1 Arbol de Schinus molle L (molle). Fuente: (Viturro, 2011)
1.2.2 Nombre comunes

Pirul, piru, &rbol del Perd (México); molle, cuyash, huaribay (Per(); aymara
(Bolivia); muella falso pimiento, pimiento (Colombia); mulli (Ecuador);
pimenteiro, aroeira; amescla, aroeira-periquita, balsamo, gfruto-de sabia
(Brasil); aguaribay terebino, arbol de la pimienta, Gualeguay (Argentina);
pimentero (Chile).(Salazar, 2001)

1.2.3 Caracteristicas morfoldgicas

El (molle) Schinus molle L. es una planta de la familia Anacardiaceae. Esta
familia se caracteriza por estar conformada por plantas arbéreas o
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arbustivas, rara vez liana; con hojas de filotaxis alterna, compuestas
imparipinnadas. En algunos géneros, la hoja se simplifica hasta ser
trifoliolada o simple. Los foliolos son opuestos, sub opuestos o alternos;
enteros o aserrados.(Linnaeus, 1953)

Sus flores son normalmente bisexuales, aunque existen especies con flores
imperfectas, actinomorfas, incospicuas, dispuestas en paniculas o
inforescencias racemosas paniculoides, que pueden alcanzar longitudes muy
largas, con respecto al tamafio de la flor, que es siempre

pentamera.(Linnaeus, 1953)

La especie Schinus molle L. (molle) se caracteriza por tener un porte
arboreo, con capa redondeada, de hojas compuestas, con foliolos alternos,
fino y levemente aserrados. Presenta ritidoma en la corteza. Esta especie es
sumamente versatil, lo que lo ha llevado a convertirse en una plaga en otro
lugar del mundo (elfers). Es rico en resinas, que le confieren un olor

caracteristico, que es usado como repelente de insectos (Conabio, 1999).

Estas caracteristicas poseen como reemplazo a otros compuestos
funcionalmente afines, como las piretrina, con la ventaja de una menor
persistencia. Ademas, ya se usan tradicionalmente para esos fines, como
otras anacardiaceas.(Casida, 1980)

1.2.4 Distribucion y habitad

Se distribuye naturalmente desde los 10°S en Per( hasta los 34°S en
argentina El Schinus molle L. es propio de las regiones célidas y secas de
Sudamérica. (Salazar Rodolfo, 2001) Vive en las laderas occidentales de la
region interandina, vertientes occidentales de los andes peruanos, en la costa
y en los valles. Su limite superior se encuentra en el centro y sur del Perd,
alrededor de 3500 msnm.(Alba, Bonilla, & Arroyo, 2009). Su distribucion
altitudinal varia de 0 a 3800 msnm, con precipitaciones anuales de 300 a
2000 mm y temperaturas de 18 a 34°C. Tiene gran capacidad de rebrote.
Progresa en terrenos secos Y rocosos gracias a sus raices bien desarrolladas,
las que puede llegar hasta 20 a 30 m de profundidad para buscar agua.
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Requiere suelos ligeramente alcalinos con tendencia a la neutralidad. Es
exigente en luz, ligeramente resistente a las heladas, resistente a las termitas

y a la sequia. (Salazar, 2001)

1.2.5 Floracion y fructificacion

a) Floracion: La especie florece de agosto a diciembre y de setiembre a
noviembre envarias localidades de Brasil. En Bolivia florece de octubre
a noviembre y en Peru de noviembre a abril. (Salazar Rodolfo, 2001)

b) Fructificacion: Los frutos se producen de diciembre a febrero y de
noviembre a abril en varias localidades de Brasil. En Bolivia fructifica
de abril a mayo. La dispersion de las semillas es zoocorica,
principalmente por aves. (Salazar, 2001)

c) Semilla: Se encuentra rodeada por el endocarpo del fruto. La semilla
presenta una forma oblonga, comprimida, de 2 a 2.5 mm de largo. La
testa es de color castafio claro, lisa, lustrosa, membranosa, muy delgada.
El embrion es recto o ligeramente curvo, comprimido o globoso, de
color amarillo crema y ocupa toda la cavidad de la semilla. Tiene dos
cotiledones grandes, carnosos, oblongos. La radicula es corta, inferior.

Carece de endospermo. (Salazar, 2001)

1.2.6 Recolecciony rendimientos

Los frutos son colectados directamente del arbol cuando tienen un color
rosado a rojo-grosella. En Per( se recolectan de enero a abril. (Salazar,
2001)

1.2.7 Cultivo

Aspectos del cultivo. Se aconseja practicar poda de formacion en arboles
jovenes y poda sanitaria en adultos. Conviene cortar la corteza en primavera
para promover su crecimiento. El riego es importante en las primeras etapas.
No requiere fertilizacion. La siembra debe hacerse en sustratos permeables
para que las sustancias inhibitorias de la germinacion se lixivien. Las

semillas remojadas por varios dias, se siembran en almacigos y luego se
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trasplantan a envases. Se planta a una distancia minima de 8 m entre cada
arbol, en lugares con suficiente espacio, lejos de construcciones e
instalaciones subterraneas. La produccion de vivero es aproximadamente de
17,000 plantas por kg de semilla. Se siembranen hileras a 2 cm de distancia,
empleando 120 g de semilla por m?. Trasplantar con cepellén. El arbol tolera

bien la poda. (Sistema nacional de informacion forestal de México, 2010)

1.2.8 Usos

Los usos de las distintas partes de la planta son muy variados: como
purgante, enjuague bucal, diurético desinfectante y sedante en distintas
preparaciones. Se utiliza la corteza de los arboles para aplicaciones
dermatoldgicas (Bernhard & R., 1963)

De la destilacién por arrastre con vapor se obtiene un aceite volatil empleado
en productos farmacéuticos.(Ottolino, 1948)

En una comunidad indigena del Cuzco, Peru (VVelasco-Negueruela & Pérez-
Alonso, 1995)registraron diversos empleos tradicionales de distintas partes
de la planta de S. molle L; principalmente hojas y frutas, para uso externo e
interno que se registran en la Tabla 1.1.(Viturro, 2011)

Se recomienda para padecimientos digestivos (célicos, bilis, dolor de
estomago y estrefiimiento) .La infusion de la corteza disminuye las
inflamaciones y favorece la cicatrizacion de las ulceras. La planta entera se
usa externamente para fracturas y como un antiséptico local. En inhalacion
las hojas de molle se usan para aliviar resfriados, afecciones bronquiales,
hipertension, depresion y arritmia. (Sistema Nacional de informacion
forestal de México, 2010)

1.3 ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle L. (MOLLE)

Los aceites esenciales del molle han sido objeto de diversas investigaciones,

muchas de ellas para determinar su composicion: abundancia de compuestos
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terpénicos, como el limoneno, sobre todo triterpenos; pero ausencia de taninos
o Flavonoides (Zahed, Hosni, & Ben, 2011), (Rossini, Menéndez, Dellacassa,
& Moyna, 1996). Ademas, existe evidencia de su efecto citotoxico sobre células
tumorales (Diaz, Quesada, Brenes, Aguilar, & Ciccid, 2008)

Tabla 1.1 Usos de molle en medicina tradicional del Cuzco (Pert)

Parte de la Forma de Uso Descripcion terapéutica

planta preparacion P P

Planta entera Decoccién Externo  Antipirético (Hervido en bafios)
Hojas Decoccién Externo Aplicado en fracturas

Ramas jévenes Emplastos Externo Antiséptico veterinario
Hojas Decoccién Interno Antiséptico de la cavidad oral
Hojas Decoccién Interno Hipotensiva para gonorrea
Hojas Infusién Interno Antirreumatico condimento

culinario (picantes)

Hojas, frutos Decoccion Interno

Frutos Decoccién

Fuente: (Viturro, 2011)

Estudios anteriores confirman la efectividad del extracto para inhibir el
crecimiento de Gram-positivas (Deveci, Sukan, Tuzun, & Hames, 2010).
Ademas, se ha encontrado propiedades neurotoxicas y antidepresivas
(Machado, y otros, 2008) (Machado, y otros, 2007). Amani (1999) sefiala que
las partes aéreas de S. molle presentan cierta actividad positiva contra gérmenes
Gram positivo. También se ha evaluado al molle en su efectividad contra
Staphylococcus aureus (Cruz-Carrillo, 2010). Algunas aplicaciones del aceite
esencial de molle y sus componentes se muestran en las tablas 1.2 y 1.3
respectivamente. Las constantes fisicas del aceite esencial de Schinus molle son
tan numerosas y variadas como las investigaciones realizadas del aceite. En la
Tabla 1.4 (Villa, Molina,, Molina, & Viturro, 2005) resumen las propiedades
citadas en la bibliografia. Se observa que lo informado enalgunas publicaciones
no es completo, ya que por ejemplo, no figuran las condiciones de trabajo para
la determinacion de una propiedad fisica, ni los lugares de colecta o el tipo de

material empleado para la extraccion del aceite esencial.
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Es probable que las diferencias en los valores de las propiedades se deban, al menos
en parte, a la amplia variedad de AE examinados de fuentes diversas: Argelia,
Francia, México y Sudéafrica; y al hecho que muchos AE se extrajeron tanto de hojas
como de frutos (algunos de ellos estaban verdes). A partir de lo expuesto, es
razonable pensar que los investigadores no han examinado aceites comparables.
Ademads, la mayoria de los estudios se realizaron antes del advenimiento de la
cromatografia y es concebible que muchos constituyentes presentes en pequefias
cantidades no fueron detectados.

Un trabajo publicado sobre el aceite esencial de molle en Per( (Landa), sefiala que
usando hojas y frutos molle recolectados de la ciudad de Ayacucho, el aceite
esencial obtenido presenta un rendimiento del 5.1% como se observa en la
Figural.2.

Tiempo Vs. Porc.Rendimiento

Pore. Rendimiento (%)
(%] n

Tiempo (minutos)

Figural.2 Rendimiento de AE (% v/p) en funcién del tiempo de extraccion.
Fuente: (Landa & Pastor de Abraham, 2005)

La composicion de los AE obtenidos de la ciudad de Ayacucho se determin6 por
cromatografia de gases (Tabla 1.5). La naturaleza de los compuestos mayoritarios
no coincide en ambos AE. En los frutos se identificaron 11 compuestos: seis
monoterpenos, el octanoato de metilo y cuatro sesquiterpenos. Los que caracterizan
al AE son a-felandreno, B-pineno, limoneno y B-felandreno. En el AE de hojas se
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identificaron trece monoterpenos, un alcohol monoter-pénico, tres sesquiterpenos y
seis alcoholes y un epdxido sesquiterpénicos. EI compuesto mayoritario.en AE de
hojas es sabineno. (Landa & Pastor de Abraham, 2005)

Tabla 1.5 Composicion del aceite esencial de frutos secos y hojas de molle de

Peru.

Porcentaje
Compuesto AE de AE de
hojas frutos
Tricicleno 0.8 -
a-thujeno 0.9 -
a-pineno 4.5 2.8
Canteno 6.1 -
Sabineno 19.1 -
[-pineno 2.5 27.5
Mirceno 1 8
o-felandreno 4.3 30.9
a-terpineno 1.6 -
p-cimeno 7.9 3.9
Limoneno 7.2 15.3
[-felandreno 3.2 12.5
p-menta-1,4(8)-dieno 2.9 -
octanoato de metilo 1.3
Cariofileno 1.3 1
Cadineno 8.2 2.7
oxido de cariofileno 0.9 -
D-germacreno 1.5 04
B-germacreno - 1.7
Spathulenol 6 -
a-cadinol 1.5 -
1,2,3,4,4a,5,6,8a- 4.8 -
octahidro-a',a',4a
T-cadinol 1.9 -

Fuente: (Landa & Pastor de Abraham, 2005)

Los rangos de indices de refraccion determinados en AE de hojas fueron 1,4951-
1,5032, y en AE de frutos 1,4951-1,4980. (Landa & Pastor de Abraham, 2005)
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1.4 DESCRIPCION DE BACTERIAS PATOGENAS EN ESTUDIO
1.4.1 Kilebsiella pneumoniae

1.4.1.1 Caracteristicas generales.

Son bacilos rectos, de 0.3-1.0 um de diametro y 0.6-6.0 um de longitud. Las células
se disponen individualmente, en parejas o en cadenas cortas (10). Son inmoviles,
Gram negativo y la mayor parte capsuladas. En los cultivos en medios solidos, las
cepas que producen capsula permiten observar colonias mucosas de una consistencia
viscosa. Estructuralmente al ser Gram negativas, presentan el citoplasma envuelto
por una membrana citoplasmatica o interna, el peptidoglicano, el espacio
periplasmico, y una membrana externa. Adicionalmente, algunas cepas poseen
fimbrias (pilis). (Yuegin, 2006)

1.4.1.2 Bacteriologia

En la tincion de gram son negativos; en el agar citrato de Simmons presentan un
crecimiento de color azul (positivo),en el agar urea de Christensen presenta un pico
de flauta rosa( positivo parcial), en la prueba de la ornitina presenta un color
amarillo(negativo), en el agar eosina-azul de metileno presentar un crecimiento
adeacuado, colonias violetas, sin brillo, para la prueba del indol sin color rojo
(negativo), en la prueba de voges-Proskauer presentan un color rojo (al adicionar el
reactivo) (Skoog, 2008)

1.4.1.3 Cuadros clinicos
Si bien clasicamente se ha asociado a este género, en particular, a la especia K.
pneumoniae con cuadros de neumonia adquirida en la comunidad, caracterizada por
una presentacion radioldgica tipica (Neumonia de Friedlander), lo cierto es que gran
parte de las infecciones por Klebsiella son de adquision nocosomial y afecta, sobre
todo, a pacientes con algun tipo de inmunodepresién o enfermad subyacente (Bague,
2012) Cuando produce enfermedad, se asocia con infecciones urinarias, infecciones
de quemaduras, diarreas en neonatos y llega a producir abscesos pulmonares.
(Romero, 2007)Ademas, Klebsiella pneumoniae es una causa muy frecuente de

absceso piodgeno hepatico en Taiwan. Se desconoce el motivo de esta asociacion,
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algunas atribuyen a la diseminacion de algin clon con especial virulencia y tropismo
hepatica. Ademas una complicacion terrible y de forma caracteristica asociado a la
bacterinemia por Klebsiella es la endofalmitis, que afecta especialmente a pacientes
con diabetes mellitus. Es precisamente la diabetes mellitos la principal condicién de
riesgo para la bacteriemia adquirida en la comunidad por Klebsiella. (Bague, 2012)

1.4.1.4 Diagnostico
El diagnostico comienza a partir de la clinica; en los casos de neumonia, es
especialmente util el estudio radiografico. El diagndstico definitivo lo obtenemos a
partir del cultivo de muestras de las mucosas del tracto respiratorio superior.
(CODEINEP., 2009)

1.4.1.5 Tratamiento
El tratamiento de eleccidn consiste en la asociacion de una cefalosporina de tercera
generacion (cefotaxina, ceftriaxona) y un aminoglucosido (gentamicina)
(CODEINEP., 2009)

1.4.2 Pseudomona aeruginosa

1.4.2.1 Caracteristicas generales

Esta especia se ha encontrado frecuentemente en infecciones hospitalarias. Las
infecciones por Pseudomona aeruginosa se observan mas frecuente en personas con
inmunidad deprimida, en los que sufren quemaduras, en enfermos con alteraciones
metabolicas como la diabetes, en pacientes con neoplasias malignas y en
convalecientes que han sido sometidos a instrumentacion o caterismo. Con
frecuencias se manifiestan infecciones urinarias en personas de edad avanzada y debe
cuidarse de las infecciones por este agente a los pacientes sometidos a drogas
inmunosupresoras. (Romero, 2007)

Pseudomona aeruginosa puede instalarse en cualquier 6rgano o tejido y colonizar

las vias urinarias, los pulmones, el endocardio, la cérneay los huesos. (Romero, 2007)
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1.4.2.2 Diagnostico

Es de sumo interés identificar este agente etioldgico en cualquier 6rganos donde se
encuentre, debido a que forma natural Pseudomona aeruginosa es resistente a muchos
antimicrobianos que se utilizan en la practica diaria. Solo la identificacién permite
hacer el diagnostico etiologico. (Romero, 2007)

Se puede hacer la siembra en casi cualquier medio de cultivo, es adaptable a diferentes
nutrientes y tolera con facilidad los medios alcalinos. En medios especiales como
agar, Pseudomonas incremente la produccion de pigmento. Se puede cultivar en los
medios de cultivo de las enterobacterias y en todos los medios se puede percibir un
aroma que se asemeja al de las uvas fermentadas. (Romero, 2007)

Una vez que tenemos las cepas puras, hacemos un sistema bioquimico que se
manifiesta solamente por la utilizaciéon de citrato de sodio como Unica fuente de
carbono. La gran mayoria de las otras pruebas de este sistema son negativas. Como
caracteristicas morfoldgicas pueden ser lisas, rugosas, mucoides, gelatinoides y son
oxidasa positivas. (Romero, 2007)

1.4.2.3 Manifestaciones clinicas

Pseudomona aeruginosa produce infecciones nosocosomiales Yy adquiridas en la
comunidad. Puede manifestarse como infeccion de vias urinarias nosocosomiales ( en
pacientes con sondas), meningitis, septicemia, bacteriemia, ectimagangrenoso,
enterocolitis, infecciones de quemaduras y heridas, neumonia primaria, neumonia
necrotizante, infecciones pulmonares cronicas, osteomielitis, infecciones de piel y
tejidos blandos, otitis crénica externa, otitis media cronica y otitis externa maligna,
endocarditis, infecciones ocular, queratitis y paroniquia. (Romero, 2007)

En algunas cepas de Pseudomona aeruginosa se ha encontrado una enterotoxina, que
podria explicar la diarrea que se encuentra en pacientes en quiere se aisla esta cepa,

predominantemente en las evacuaciones liquidas. (Romero, 2007)
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1.4.2.4 Resistencia

Pseudomona aeruginosa, no solo presenta resistencias a los antibiéticos, sino también
a los efectos de algunos antisépticos, ya que se ha aislado de compuestos cuaternarios
de amonio y de algunos jabones que contienen hexaclorofeno. Esta resistencia, que
es mayor que la de otras especias en sus formas vegetativas, le permite tener vida

libre y puede sobrevivir en amplios nichos ecoldgicos. (Romero, 2007)
1.4.2.5 Tratamiento

La gran mayoria de cepas aisladas son susceptibles a: amikacina, gentamicina,
tobramicina y colistina, muchas de ellas también son sensibles a carbenicilina y
ticarcilina. Otros antimicrobianos que se puede utilizar también son: cefotaxina,
cefoperazona, ceftazidima, ticarcilina-acido clavulanico, piperacilina y piperacilina-
tazobactam, y las carboxiquinolonas fluorinadas, como ciprofloxacina, aztreonam e

imipenem. (Romero, 2007)
1.4.3 Staphylococcus aureus

1.4.3.1 Caracteristicas generales

Las caracteristicas generales de Staphylococcus aureus son las descritas para el
género (véase la Tabla 1.6.). Son bacterias muy resistentes al calor y la desecacion
que pueden crecer en medios con elevada salinidad (7,5 de CINa). Estas propiedades
son importantes para explicar algunos aspectos epidemioldgicos de esta bacteria.
(Pahissa, 2009)

1.4.3.2 Estructura
a) Pared celular: Como la mayoria de las bacterias grampositivas, los componentes
fundamentales de la pared celular son el peptidoglicano y los &cidos teicoicos. El
peptidoglicano representa la mitad del peso de la pared celular y proporciona
forma y estabilidad al microorganismo; ademas, tiene actividad endotoxina, por
lo que interviene de forma importante en la patogenia de la infeccion. (Pahissa,
2009).
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Tabla 1.6 Caracteristicas principales del genero Staphylococcus.

Staphylococcus.

Orden : Bacillales
Familia : Staphylococceae
Genero : Staphylococcus

-Bacterias esfericas (cocos) -Inmoviles

-Grampositivas -No esporulados

-Agrupacion tipica enracimos  -Anaerobios facultativos
-Catalasa positivos -Crecimiento rapido (18-24 h)*

-Resistentes a condiciones ambientales adversas
*Las variantes de colonias pequefias de S. aureus requieren 48 h para desarrollarse en cultivo

Fuente: (Pahissa, 2009)

b) Membrana citoplasmatica: La membrana citoplasmatica esta formada por un
complejo de proteinas, lipidos e hidratos de carbono y sirve de barrera osmotica
para la célula. (Pahissa, 2009)

c) Capsula: Algunas cepas de Staphylococcus aureus estan recubiertas por una capa
de polisacaridos externos, denominada slime o capsula mucoide, que confiere, en
ciertas condiciones, una mayor capacidad de adherencia, asi como un aumento

del efecto antifagocitico. (Pahissa, 2009)
1.4.3.3 Diagnostico microbiologico

Los datos clinicos y epidemioldgicos son fundamentales para orientar el diagnostico
microbiologico. Para el diagnostico etioldgico de la infeccion se requiere la

identificacion de Staphylococcus aureus a partir de muestras clinicas (Pahissa, 2009).

a) Obtencién de muestras clinicas para diagnostico microbiolégico: Deben
seguir los principios generales de obtencion, transporte y conservacion de
muestras clinicas. Staphylococcus aureus es relativamente resistente a la
desecacion y a los cambios de temperatura, por lo que se recupera con facilidad
de muestras clinicas y no requiere condiciones o métodos especiales de obtencion,

transporte o conservacion de las mismas (Pahissa, 2009).
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b) Examen directo: La tincion de Gram de muestras de sangre, tejidos, liquidos
normalmente estériles, aspirados de abscesos y otras colecciones purulentas,
permite la observacion de cocos grampositivos agrupados en parejas, tétradas o
racimos, habitualmente con abundante respuesta inflamatoria de leucocitos
polimorfonucleares. Sin embargo, las caracteristicas microscopias no hacen
posible distinguir Staphylococcus aureus de otras especias de estafilococos
(Pahissa, 2009).

c) Cultivoy aislamiento: ElI medio mas empleado en los laboratorios clinicos para
aislar Staphylococcus aureus es el medio agar sal manitol (medio de Chapman),
que por su elevado contenido en sal inhibe el crecimiento de la mayoria de las
bacterias gramnegativas. Ademas, este medio permite realizar una identificacion
presuntiva basandose en la coloracion amarilla caracteristica que adquieren las
colonias, Staphylococcus aureus fermenta manitol con produccion de &cido, La
acidificacion produce un cambio en el color del medio que vira de rosa palido a
amarillo (Pahissa, 2009).

d) Identificacion: La deteccion de catalasa permite diferencias el género
Staphylococcus (catalasa positivo) de los géneros Streptococcus y Enterococcus
(catalasa negativos). La fermentacion de glucosa permite diferenciar el género
Staphylococcus del genero Micrococcus, que es también catalasa positivo pero no

fermenta glucosa en anaerobiosis (Pahissa, 2009).

Tabla 1.7 Caracteristicas bioquimicas que permiten diferenciar S. aureus de las
principales especias patogenas de estafilococos coagulasa negativas

Propiedad S. aureus S. Epidermidis  S. saprophyticus
Colonias pigmentadas
Produccion de coagulasa
Proteina A

Produccion de ADNsa
Fermentacion de manitol
Sensibilidad a novobiociona - - +

+ + + + +

*v =variable. Raras cepas de S. epidermidis presentar una debil actividad ADNasa
y pueden fermentar manitol
Fuente: (Pahissa, 2009).
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La prueba de la coagulasa sigue siendo la mas utilizada para la identificacion de
Staphylococcus aureus. Se basa en la capacidad de las cepas de Staphylococcus
aureus para producir esta enzima extracelular que coagula el plasma. La deteccidnde
coagulasa permite diferencias Staphylococcus aureus (coagulasa positivo) de todas
las demas especias de estafilococos (coagulasa negativos) tal y como se observa en la
Tabla 1.7 (Pahissa, 2009).

1.4.3.4 Patogénia de las infecciones producidas por Staphylococcus aureus
de

Staphylococcus aureus en las fosas nasales y un 30% lo es de manera intermitente.

Aproximadamente un 20% la poblacion es portadora permanente de

Staphylococcus aureus puede ademas colonizar otras areas tales como la piel y el

tracto gastrointestinal. (Pahissa, 2009)

Tabla 1.8 Fases de La patogenia de las infecciones por Staphylococcus aureus y
factores de virulencia involucrados

Fase Factores de virulencia méas relevantes  Infecciones asociadas
Adherencia  Factor de agregacion (Clumping factor), Endocarditis, infecciones
bacteriana  proteinas de union a fibrindgeno, asociadas a protesis y

Persistencia

fibronectina y sialoproteina osea.

Formacion de biocapas (polisacarido de

catéteres intravasculares,
osteomielitis, artritis.
Infecciones recurrentes,

bacteriana  adhesion intracelular), variantes de fibrosis quistica y todas
colonias pequefias y persistencia las anteriores.
intracelular
Evasion de Capsula polisacarido, proteina A, Infecciones cutaneas
los proteina inhibidora de la quimiotaxis Invasivas, neumonia
mecanismo  (CHIP), proteina  de  adherencia nectrotizante, abscesos.
de defensa extraceular (Eap), citotoxinas
del huésped (leucocidina de Panton Valentine y a-

Penetracion

toxina

Proteasas, lipasas, nucleasas,

Destruccion tisular e

e invasion hialuronidasas, fosfolipasa C y elastasas. infecciones metastasicas

tisular

Shock Enterotoxinas, toxina del sindrome del Toxiifecciones

séptico y shock toxico 1, toxinas exfoliativas A y alimentarias,  sindrome

cuadros B, a-toxina, peptidoglicano y acidos del sohck toxico,

toxicos teicoicos sindrome de la piel
escaldada, impetigo

bulloso y sepsis.

Fuente: (Pahissa, 2009)
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Material biologico
e Cepas clinicasde Klebsiella pneumoniae (Hospital Essalud y Goyeneche)(N=6)
e Cepasclinicasde Pseudomona aeruginosa (Hospital Essalud y Goyeneche) (N=6)
e Cepas clinicas de Staphylococcus aureus (Hospital Essalud y Goyeneche) (N=6)

e Frutos de Schinus molle L. (molle) de Arequipa y Moquegua ( 3 Kg C/U)
2.1.2 Material de laboratorio

Material de vidrio

e Asas de Khole

e Fiolas de 10 mL Pirex

e Frasco ambar de 250 mL

e Matraz de 250 y 500 mL Pirex
e Peras de decantacion de 250 mL
e Pipetasde 1y 5 mL

e Placas Petri de 100 x 15 mm

e Probetas Pirex

e Tubos de ensayo de 10 mL

e Vasos de precipitado 500 mL Pirex

e Viales &mbar 2mL

Equipos y aparatos

e Autoclave (Tuttnauer 3870m)

e Balanza (Scout, SP-2001)

e Balanza analitica (OHAUS Pionner, Serie N° PA 214)

e Cromatdgrafo de gases (Shimadzu, GC-MS-QP2010 plus)
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e Destilador por arrastre de vapor
e Estufa (Incubat 20002005)
e Refractémetro digital (Abbe BGD-252)

e Vortex (Kessel, geniee 2)

Otros

e Columna capilar RTX-5MS (30 m x 0.25 mm ID x 0.25 um espesor del film)
e Micropipetas de 0.5-10, 10-100 y 100-1000 pL Transfepette Brand
e Placas de silice gel

e Tubos capilares

Reactivos

e Aceite de Inmersion (Q.P.Merck)

e Acetato de etilo (Q.P.Merck)

e Acido sulfirico (Q.P.Merck)

e Alcohol-Acetona (Q.P.Merck)

e Agar Citrato Simmons (Q.P.Merck)

e Agar Lisina Hierro (LIA) (Q.P.Merck)

e Agar Manitol salado(Q.P.Merck)

e Agar Mac Conkey(Q.P.Merck)

e Agar Mueller-Hinton (Q.P Fisher Scientific)
e Agar Triple Azucar Hierro (TSI) (Q.P.Merck)
e Caldo BHI (Fisher Scientific)

e Cristal Violeta (Q.P.Merck)

e Etanol grado reactivo (Q.P.Merck)

e Medio agar Urea (Q.P.Merck)

e Medio Sim (Q.P.Merck)

e N-Hexano (GC Merck)

e Lugol (Q.P.Merck)

e Safranina (Q.P.Merck)
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e Sulfato de sodio anhidro (Q.P.Merck)
e Tolueno (Q.P.Merck)
e Vainillina (Sigma Aldrich)

2.2 LUGAR DE INVESTIGACION

e Laboratorio de Quimica Organica (F-303) de la Universidad Catolica de Santa
Maria.

e Laboratorio de Control de calidad (H-204) de la Universidad Catolica de Santa
Maria.

e Laboratorio de Microbiologia (H-403) de la Universidad Cat6lica de Santa Maria

2.3 METODOS DE LABORATORIO
2.3.1 Area de Estudio

Se tomaron muestras del fruto de Schinus molle L. (molle) en Bellavista, Distrito de
Hunter, Departamento de Arequipa Yy en el Distrito del Algarrobal, Provincia de llo,
Departamento de Moquegua en el periodo comprendido entre Enero y Febrero del
2013.

2.3.2 Recoleccion de las especies de Schinus molle L. (molle) de las localidades de

Moquegua y Arequipa.

La recoleccion optima es la que se realiza en el momento en que la planta tiene el
méximo contenido en principios activos, tomando como recomendacion para hojas; la
recoleccion en el momento vegetativo anterior a la floracion de la planta; para flores,
en la época de floracion; en cuanto frutos, de aspecto carnoso, al momento de madurez
0 un poco antes en los casos en los que la pulpa se altera con facilidad; en cuanto a

raices, rizomas, tubérculos y bulbos, en otofio o0 a principios de invierno.

El objetivo del secado es el de extraer el contenido acuoso del material vegetal para

poder conservar la planta en estado 6ptimo. Este debe empezar a continuacion de la
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recoleccion. El almacenaje requiere un sitio seco, bien ventilado y sin luz directa.
(Royyo, 2013)

El momento Gptimo para la recoleccion sera por la mafiana, procurando que la planta
no esté mojada por el rocio o la lluvia, pues en los momentos de maxima insolacion la
esencia de la planta sufre una evaporacion intensa.

Por ello la recoleccion del material biologico se realizd6 tomando tres puntos de
muestreo identificados con un Navegador Satelital (GPS) GPS Garmin e Trex® H. Las
muestras fueron recolectadas, separadas y seleccionadas. Para su conservacion se

almacenaron bajo sombra y a temperatura ambiente hasta su uso en la extraccion.

2.3.3 Extraccion de aceites esenciales de Schinus molle L. (molle)
2.3.3.1 Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor es una técnica utilizada para separar sustancias
insolubes en agua y ligeramente volatiles de otros productos no volatiles mezclados
con ella. El arrastre en corriente de vapor hace posible la purificacion de muchas
sustancias de punto de ebullicion elevado mediante una destilacion a baja
temperatura, Es muy util para sustancias que hierven por encima de 100° a la presion
atmosferica y se descomponen en su punto de ebullicion o por debajo de este.
(Jimenez, 2006)

Para la destilacion por arrastre de vapor se pesaron 750 g de los frutos de Schinus
molle L. (molle), los cuales pasaron por un molino, fueron pesados y luego colocados
enel recipiente del equipo destilador por arrastre de vapor manteniendo una presion
de 12 bar por un tiempo aproximado de 40 minutos, recibiendo el destilado en un
recipiente de vidrio. Seguidamente, se procedié a la extraccion del aceite esencial en
una pera se decantacion, separando primero el aceite del agua. A continuacion se
afiadi6 sulfato de sodio anhidro al aceite obtenido y se dejé reposar durante 30
minutos, para finalmente almacenarlo en frascos ambar a una temperatura de -4 °C.

(Fuente: Elaboracion propia).
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2.3.3.2 Evaluacion del rendimiento

El rendimiento fue evaluado como porcentaje, tal como se indica enla Ecuacion2.1:

Peso del Aceite Esencial Obtenido

0,
% Peso del Material de Partida

oR =

(Ecuacion 2.1)
2.3.4 Caracterizacion fisica del aceite esencial de Schinus molle L.

2.3.4.1 Determinacién de la densidad:

La densidad, p, de una sustancia se define como su masa por unidad de volumen.
La densidad es una propiedad caracteristica de cualquier sustancia pura. Los objetos
hechos de una sustancia particular pura, como el oro puro, pueden tener tamafios o
masas diferentes, pero la densidad sera la misma para cada uno. (Gienther, 1955)

Para su determinacion, se llené una pipeta de 1.0 mL con agua destilada,
previamente. Se peso el agua contenida en la pipeta. Esta operacion se repitié 20
veces, con el fin de determinar el volumen real que aloja la pipeta en dicha

temperatura.

Luego, se tom6 la muestra de aceite esencial, a la misma temperatura del agua al
momento de la prueba, y se realiz6 el mismo procedimiento. Esta operacion se

repitio 3 veces.

_ Pesode agua contenida en la pipeta

Vlp =
2 Densidad del agua (20°C)
(Ecuacion 2.2 )
_ Peso del aceite esencial conternido en la pipeta
Paceite esencial = VIR

(Ecuacion 2.3 )
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2.3.4.2 Determinacion del Indice de refraccion:
Consiste en la medicién del angulo de refraccion del aceite esencial manteniendo
condiciones de transparencia e isotropismo, siendo la longitud de la luz de 589,4

mm, que corresponde a la linea D del sodio, siendo la temperatura de 20°C.

El indice de refraccion mide la velocidad a la cual la luz pasa a través de un aceite
esencial refractado. Cada aceite esencial esta hecho de componentes Unicos, los
cuales influye en la velocidad y numero de grados a los cuales ellos refractan la luz.
(Glenther, 1955)

Se limpi6 cuidadosamente los prismas del refractémetro con alcohol. Luego, se
coloco una gota del aceite esencial y se cerraron los prismas. Después, se ajustaron
las perillas de dispersion y de control para alinear la frontera (la divisién entre las
regiones clara y oscura) con el centro de la equis. Finalmente, se leyé directamente

el indice de refraccidn de la muestra tomando en cuenta la temperatura.
El indice de refraccion a 20°C (n'y) se calculé segin Ecuacién 2.4:
nty=nf +a+ (t —20°C)
(Ecuacion 2.4 )

Dénde:

nt, — Indice de refraccion a la temperatura del ensayo.

a — Factor de correccion. En general, y salvo indicaciones contrarias, se menciona
a=0.0004.

t — Temperatura del ensayo

2.3.5 Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de Schinus molle L.

2.3.5.1 Cromatografia de Gases
Es un método fisico de separacion basado en la distribucion de la muestra en dos
fases: una fase es el lecho estacionario de extensa superficie empacada
apretadamente dentro de una columna. Esta es la fase estacionaria'y puede ser un

sélido o una delgada pelicula liquida que recubre al sélido. La otra fase, consiste
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en un gas o un liquido que percola sobre la fase estacionaria y alrededor de la

misma. Esta fase se denomina fase movil. (Skoog, 2008)

Se utiliz6 un Cromatografo de Gases acoplado a Espectrémetro de Masas, el cual
tiene la mayor sensibilidad de cualquier sistema GC-MS proporcionando
velocidades de adquisicion mayores a otras técnicas analiticas. Tiene un inyector
automatico que es mas efectivo el andlisis, ya que la incertidumbre con la que
inyecta la cantidad solicitada es muy baja. Su puerto de inyeccion hace que las
muestras liquidas se evaporen inmediatamente, ya que la temperatura maxima del
puerto es de 300 °C, la temperatura del horno se puede elevar hasta que la columna
lo permita, luego en el detector de masas, el alto vacio llega casi a cero, haciendo
que el trayecto de las especies quimicas detectables sea mucho mas rapido, ayudado
por el cuadrupolo que lo hace mas selectivo.

Se utilizo una columna capilar RiX-5Sms® (30 m x 0.25 mm ID x 0.25 um espesor
del film). Ademas se empledé Helio (min 99.99 %) como gas acarreador. El
cromatografo de gases se conectd a un espectrometro de masa de triple cuadrupolo
operado con impacto electrénico o ionizacion electronica (El, 70 eV) como fuente
de lones. Se contd con una biblioteca para pesticidas (PESTEI 3) y NIST.

2.3.5.1.1 Condiciones en el equipo GC-MS

Para determinar la composicion del aceite esencial del Schinus Molle L. (molle)
se realizaron corridas SCAN tanto de Arequipa como de Moquegua, utilizando
una libreria NIST (National Institute of Standards and Technology, EEUU)
(NIST/EPA/NIH MASS SPECTRAL LIBRARY, 2011).

En cuanto a las condiciones establecidas en el espectrometro de masa, éste se
trabajo en el modo de Impacto Electrénico (EI).

Para realizar los analisis en el equipo GC-MS, se probaron diferentes condiciones
para establecer aquellas que dieran los mejores resultados, es decir, que

permitieran obtener una mejor separacién y un tiempo de analisis corto.
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Uno de los primeros pasos, consistio en probar diferentes temperaturas en el horno
del cromatografo con una programacion en la temperatura, la combinacién
apropiada nos permitié una mejor separacion y picos definidos. Las muestras
fueron solubilizadas en hexano a una concentraciéon de 0.2 ppm y analizadas en
el cromatografo de gases acoplado a masas a las siguientes condiciones:

Columna capilar Rtx-5ms® (30 m x 0.25 mm ID x 0.25 pm espesor del film),
temperatura del inyector: 250°C, temperatura del detector: 300 °C, temperatura
de la columna 40°C (10 min)/3°C/min/140 °C/2°C/min/240 °C (10 min), detector

MS, gas transportador He, flujo 1 mL, splitless, volumen inyectado 1 pL.

Los porcentajes de &rea y los tiempos de retencion de cada uno de los
componentes de los aceites esenciales estudiados, fueron obtenidos directamente

del analisis. (Elaboracién propia)
2.3.6 Evaluacion y comparacion de la actividad antimicrobiana

2.3.6.1 Recoleccion de cepas clinicas
Para un adecuado transporte y conservacion de muestras clinicas se debe tomar en
consideracion, la procedencia de la muestra, es decir si proviene de orina, sangre,
secrecidn nasofaringea, frotis nasal, etc. El envase a utilizar debe ser tubos, frascos,
torunda con medio de transporte Amies, botellas de hemocultivos, etc. El tiempo y
la temperatura (la mayoria de muestras en tiempo <24 h pueden ser recolectadas a
temperatura ambiente) (Laboratorio de microbiologia del C.H.U.A., 2005)

Las cepas clinicas fueron recolectadas del Hospital Goyeneche y del Hospital de
Essalud (Arequipa) y depositadas en tubos de cultivo con tapa roscada conteniendo

medios: Manitol salado y Mac Conkey.

2.3.6.2 Aislamiento e identificacion de Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa
y Staphylococcus aureus

Los procedimientos de cultivo y aislamiento deben ser considerados de acuerdo con
la naturaleza de cada muestra, de los microorganismos que se investigany de la flora

saprofita o0 patdgena que se puede encontrar. El uso de medios de cultivo adecuados
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debe brindar como resultado, el rapido crecimiento de microorganismos viables que,
directamente o mediante posteriores resiembra, formaran colonias aisladas
disponibles para su estudio. (Garcia, 2009)

Para el aislamiento de Staphylococcus aureus se utilizé el medio de cultivo manitol
salado, dado que este medio es selectivo para el aislamiento de Staphylococcus gram
positivos, observando un crecimiento de color amarillo caracteristico de

Staphylococcus aureus.

Para el aislamiento de Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa se utilizo el
medio de cultivo Mac Conkey dado que es selectivo para microorganismos gram
negativos.

Para la identificacion de Staphylococcus aureus se realizo la prueba de la catalasa y
coagulasa. Para la identificacion de Klebsiella pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa se utilizd la bateria de pruebas de identificacién bioquimicas (TSI, LIA,
Urea, SIM y Citrato).

2.3.6.3 Prueba de sensibilidad antimicrobiana

2.3.6.3.1 Prueba se sensibilidad antimicrobiana por el método de excavacion placa
cultivo

El método de difusion por excavacion en agar es usado para determinar el efecto
antimicrobiano de una sustancia frente a un microorganismo. Este método
comprende lo que se denomina un antibiograma o prueba de susceptibilidad
bacteriana frente a drogas especificas.

El principio del método involucra la siembra del inoculo sobre toda la superficie
del agar, luego se realiza pozos de 5 mm de diametro. Se formara asi por difusion
un gradiente de concentracion del antimicrobiano y la sensibilidad del
microorganismo estara indicada por el tamafio de la zona de inhibicion del

crecimiento alrededor del reservorio. (De Mendonga Rocha, 2012)
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Con un asa de Khole estéril, se recogieron de 2 a 3 colonias de Klebsiella
pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus. Luego, se
disolvieron en 5 mL de suero fisioldgico. Como resultado, la turbidez debié ser
similar a la del estandar 0.5 de la escala de Mc Farland. Se sumergi6 un hisopo
de algodon estéril, dentro de la suspension bacteriana y se hizo presion en las
paredes del tubo para eliminar el exceso de liquido. A continuacion, se sembrd en
agar Mueller-Hintoncon el hisopo, toda la placa de manera uniforme.
Seguidamente, se abrieron pozos de 5 mm de diametro (1 en cada placa) y se
afiadié 100 pL de aceite esencial de Schinus molle puro. Las placas se incubaron
a 37°C durante un tiempo de 24 horas y se midieron los halos de inhibicion de
desarrollo. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Los resultados se expresan como: Sensible (S) cuando presentan halos de
inhibicién >20, Intermedio (I) cuando presentan halos de inhibicion >12 - 19 y
Resistente (R) cuando presenta halos de inhibicion <12. (CLSI, Clinical and
Laboratory Standars Institute., 2009)

2.3.6.3.2 Determinacion de la concentracién bactericida minima por microdilucion.

Se llama concentracion minima inhibitoria a la cantidad minima del antibi6tico
capaz de inhibir el crecimiento bacteriano (Garcia, 2009). La técnica de
microdilucién en caldo es de gran utilidad practica para el estudio de las CBM.
No es mas que la técnica de macrodilucién pero realizada en placas de
poliestierno, con micropocillos en lugar de tubos (Prats, 2005)

En el método de microdilucion, cada una de los pocillos de la placa de
microtitulacion con pocillos  representa uno de los tubos del método de

macrodilucion.

De la misma manera que se realizé en el método de difusion por excavacion con
un asa de Khole esteril, se recogieron de 2 a 3 colonias de Staphylococcus aureus.
Se disolvieron en 5 mL de suero fisioldgico. Como resultado, la turbidez debio

ser similar a la del estandar 0.5 de la escala de Mc Farland. Seguidamente a los
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indculos obtenidos se les hicieron diluciones 1/100 en tubos eppendorf teniendo
en cuenta que el volumen final es 1000 pL. Luego en 3 tubos eppenforf se
prepararon emulsiones en las cuales se mezclaron 1000 L de aceite esencial con
50 pL de Tween 80. Posteriormente en la placa de microdilucion se agregd 100
pL de caldo BHI por pozo. A continuacion se agregan 100 pL del aceite esencial
de Schinus molle al primer pozo de cada muestra. Seguidamente se mezcl6 el
caldo con el aceite esencial, se tomaron 100 pL y se depositaron en el pozo
siguiente, hasta que se lleg6 a la octava dilucidén (0.39%) por muestra; se
agregaron 10 pL de los inoculos por pozo. Se prepararon controles positivos y
negativos en las dos ultimas filas. La placa de microdilucion se incubé durante un
tiempo de 24 horas a una temperatura de 37°C, al dia siguiente se observé si hay
presencia de turbidez y como confirmacion se sembraron todos los pozos en
medios de cultivo selectivos, observando el crecimiento o no de las bacterias.
Como resultado final, se calcul6 la concentracion bactericida minima del aceite
esencial de Schinus molle para Staphylococcus aureus. (Franca, Costa,
Wanderley, Alidianne, & Leite, 2012)

[ Recoleccidn de la materia prima ]

Distrito del
Algarrobal

Distrito de
Hunter

Molienda y pesada de
la materia prima (750 g
por muestra)

Extraccion de aceite esencial 50 min por
por arrastre de vapor muestra

[ Recepcidn y almacenamiento de los aceites ]

v
Sl L Determinacion de la actividad
Determinacion de las Determinacion de la - . .
o o . antimicrobiana de los aceites
caracteristicas composicién quimica de )
- . . . esenciales frente a K.
fisicoquimicas de los los aceites esenciales ) .
. ) pneumoniae, P. aeruginosa S.
aceites esenciales por GC-MS

aureus

Figura 2.1 Flujograma del disefio experimental
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RECOLECCION DE LAS ESPECIES DE Schinus molle L. (MOLLE) DE LAS
LOCALIDADES DE MOQUEGUA Y AREQUIPA.

La recoleccion del fruto de Schinus molle L. (molle) se realizo en las localidades de
Arequipa y Moquegua, identificando los puntos de muestreo con un Navegador Satelital
(GPS) GPS Garmin e Trex® H. y registrando la respectiva ubicacion en fichas de
recoleccion tal y como se muestra en la Figura 3.1y 3.2.

La recolecciones realizadas fueron tomadas de dia, puesto que segun Rodriguez (2012),
es recomendable realizar el corte o poda del material vegetal por la mafana evitando
contaminantes, residuos de otras especias de plantas, polvo, tierra, etc, siendo importante
también tomar en cuenta la época de la recoleccion, el estado fisiolégico de la planta y
el lugar geografico de la recoleccion.

HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ANACARDIACEAE
Schinus molle

PERU;Dpto. Arequipa; Prov. Arequipa; Dist.Jacobo Dickson
Hunter; Bellavista al costado del Restaurante Chobita. Laderas
humedas.
S16°26' 14.5” 071" 33’ 00.2” 2265m
Hierba de 3m de alto. Frutos color morado
N.v: “Molle”

8 - Enero-2013

No. 001
F. Moncada V, V. Quipuscoa S.
4 dupl.
Universidad Nacional de San Agustin(UNSA)

Figura 3.1 Etiguetas de registro de la recoleccion de Schinus molle L. de la localidad
de Arequipa
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HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ANACARDIACEAE
Schinus molle

PERU;Dpto. Moquegua; Prov. llo, Distrito San Jerénimo ; Cerca
a la plaza del pueblo de San jerénimo a la altura del
cementerio. Laderas humedas.
S17°37'27.1” 071°37' 27.5” 8m
Hierba de 3m de alto. Frutos color morado
N.v: “Molle”

20 - Enero-2013

No. 004
F. Moncada V, V. Quipuscoa S.
2 dupl.
Universidad Nacional de San Agustin(UNSA)

Figura 3.2 Etiquetas de registro de la recoleccion de Schinus molle L. de la localidad

de Moquegua

Para la adecuada conservacion, se separo las semillas del material vegetal completo, para
luego extenderlas sobre papel, bajo sombra y con aireacion, facilitando asi su adecuado
secado (Figura 3.3), éste procedimiento es acorde a lo mencionado por Rodriguez
(2012), el cual menciona que la finalidad de dichas condiciones es evitar la
contaminacion por hongos, por el contrario de realizarse un secado en hornos, sugiere

hacerlo inmediatamente o en el menor tiempo posible después del corte.

En lo que respecta a la identificacion taxonomica, una muestra del ejemplar completo y
fresco de cada localidad, fue caracterizada por el Herbarium Areqvipense (HUSA)
determinandose que el material bioldgico recolectado, efectivamente, correspondia a

Schinus molle L. en ambos casos (Anexo 13y 14).
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Figura 3.3 Frutos de molle de Arequipa (lzquierda) y Moquegua (Derecha).

3.2 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE Schinus molle L. (MOLLE)

3.2.1 Destilacion por arrastre de vapor
La extraccion de aceites esenciales se realizd segun el procedimiento detallado en el
apartado 2.3.3.1. Como se observa en la Figura 3.4, se utiliz6 un equipo de destilacion
por arrastre de vapor a escala piloto, puesto que su método es muy econémico en
comparacion con el costo de los solventes organicos, y ademas posee la ventaja de no

requerir el uso de equipos sofisticados segin Bague (2012).

Figura 3.4 Destilador por arrastre de vapor a escala piloto
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Las condiciones operacionales a las cuales se realizd la extraccion correspondieron a
750 g de los frutos de Schinus molle L. (molle), presién de 12 bar y un tiempo
aproximado de 40 minutos. Finalizado el proceso el destilado se recibié en un
recipiente de vidrio, tal y como se muestra en la Figura 3.5, en donde s6lo la parte
superior corresponde a los aceites esenciales obtenidos y todo el volumen restante
corresponde a agua, debiéndose ésta particularidad a que el aceite esencial de molle
presenta una densidad menor a la del agua., segun Decallacsa (2012).Cabe resaltar que
la mayoria de los aceites esenciales son menos densos que el agua a excepcion de
algunos, como el aceite esencial de Canela, Clavo, etc. los cuales son reportados por
Remington (2002).

Una vez obtenidos los aceites esenciales, fueron separados del agua por decantacion
desde un embudo de separacién (Figura 3.6), para luego adicionarles sulfato de sodio
anhidro como asi lo sefiala Guarnizo (2007), para eliminar los residuos de agua, de tal
forma que los aceites esenciales obtenidos quedaran translucidos y brillantes.
Finalmente los aceites esenciales obtenidos fueron colectados en botellas ambar de 250
mL.

Figura 3.5 Destilados obtenidos por el equipo de arrastre de vapor de Schinus

molle L. a) Localidad de Arequipa, b) Localidad de Moquegua.
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Figura 3.6 Decantacion de los destilados obtenidos de Schinus molle L. a) Localidad de

Arequipa, b) Localidad de Moquegua.
3.2.2 Evaluacion del rendimiento

La extraccion de los aceites esenciales de Schinus molle L. recolectados de Arequipay
Moquegua, fue realizado en batch, en cuatro repeticiones, para cada localidad,
expresando los resultados en términos de porcentaje de rendimiento, para lo cual se

utilizd la ecuacion 2.1, construyendo de este modo las tablas 3.1y 3.2:

Tabla 3.1 Porcentaje de rendimiento del aceite esencial de Schinus molle L. (molle)

de Arequipa.

Dia Materia prima seca  Aceite Esencial Rendimiento

(9) (9) %
1 750 15.75 2.10
2 750 14.91 1.98
3 750 15.21 2.02
4 750 15.41 2.05
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Tabla 3.2 Porcentaje de rendimiento del aceite esencial de Schinus molle L.

(molle) de Moquegua.

Dia Materia prima seca  Aceite Esencial Rendimiento

(9) (9) %
1 750 8.94 117
2 750 8.91 1.18
3 750 8.95 1.19
4 750 8.94 1.19

Asi mismo, para la localidad de Arequipa se identifico un rendimiento promedio de
2.04 %, con una desviacion estandar de 0.0506 y un coeficiente de variacion de 2.48%,
a diferencia del aceite esencial extraido de Schinus molle L. de la localidad de
Moquegua, que presentd un rendimiento promedio de 1.18%, una desviacion estandar
de 0.0096 y un coeficiente de variacion de 0.81%. Estos datos son mostrados en la
Tabla 3.3, reflejando que existe poca variabilidad en las repeticiones correspondientes

a cada localidad, y que ademas presentan una distribucion normal.

A diferencia de lo reportado en la presente investigacion, Viturro (2011) sefiala que los
frutos de molle triturados, provenientes de muestras de la sierra central de Peru,

Tabla 3.3 Porcentaje de aceite esencial obtenido de Schinus molle L. de las

localidades de Arequipa y Moguegua

Rendimiento (%)

EXTRACCION Arequipa Moquegua

1 2.10 1.17

2 1.98 1.18

3 2.02 1.19

4 2.05 1.19

Promedio 2.04 +/- 0.0805 1.18 +/- 0.0152
Desviacion Estandar 0.0506 0.0096
Coeficiente de Variacion 2.48% 0.81%

Sesgo Estandarizado 0.212957 -0.697748
Curtosis Estandarizada  -0.0414274 -0.526337

Fuente: Statgraphics Centurion XVI
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contienen un 5.15 % de aceite esencial colectados, esto puede deberse a las
condiciones experimentales trabajadas y a los diferentes equipos empleados. Segun
Novoa Antonio Eduardo et al 2013 sefiala que si bien el equipo de destilacion por
arrastre de vapor es econdmico, se obtiene un mayor rendimiento usando el equipo
clevenger.

Asi mismo, en la Figura 3.7 se puede observar diferencia entre el rendimiento
promedio de las extracciones de los aceites esenciales de la localidad de Arequipa y
Moquegua, identificando ademas que no existen valores atipicos y que existio una

buena repetibilidad entre cada extraccion en batch.

Estadisticamente se busco comparar el promedio del rendimiento entre ambas
localidades, para ello se realizo la prueba C de Cochran identificando un valor-P de
0.0216, menor a 0.05, lo cual indica que existe una diferencia estadisticamente

significativa entre las varianzas, con un nivel de confianza del 95.0%. Por ello los

2.1 | — I .
L - |
R —
1.9F .
1.7+ .
15F .
1.3F .
11 5
Arequipa Moquegua

Figura 3.7 Diagrama de caja y bigotes para rendimiento (%) de extraccion de
aceites esenciales de Schinus molle L. a) Localidad de Arequipa, b) Localidad de
Moquegua.
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promedios de rendimiento (%) fueron comparados sin suponer varianzas iguales,
aplicando la prueba t, teniendo como hipdtesis nula la igualdad de promedios entre las
localidades de Arequipa y Moquegua, es decir diferencia igual a 0, versus la hipétesis
alterna de que ambos promedios no son iguales, es decir, de que la diferencia no es
igual a 0.0. Puesto que se obtuvo un valor-P calculado menor a 0.05, se puede afirmar
que estadisticamente, existe diferencia significativa entre los promedios del
rendimiento de ambas localidades. Los valores-P calculados se detallanen la Tabla 3.4.

Tabla 3.4 Pruebas estadisticas para comparar rendimientos de la extraccion del
aceite esencial de Schinus molle L. de las localidades de Arequipa y Moquegua.

Prueba Valor-P
C de Cochran 0.965409 |0.021616
Prueba t sin suponer varianzas iguales|33.218 0.000034
Fuente: Statgraphics Centurion XVI

La diferencia observada entre el rendimiento del aceite esencial de Arequipa con el
rendimiento del aceite esencial de Moguegua, se debi6 posiblemente a las condiciones
extrinsecas del medio ecoldgico (coordenadas geograficas, clima, suelo, exposicion
solar, etc.) a las cuales se vio expuesta el Schinus molle L. (molle), como asi lo sugiere
Bandoni (2000); dentro de las cuales Moquegua registré unas altitudes, de los 3
puntos recolectados, de 8, 10 y 12 msnm a comparacion de Arequipa con unas
altitudes de 2265, 2266 y 2272 msnm.

Por lo tanto, con los resultados expuestos, podemos afirmar que el aceite esencial de
molle puede presentar variaciones en el rendimiento debido a sus condiciones
extrinsecas a las cuales se encuentra expuesto durante su desarrollo. Asi mismo,
Loayza (2004) sefiala que dichas variaciones en rendimiento de la extraccion de aceite
esencial de Schinus molle L. dependen también del estado del material vegetal,
obteniéndose un rendimiento de 5.6 % y 0.6% de frutos maduros molidos y sin moler,

y un 1.1% y 0% de frutos verdes molidos y sin moler respectivamente.
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Es importante sefialar, que a medida que se incrementa el rendimiento de los aceites
esenciales, el precio se vuelve mas econémico, en cuanto a su comercializacion, tal y
como se observa en la Tabla 3.5, la cual resume los precios de exportacion de diversos
aceites esenciales. Asi mismo, la de la empresa Inka natural reporta un precio bajo de
exportacion correspondiente a 6.74 euros, debido a que su rendimiento, al menos si

es extraido de frutos, es de un 5%.

Un estudio de mercado realizado por Novoa (2013) sefiala que podria haber una
factibilidad de formar plantaciones que sirvan como fuente de materia prima (hojas).
Dado que la fenologia del arbol de molle permite la extraccion de hojas durante todo
el afo, y la tasa de regeneracion foliar es de aproximadamente 1 mes, se puede realizar
una colecta cada 15 dias. Segun (CONABIO, 1997) sefiala que el rendimiento
aproximado del aceite esencial de molle es de 100 mL por cada 6.5 kg de hojas secas,

lo que se traduce en casi 15 kg

Tabla 3.5 Rendimiento y precios para algunos aceites esenciales

Aceite esencial  Precio suministrador 2 Rendimiento tipico

(% en peso sobre el

ik os/10 nil material vegetal utilizado)

Melisa 150 0.017
Rosa 200 0.025
Neroli 110 0.075
Hiberba Luisa 55 0.136
Oregano 10 0.200
Tomillo vulgar 7.2 0.250
Petitgrain 4.4 0.300

Fuente: (Ortufio, 2006)

de hojas frescas. Se indico también que un &rbol alcanza la madurez para ser
transplantado a los 30 cm, lo que representa 5 meses desde la siembra en vivero
(CONABIO, 1999). A eso, hay que sumar 3 afios de crecimiento hasta la altura

funcional de 2 m, tamafio en el que el follaje alcanza su volumen final.
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Segun Novoa (2003), sefialan que se podrian obtener mas de 15 kg de hojas frescas
por arbol aunque por motivos de ajuste financiero se tomarian en cuenta que cada
arbol produce, durante cada mes, 30 kg, 1o que se traduce en 200 mL de aceite. Esto,

aplicado a toda la plantacion, que representa 20 L de aceite mensual.

Tomando como ejemplo que aceite de ricino tiene un precio aproximado de 400 € por
tonelada, segun consultas a un proveedor turco. Considerando que la densidad del
aceite de ricino es de 0,9619 kg/L (Wassner, s/d), se tiene que por el precio indicado
se compra, aproximadamente, 1040 L a 400 €, sin incluir fletes ni transporte. Esto es
1 La2,6€. Segin el Banco de la Nacion, con un tipo de cambio de 3,43 PEN/EUR;
tenemos que cada litro puede llegar a costar hasta S/. 8,90. Con cien arboles
correctamente manejados, se puede obtener hasta 2140 soles anuales; considerando
el precio de un producto a todas luces inferior. Si a eso, se le agrega un valor adicional,
proveniente de la produccion organica y la Marca Pais; el precio aumentara segin
Weinberger (2009). Si establecemos este a un valor de 30 soles el litro, la ganancia
anual llega hasta los 7200 soles, con un costo de mantenimiento anual de,
aproximadamente, 760 soles; y un costo de introduccion de 1610 soles,

aproximadamente.
3.3 CARACTERIZACION FISICA

3.3.1 Caracteristicas organolépticas
Los aceites esenciales extraidos presentaron colores transparentes ligeramente
amarillentos y sin ninguna particula, ni rastro de agua, como se observa en la Figura
3.8. y como se detalla en la Tabla 3.6; con un aroma herbaceo penetrante y levemente

mentolado. Sabor herbaceo persistente y un poco amargo.

Los datos mostrados, presentan similitud con lo reportado por Viturro et al. (2011),
el cual sefiala que el aceite esencial de molle obtenido de frutos presenta un color

amarillo palido.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-vF=% . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE $:CATOLICA

(gl )
TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

Figura 3.8 Aceite esencial purificado de Schinus molle L. a) Localidad de

Arequipa, b) Localidad de Moquegua

Tabla 3.6 Caracteristicas organolépticas de los aceites esenciales de Schinus

molle L. (molle).

Caracteristicas ~ Aceite esencial de (molle) de  Aceite esencial de (molle) de

organolépticas Arequipa Moquegua
Color Transparente amarillento Transparente amarillento
Olor Herbéaceo penetrante y Herbéaceo penetrante y
ligeramente mentolado ligeramente mentolado
Sabor Herbaceo persistente y amargo  Herbaceo persistente y amargo

Fuente: Elaboracion propia

Finalmente los aceites esenciales obtenidos fueron inmediatamente almacenados en
frascos &mbar herméticamente cerrados, a una temperatura de -4°C, durante el tiempo
que dur6 la parte experimental del presente trabajo de investigacion. En los dias
posteriores al almacenamiento, no se observo ninguna turbidez o formacion de algun
contaminante. En general, se obtuvieron aceites esenciales puros, debido a las buenas
practicas experimentales tanto antes como después de la extraccion.

3.3.2 Determinacion de la densidad:
Una vez obtenidos los aceites esenciales, se procedid determinar sus principales
caracteristicas fisicas. En cuanto a la densidad, esta fue determinada segun se detalla
en el apartado 2.3.4.2 , empleando las ecuaciones 2.2 y 2.3, y tomando un valor de la
densidad del agua, a 20°C, de 0.998203 segun se indica en la tabla mostrada en el

Anexo 1, calculando por tanto:
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Segun Ortufio (2006), la densidad es un parametro que permite distinguir un aceite
esencial autentico de un aceite esencial sintético, dado que la mayoria de los aceites
esenciales estan formados por terpenos derivados, compuestos organicos con
atomos ligeros (C, H, O) formando cadenas y anillos, presentando una densidad
menor a la del agua (1 g/cm3), como es en el caso del aceite esencial de molle, que
esta formado por algunos monoterpenos como : a-pineno, 3-mirceno, o-felandreno,

p-cimeno Yy silvestreno, como detalla Zegarra (2006) en su investigacion.

Las densidades obtenidas para los aceites esenciales de molle (0.8506 para aceite
esencial de Arequipa y 0.8318 para el aceite esencial de Moquegua) se encuentran
dentro del rango, tal y como reporta Viturro et al. (2011), el cual sefiala que el aceite
esencial de frutos maduros en Latinoamérica puede ir aproximadamente desde
0,8490 g/cm3 a 0,8696 g/cm3. Sin embargo, Ortufio (2006) menciona que hay
algunos aceites esenciales que presentan densidades mayores que las del agua como

es el caso de almendras amargas, mostaza, canela, perejil o clavo.

Por tanto, la determinacion de la densidad de un aceite esencial es de importancia,
ya que para su control de calidad se manejan estrechos rangos de densidades, siendo
cualquier variacion en el rango, un indicador de la presencia de alguna impureza o
adulteracion. Finalmente se pudo verificar que las densidades obtenidas se

encuentran dentro de los valores aceptados, mencionados por Guenther (1955).

3.3.3 Determinaciéon del Indice de refraccion:

La determinacidn del indice de refraccion se realizé segun se indica en el apartado
2.3.4.3. Las lecturas directas tomadas del refractometro para las muestras de los

aceites esenciales, se encontraron dentro del rango de 1.476 a 1.479, comun para los
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aceites esenciales de molle; siendo las lecturas de 1.4744 y 1.4745 para las
localidades de Arequipa y Moquegua, respectivamente. Dichos valores fueron
corregidos utilizando la Ecuacion 2.4, considerando una temperatura de 19.4°C,
registrada al momento de realizar la lectura. Utilizando estos datos se calcularon los
indices de refraccion como se detalla a continuacion:

nt (Arequipa) = 1.4744 + 0.0004 + (19.4°C — 20°C)...ovvvvnnnnnnnnn. 4)
N (AreqUIPA)= 1.AT4B......c.ciiiieieicieieieieeie e (5)
nf(Moquegua) = 1.4745+ 0.0004 + (19.4°C — 20°C) eovovvvevvvvvnvnieinininne, (6)
NE (Moquegua) SLATAT ..ottt (7

Los indices de refraccion calculados se resumen en la Tabla 3.7. Segun Guenther
(1955), cada aceite esencial, al estar formado por distintos componentes, tiene un
indice de refraccion particular, ya que estos componentes influyen en la velocidad
y en el nimero a los cuales la luz es refractada, asi mismo, Ortufio (2006) sefiala
que la determinacion del indice de refraccion para aceites esenciales es una
magnitud exclusiva para cada aceite esencial, que cambia si este se diluye o se
mezcla con otras sustancias. Asi mismo, Viturro et al. (2011), reporta diversas
propiedades de los aceites esenciales de diversos paises, las cuales se muestran en
la Tabla 3.8, conella se puede identificar que los indices refraccion calculados enla

presente investigacion son acordes a dichos datos bibliogréaficos.

Tabla 3.7 Caracteristicas fisicas determinadas para los aceites esenciales de
Schinus molle L. (molle).

Caracteristica Fisica Aceite esencial Aceite esencial
"Arequipa "Moquegua™
Densidad 0.84 0.83
Indice de refraccion 1.47 1.47

Fuente: Elaboracién propia
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3.4 DETERMINACION DE LA COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL POR
CROMATROGRAFIA DE GASES

3.4.1 Cromatografia de Gases (CG) para el aceite esencial de molle de Arequipa

De acuerdo con los datos obtenidos usando un cromatografo de gases con espectro
de masas, se registraron 5 picos para el aceite esencial de Arequipa, tal y como se

observa en la Figura 3.9, los cuales representan los componentes mayoritarios

Chromatogram Molle Arequipa 100 ppm 07 31 pm 27 05 2013 C: Documents and Semiags FRANCISCO Desitop'corrida 100 ppm arequips coa picos buesos 13-11-13.qad
TIG

3719927 s
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Figura 3.9 Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Schinus molle L. (molle)

de Arequipa.

La identificacion de los componentes mayoritarios del aceite esencial de Schinus
molle L. (molle) se realiz6 comparando el tiempo de retencion en minutos, con la
libreria NIST del software GCMS Postrun Analysis. Asi mismo, los componentes
identificados, el tiempo de retencion experimental, el tiempo de retencion tedrico y
el area de cada pico del aceite esencial de molle de Arequipa se registranen la Tabla
3.9.
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Tabla 3.9 Especificaciones de los metabolitos secundarios aislados por GC-
MS de aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de Arequipa

N°  Metabolito secundario TRE(min) TRT(min) %Area

1 a-pineno 13.201 13.155 21.41
2 [-pineno 13.935 13.885 23.13
3 -mirceno 14.087 14 31.59
4 a-felandreno 14.356 14.305 16.85
5 silvestreno 14.721 14.665 7.03

Donde TRE (min): Tiempo de retencion experimental en minutos; TRT (min):
Tiempo de retencion tedrico en minutos.

Segun estudios como los registrados por Viturro et al. (2011), el aceite esencial de
molle presenta como componentes mayoritarios a-pineno, B-pineno, o-felandreno,
limoneno y B-felandreno usando como materia prima frutos secos. Como se puede
observar los resultados son similares, siendo el Gnico componente que difiere, el
limoneno, esto debido probablemente a que en el presente trabajo de investigacion,

se empled frutos maduros y no con frutos secos como reporta el autor.

3.4.2 Cromatografia de Gases (CG) para el aceite esencial de molle de Moquegua

El andlisis usando un cromatografo de gases con espectro de masa para la
identificacion de los componentes mayoritarios del aceite esencial de Schinus molle
L. (molle) de Moquegua, produjo también un cromatograma con 5 picos, tal y como
se observa en la Figura 3.10. La identificacion se realizo comparando el tiempo de
retencion en minutos con la libreria NIST del software GCMS Postrun Analysis.

Segln la empresa Sigma Aldrich, alfa pineno tiene un punto de ebullicién de 155-
156 °C, beta pineno de 165-167 °C, beta mirceno de 167 °C, alfa felandreno de 171-
174 °C y como podemos observar en las figuras 3.9 y 3.10 los picos mayoritarios
fueron detectados por el cromatografo de gases en ese orden, de tal manera que se

puede afirmar que se realizé un buen andlisis.
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Figura 3.10 Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Schinus molle L. (molle)

de Moquegua.

Tabla 3.10 Especificaciones de los metabolitos secundarios aislados por GC-
MS de aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de Moquegua.

N° Metabolito secundario TRE(min) TRT(min) 9%Area

1 a-pineno 13.204 13.155 20.64
2 B-pineno 13.936 13.885 17.12
3 [-mirceno 14.086 14.000 19.56
4 a-felandreno 14.359 14.305 31.00
5 silvestreno 14.723 14.665 11.68

Donde TRE (min): Tiempo de retencion experimental en minutos; TRT (min):
Tiempo de retencion tedrico en minutos.

Los componentes identificados, el tiempo de retencidn experimental, el tiempo de
retencidn tedrico y el area de cada pico del aceite esencial de molle de Moquegua se
registran en la Tabla 3.10.

De la misma manera a lo que sucedio con el aceite esencial de Arequipa, los
componentes identificados presentan también una similaridad con los estudios

realizados por Viturro et al. (2011), a excepcion del limoneno. Realizando una
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comparacion entre la Tabla 3.9 (aceite esencial de Arequipa) y 3.10 (aceite esencial
de Moquegua) se pudo observar que los componentes mayoritarios son 1os mismos,
con la unica diferencia presente en los porcentajes de area, ello, segin Bandoni
(2000), probablemente se debié a las condiciones extrinsecas (coordenadas
geograficas, clima, suelo, exposicion solar, etc), permitiendo concluir que las
condiciones extrinsecas influyen en la concentracion de los componentes
identificados para los aceites esenciales de Schinus molle L. (molle) tal y como lo
menciona Wildwood (2009)

Asi mismo, Bertolazzi M. (2005) sefiala que dependiendo del método de extraccién a
utilizar puede haber variacion en los componentes, reportando que para la
hidrodestilacion los componentes extraidos del aceite esencial de molle
principalmente son monoterpenos, como el mirceno; en tanto que en la extraccion con
CO; supercritico, se observa un aumento en la concentracion de sesquiterpenos como

cariofileno y germacreno.

Tabla 3.11 Composicion del aceite esencial de Schinus molle L. en funcion de la

parte extraida de la planta.

COMPUESTO RORCEE -
Frutos maduros Frutos verdes Hojasy ramas

o-pineno 0 2.7 11.4
canfeno 0 0 4.8
B-pineno 0 0.3 16.9
sabineno 0 0 1.5
mirceno 33 26.9 13.7
a-felandreno 27.5 35.4 0

limoneno 10.5 8.1 8.2
p-felandreno 10.7 14.4 0

p-cimeno 2.6 0 0

B-cariofileno 2.5 1.7 6.3
a-humuleno 2.3 0.74 4

germacreno D 2.3 1.2 21.7
biciclogermacreno 0.5 0.9 1.6
NI 1 0 2.2 0.6
NI 2 0 0.2 1.8
NI 3 0 2 3.4

Donde: NI: no identificado. Fuente: (Loayza & Rios del Prado, 2004)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

L
o
()
T =
OS
TC
&U
oL
oo
o
=

DE SANTA MARIA

0L

(0T0Z) |2 18 OUINMIA :9lUBNH

(%T ') ousuowl| ‘(%T'S) ousuld-n (%9°s) oudurd-¢ (%0 €9) oudulqes
(%8°0T) ousuowl] ‘(%6°ZT) ousuld-g ‘(%¢ 1) oudurd- (%[ ¢f) ouduiqes

sojje1 A seloH
soJnpew soni4

(2€) @ ouasoewiab ‘(94£'G) ousiyoled-gd ‘(¢°€1) 10--uauidial ‘(% TE) ousulges SopJaA S0INIH 9 vlues eunuabiay
(%' TT) ousuld-» ‘(%L €1) ouddmu ‘(%6 9[) oudurd-g (%, 17)  oudIoeuLed sewel A seloH
(9%T°8) ouauowl] ‘(% ¥T) ouaipuea)-d (%6°9¢) OUdIW ‘(44t'GE) OUBIPURIDL-D SapJan soini4
(9%5°0T) ousuowi| (%, 0T) ouaipuela)-g (%S LT) OUIPUL[I-0 (%0 EE) OUSIA soinpew soinl4  equeqeydo)  eIAljog
0Juainoe]
(%6°9T) ousuown ‘(z°LT) ouauld-0 (%9°L]) OUSINBWLIAZO[III] (%} 97) ousurd-¢ seoss sefoH oes
ZIns
(%t'8) ouaidewabolaIdlg ‘(%.'8) ousjijoled-g “(6'z1) ouduid-p (z'9¢) ousuow] sedas seloH  op enededed
T1INS
(%€°€T) |ouped-0 (%p°6) oudurped-Q ‘(% 1) ousurd-g (%46°z¢) oudurd-o seoss seloH  op enedeoe) [Isedg
(%2 2) oualpuelas-g (%6 L) ouswId-d “(%'g) oudUIPEd-Y (%] "61) OuduIqes seasal) sefloH
(%G°2T) ouaipuelay-gd ‘(¢'g1) ousuowr] (%s Lg) oudurd-g ‘(%6°0¢) OUIPUL[J-0 S008S SOINI4  oyonJeAy niad
(%%°G) ouurd-n (%S 07) ouddmw ‘(%8 ¢7) OUIPUL[d)-g (%S ) OUAIPUL[F-D  SOI3S SOINPEW SOINI elon
(%.°9) ouswid-d (6°¢T) ouddmu-g ‘(%7 91) oudipue[ej-g (%H'9[) OUSIPUL[J-0  SOISS SOINPEW SoINI Kenzy
(9%0°5) ouaud-o ‘(2,8 17) oudipue[ej-g (%S ¢7) ouourd-g + oudurqes ‘(9,8'¢7) OUAIPUL[OJ-0  S0I3S SOINPRW SOINI- Ixedo10) Jopend3
(%9°5) ourped n-1ds ‘(959) ouauiped-4 (%1 1¢) oudurd-¢ (%, 77) ousurd-o seosal) seloH elanfely 8314 ©1S0D
(%) soueysoAew saquauodwo) ejue|d e| ap aued euinoad sied

"eolIgWeouIle ap sasied S19s Ua T 8||oW SNUIYDS ap [BIoUaSa 811308 |9p SoLelIoABW sajuauodwo) ZT'S ejgqel

wn
(=]
=
=]
<
3=
=
(7}
[<5]
=
L
[<5]
wn
(=]
4=
£
)
=]
<
o
<
(7]
(<5}
f=
=
[o=
(=}
o
(3°}
=]
<
N
=
[=]
=
=
(3]
==
g
(&)
(1]
=
=]
=]
o

2
n
D

=1
[as

g
wn
(<5]
S

e
(&)
o
[<b)
L
[<b)

(Sl
[<b]
L
<5}

=

=
(=]
[=)]
o
(-
=
o
©
(=2}
=
(7]
5]
=
=
=
w
(=
(NN}




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

Por su parte Loayza (2004), sefiala que dependiendo de la parte extraida de la planta
puede existir variaciones en la composicion del aceite esencial de molle como se
sefiala en la Tabla 3.11. De igual manera Viturro et al. (2011), reporta variaciones
en los componentes de los diferentes paises de Latinoamérica mostrados en la Tabla
3.12, esto debido probablemente a los siguientes motivos: la parte de la planta que
selecionada para extraer el aceite esencial, el estado de la muestra (fresca o seca), la
ubicacién geografia, etc. Por lo que podemos decir que los componentes mayoritarios

del aceite esencial de molle pueden variar debido a sus condiciones extrinsecas.
3.5 EVALUACION Y COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
3.5.1 Recoleccion de cepas clinicas

Las cepas clinicas fueron recolectadas del Hospital Goyeneche y del Hospital de
Essalud (Arequipa), y depositadas en tubos de cultivo con tapa roscada conteniendo
medios: Manitol salado y Mac Conkey.

3.5.2 Aislamiento e identificacién de Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa
y Staphylococcus aureus

a) Aislamiento e identificacion de Klebsiella pneumoniae

Para el aislamiento e identificacion de cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae,
se emple6 el medio de Mac Conkey y las pruebas de identificacion bioquimicas
TSI, LIA, medio agar Urea, agar Citrato Simmons y medio SIM como se muestra

aen las figuras 3.11 y 3.12.

Figura 3.11 Klebsiella sp. en medio de cultivo Mac Conkey.
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Como menciona Koneman (2000), el medio de cultivo Mac Conkey es un medio
selectivo para el crecimiento de enterobacterias, inhibe el crecimiento de cocos
gram-positivos, al contener lactosa  nos permite diferenciar a  los
microorganismos fermentadores (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, de
los microorganismos no fermentadores (Pseudomona aeruginosa). Como se
observa en la figura 3.11 Klebsiella pneumoniae en medio de cultivo Mac
Conkey presenta colonias de color morado rojizo y una consistencia mucoide.

Figura 3.12 Pruebas de identificacion bioquimicas para Klebsiella
pneumoniae. 1) TSI, 2) LIA, 3) Medio agar Urea, 4) Agar Citrato Simmons y
5) Medio SIM.

Para la confirmacion de las cepas de Klebsiella pneumoniae se realizaron pruebas
de identificacion bioquimicas mostradas en la Figura 3.12. Se observa que en el
tubo uno, correspondiente a TSI, el medio de cultivo viro de color rojo a amarillo,

lo cual indica que se fermentaron todos los azucares, asi mismo, el medio de
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cultivo se levanto, indicando abundante formacién de CO; por tanto el tubo uno,

fue reportado como A/A (fermentador) con presencia de gas y no produce H2S.

El tubo de LIA (segundo tubo), se registr6 como K/K, puesto que se mantuvo el
color morado, indicando la descarboxilacién de la lisina. En el tercer tubo para
medio agar urea, se observd el viraje de color de amarillo a color rosado
indicando que existié la degradacion de la Urea. Para el tubo de agar citrato
Simmons (cuarto tubo) hubo un viraje de color verde a un color azul indicando
que el citrato fue utilizado como fuente de carbono. Finalmente para el tubo de
medio SIM (quinto tubo) la movilidad fue negativa y el indol fue negativo. Todos
estos resultados fueron comparados con las tablas para identificacion de
enterobacterias mostradas en los Anexos 8 y 9, lograndose confirmar de esta
manera, que la cepa aislada correspondié a Klebsiella pneumoniae.

b) Aislamiento e identificacién de Pseudomona aeruginosa

Para el aislamiento e identificacion de cepas clinicas de Pseudomona
aeruginosa, se empleé el medio de cultivo Mac Conkey, y las pruebas de
identificacion bioquimicas TSI, LIA, medio agar Urea, agar Citrato Simmons,

medio SIM y Oxidasa, como se muestra en las figuras 3.13 y 3.14.

Segun Romero (2007) Pseudomona aeruginosa en medio de cultivo Mac Conkey
presenta pigmentos como la pioverdina (colonias amarillo verdosas) y la
piorubina (rojo), similar a lo obtenido en el cultivo realizado en la presente
investigacion, en la cual se muestra en la Figura 3.13 una coloracion media

verdosa de las colonias.
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Figura 3.13 Pseudomona aeruginosa en medio de cultivo Mac Conkey.

Para la confirmacion de las cepas de Pseudomona aeruginosa se realizaron
pruebas de identificacion bioquimicas mostradas en la Figura 3.14. Se muestra
que en el tubo correspondiente a TSI no hubo un viraje del color rojo a amarillo,
registrandose como K/K, no fermentador, asi mismo no se evidencia la formacién
de gas. Para el tubo de LIA (segundo tubo) no hubo variacion en el color morado,
indicando por ello la descarboxilacion de la lisina, registrandose como K/K no
fermentador. En el ensayo de medio agar Urea fue positivo, observandose un
cambio de color de amarillo a rosado, indicando la degradacion Urea. El tubo de
agar citrato Simmons (cuarto tubo), mostré un viraje de color verde a un color
azul, indicando que el citrato presente fue empleado como fuente de carbono por
el microorganismo.  Finalmente en el tubo de medio SIM (quinto tubo), la

movilidad fue positiva y el indol fue negativo.

Adicionalmente se realizo la prueba de la oxidasa, resultando positivo debido a
la formacion de una coloracién azul morada, tal y como se observa en la Figura
3.14-A. Todos estos resultados antes mencionados fueron comparados con las
tablas mostradas en el Anexo 8 y 9, para la identificacion de enterobacterias,
lograndose confirmar de esta manera que la cepa aislada correspondid
efectivamente a Pseudomona sp. La identificacion y confirmacion de la especie
aeruginosa requiere una prueba molecular adicional, no realizada en el presente

trabajo de investigacién por motivos econémicos.
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Figura 3.14 Pruebas de identificacion bioquimicas para Pseudomona
aeruginosa. 1) TSI, 2) LIA, 3) Medio agar Urea, 4) Agar Citrato Simmons y 5)
Medio SIM.

Figura 3.14-A Prueba de la oxidasa para Pseudomona aeruginosa.
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Adicionalmente se realizé la prueba de la oxidasa, resultando positivo debido a la
formacion de una coloracion azul morada, tal y como se observa en la Figura 3.14-
A. Todos estos resultados antes mencionados fueron comparados con las tablas
mostradas en el Anexo 8y 9, para la identificacion de enterobacterias, lograndose
confirmar de esta manera que la cepa aislada correspondio efectivamente a
Pseudomona sp. La identificacion y confirmacién de la especie aeruginosa
requiere una prueba molecular adicional, no realizada en el presente trabajo de

investigacion por motivos econdémicos.

c) Aislamiento e identificacién de Staphylococcus aureus

Para el aislamiento e identificacion de las cepas clinicas de Staphylococcus
aureus, se empled el medio de cultivo Manitol salado (Figura 3.15) y las pruebas
de identificacion bioquimicas Catalasa y Coagulasa (Figura 3.16), como se

muestra a continuacion:

Figura 3.15 Staphylococcus aureus en medio de cultivo manitol salado.

Como se observa en la Figura 3.15, Staphylococcus aureus presenta colonias de
color dorado caracteristico de Staphylococcus, tal y como sefiala Macfadin (2007)
para las pruebas de identificacion bioquimicas usadas en la identificacion de

bacterias de importancia clinica, asi mismo, enla Figura 3.16, se muestra la prueba
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de la catalasa, positiva, por la formacion de burbujas y a la derecha la prueba de

la coagulasa, también positiva, por la formacién de coagulos.

Tal y como lo sefiala Pahissa (2009), las bacterias del género Staphylococcus, son
positivas a la catalasa, y permite diferenciar de los géneros Streptococcus y
Entterococcus; y son coagulasa positivos, ya que un Staphylococcus negativo a
la coagulasa producen colonias de color rojo (por ejemplo, Staphylococcus

epidermidis) y no producen cambios de color en el indicador rojo fenol.

Figura 3.16 Prueba de catalasa (izquierda) y prueba de coagulasa (derecha).

3.5.3 Prueba de sensibilidad antimicrobiana

Para evaluar actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Schinus molle L.
(molle), se utilizé el método de difusion por excavacion placa cultivo como se indica
en el método 2.3.6.3.1, usando los aceites esenciales a una concentracion del 100%,
con la finalidad de verificar si se cumple el diametro minimo para que dichas bacterias

se consideren como sensibles.

3.5.3.1 Prueba se sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion por excavacion

placa cultivo

3.5.3.1.1 Meétodo difusion por excavacion placa cultivo usando aceite esencial de
Schinus molle L. Arequipa
La prueba de sensibilidad por difusion por excavacion placa cultivo se realizd tal
y como se sefiala en el apartado 2.3.6.3.1, registrando el diametro, en milimetros,
de los halos de inhibicion mostrados (Figura 3.17) para Klebsiella sp.,

Pseudomona sp y S. aureus.
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En la Tabla 3.13 se registran los tamafios, en milimetros del halo de inhibicidn,
para cada microorganismo, registrandose para Klebsiella un promedio de 11.33 +
1.0839, una desviacion estandar de 1.0328, y un sesgo estandarizado de -
0.968246; en lo concerniente a Pseudomona aeruginosa se registré un promedio
de 5.00 y una desviacion estandar de 0.00; finalmente para Staphylococcus aureus
el promedio, la desviacion estandar y el sesgo estandarizado fueron 16.5 + 0.88,
0.8366 y -1.53672 respectivamente.

Figura 3.17 Halo de inhibicion del aceite esencial Schinus molle L. (molle) de
Arequipa en medio de cultivo Agar Mueller-Hinton. a) Klebsiella Pneumoniae,
b) Pseudomona aeruginosa y c) Staphylococcus aureus

Tabla 3.13 Halos de inhibicion para Klebsiella sp., Pseudomona sp. y S. aureus,
en presencia del aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la localidad de Arequipa.

TAMANO DE HALO DE INHIBICION (mm)

Cepa Klebsiella sp Pseudomona sp  S. aureus
1 12 5 17
2 12 5 17
3 12 5 15
4 12 5 17
5 10 5 16
6 10 5 17
Promedio 11.33 £ 1.0839? 5.00° 16.5+0.88°
Desviacion estandar 1.0328 0.00 0.8366
Sesgo estandarizado -0.968246 - -1.53672

Fuente: Statgraphics Centurién XVI
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Adicionalmente se puede observar que los valores de sesgo estandarizado se
encuentran dentro de los limites de -2 y 2 correspondientes a una distribucion
normal, por lo cual las subsiguientes pruebas corresponderan a estadistica

paramétrica.

Gréaficamente se pudo observar que los halos de inhibicidén encontrados para los
tres microorganismos fueron diferentes entre si, (Figura 3.18) siendo por ello

necesario realizar pruebas estadisticas adicionales.

La prueba de Levene’s reportd un valor-P de 0.321137 indicando la igualdad de
varianzas entre los halos encontrados para Klebsiella sp., Pseudomona sp y
Staphylococcus aureus. Con dicha afirmacion se procedio a realizar el analisis de
varianza (ANOVA), identificando que la respuesta entre los halos para cada

microorganismo fue diferente (p<0.05) tal y como se sefiala en la Tabla 3.14.

Adicionalmente la prueba de multiples rangos de Tukey, reporté que los tres

grupos fueron diferentes, tal y como se sefiala en la Tabla 3.13.

17 |
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Klebsiella sp Pseudomona sp S aureus

Figura 3.18 Gréfica de caja y bigotes para el halo de inhibicion en Klebsiella
sp., Pseudomona sp. y S. aureus con el aceite esencial Schinus molle L. (molle)
de Arequipa
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Tabla 3.14 ANOVA para halos de inhibicion de aceite esencial de Schinus
molle L. (molle) de la localidad de Arequipa frente a Klebsiella sp,
Pseudomona sp. y S. aureus.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos  398.111 2 199.056 338.02 0.0000
Intra grupos 8.83333 15 0.588889
Total (Corr.)  406.944 17

Fuente: Statgraphics Centurién XVI

Por otro lado, tomando los criterios del Clinical and Laboratory Standards
Institue, se tranformo los datos de tamafio de halo de inhibicion en funcién de la
respuesta al aceite esencial, registrando como Sensible (S) cuando presentan halos
de inhibicion >20, Intermedio (I) cuando presentan halos de inhibicion entre >12
- 19 y Resistente (R) cuando presenta halos de inhibicion <12. En la Tabla 3.15
se puede observar como para Klebsiella sp y Pseudomona sp. la totalidad de las
cepas son resistentes (100.0%), a diferencia de S. aureus que fue un 100.0% de
respuesta intermedia frente al aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la
localidad de Arequipa. (Shaffer, 1995)

Tabla 3.15 Respuesta del aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la
localidad de Arequipa sobre los microorganismos estudiados.

Microorganismo

RESPUESTA ) Total
Klebsiella sp Pseudomonasp. S. aureus

Recuento 0 0 6 6
Intermedio % dentro de Microorganismo 0.0% 0.0% 100,0% 33.3%

Recuento 6 6 0 12
Resistente 94 dentro de Microorganismo ~ 100.0% 100.0% 0.0%  66.7%

Recuento 6 6 6 18
Total % dentro de Microorganismo  100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Fuente: Software SPSS Statistics 21.
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Figura 3.19 Respuesta de los microorganismos Klebsiella sp, Pseudomona sp y
S. aureus frente al aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de Arequipa.
Fuente: Software SPSS Statistics 21

Se puede decir por tanto que Klebsiella sp. y Pseudomona sp. son resistentes
frente al aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la localidad de Arequipa,
y que S. aureus presenta una respuesta intermedia, tal y como se observa en la
Figura 3.19. Asi mismo, el estadistico chi-cuadrado, reporté un valor-P menor a
0.05, confirmando la no homogeneidad de respuestas entre los tres
microorganismos evaluados: Klebsiella sp, Pseudomona sp y S. aureus.

Los resultados aqui mostrados, son acordes a lo reportado por De Mendoza-Rocha
(2012), el cual afirma que el aceite esencial de molle tiene un efecto potente contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y moderado a débil contra a Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853.
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Tabla 3.16 Chi-cuadrado de homogeneidad para la respuesta del aceite esencial
de Schinus molle L. (molle) de la localidad de Arequipa sobre los
microorganismos estudiados.

Valor gl Sig. asintotica (bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson  18,000¢ 2 ,000
Razon de verosimilitudes 22,915 2 ,000
N de casos validos 18

a. Ocasillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 6,33.

Fuente: Software SPSS Statistics 21.

3.5.3.1.2 Meétodo difusion por excavacion placa cultivo usando aceite esencial de
Schinus molle L. de Moquegua
Para verificar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Schinus molle L.
(molle) de la localidad de Moquegua, se siguié la metodologia detallada en el
apartado 2.3.6.3.1, registrando el diametro en milimetros (Tabla 3.17), de los

halos de inhibicion mostrados (Figura 3.20) para Klebsiella sp., Pseudomona sp

y S. aureus.

Figura 3.20 Halo de inhibicién del aceite esencial Schinus molle L. (molle) de
Moquegua en medio de cultivo Agar Mueller-Hinton. a) Klebsiella pneumoniae,
b) Pseudomona aeruginosa y c) Staphylococcus aureus
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Tabla 3.17 Halos de inhibicion para Klebsiella sp., Pseudomona sp. y S. aureus, en

presencia del aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la localidad de Moquegua.

TAMANO DE HALO DE INHIBICION (mm)

Repeticion Klebsiella sp Pseudomona sp S. aureus
1 7 5 7
2 7 5 9
3 7 5 9
4 7 5 7
5 7 5 7
6 7 5 7
Promedio 7.00° 5.00° 7.67+/- 1.0836"
Desviacion estandar 0.00 0.00 1.0328
Sesgo estandarizado - - 0.968246

Fuente: Statgraphics Centurion XVI

En latabla 3.17 se registran los tamafios, en milimetros del halo de inhibicion, para
cada microorganismo, observandose para Klebsiella pneumoniae un promedio de
7.00, una desviacion estandar de 0.00.

Enlo concerniente a Pseudomona aeruginosa se registrd un promedio de 0.00 y
una desviacion estandar de 0.000; finalmente para Staphylococcus aureus el
promedio, la desviacion estandar y el sesgo estandarizado fueron 7.333+/-
0.856863, 0.816497 y 2.44949 respectivamente. Se puede ver ademas que los
promedios son similares entre Klebsiella sp. y Staphylococcus aureus , siendo
necesario por ello, realizar un analisis de varianza con el fin de confirmar la

existencia de diferencia estadisticamente significativa entre dichas cepas.

Teniendo en cuenta dicha aseveracion, se realizé el andlisis de varianza respectivo
(Tabla 3.18), el cual mostré un valor-P menor a 0.05, indicando que existe
diferencia entre los halos obtenidos para cada microorganismo. Por ello, la prueba
de multiples rangos de Tukey HSD, permitio identificar que, los halos encontrados
en Klebsiella sp. y S. aureus, son similares, y que difieren de los halos encontrado
en Pseudomona sp. (Tabla 3.17)
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Tabla 3.18 ANOVA para halos de inhibicion de aceite esencial de Schinus
molle L. (molle) de la localidad de Moquegua frente a Kilebsiella,
Pseudomona y S. aureus.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos  23.1111 2 115556 32.50 0.0000
Intra grupos 5.33333 15 0.355556

Total (Corr.)  28.4444 17

Fuente: Statgraphics Centurion XVI

De igual manera al procedimiento realizado para el analisis estadistico para el
aceite esencial de Schinus molle L. (molle), en la localidad de Arequipa, se
tomaron los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institue, para
transformar los datos de tamafio de halo de inhibicién en funcion de la respuesta
al aceite esencial, registrando como Sensible (S) cuando presentan halos de
inhibicion >20, Intermedio (I) cuando presentan halos de inhibicion entre >12 -
19 y Resistente (R) cuando presenta halos de inhibicién <12, resumidos en la

Tabla 3.19.

Respuesta
~l
T
I

5L — :

Klebsiella sp Pseudomona sp S aureus

Figura 3.21 Gréfica de caja y bigotes para el halo de inhibicion en
Klebsiella sp., Pseudomona sp. y S. aureus con el aceite esencial Schinus

molle L. (molle) de Moquegua
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Tabla 3.19 Respuesta del aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la
localidad de Moquegua sobre los microorganismos estudiados.

Microorganismo

RESPUESTA Total
Klebsiella sp Pseudomona sp. S. aureus
Recuento 6 6 6 18
Resistente % dentro de Microorganismo 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Total Recuento 6 6 6 18
ota % dentro de Microorganismo 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Fuente: Software SPSS Statistics 21.

Graficamente se pudo observar que los halos de inhibicion encontrados para los
tres microorganismos fueron diferentes entre si, (Figura 3.21) siendo por ello
necesario realizar pruebas estadisticas adicionales.

Se puede observar, que para los tres microorganismo, Klebsiella sp., Pseudomona
sp. y S. aureus, la totalidad de los casos presenta una respuesta resistente
correspondiente al 100% del total estudiado para el aceite esencial de Schinus
molle L. (molle) de la localidad de Moquegua. Debido a que solo se registré una
respuesta (resistencia) no se procedio con el test Chi-cuadrado.

Por lo tanto se puede afirmar que el aceite esencial de Schinus molle L. (molle),
de la localidad de Moquegua, no presenta actividad antimicrobiana frente a los
microorganismos Klebsiella sp., Pseudomona sp. y S. aureus; esto es debido
probablemente al bajo contenido de beta mirceno, ya que su porcentaje de area
registrado fue de 19.56 a comparacion de la localidad de Arequipa, cuyo
porcentaje registrado fue de 31.59, y como afirma Guerra M. (2004) el beta

mirceno ayuda a potenciar el efecto de los demas componentes antimicrobianos.
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Figura 3.22 Gréfico de barras para la respuesta de cada microorganismo estudiado
frente al aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la localidad de Arequipa y
Moquegua. a) Klebsiella Pneumoniae, b) Pseudomona aeruginosa y c) Staphylococcus
aureus
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Finalmente se buscé identificar si, la localidad de la cual fue extraida el material
vegetal Schinus molle L. (molle), afectaba a su respuesta sobre cada
microorganismo (Figura 3.22), realizando para ello una prueba chi-cuadrado de
independencia, mostrando los valores-P obtenidos en la Tabla 3.20. Con dicha
prueba se pudo concluir que en el caso de S. aureus se puede afirmar que la
localidad de la cual fue extraido el material vegetal tiene relacidn con la respuesta
obtenida, observandose que cuando se emplea aceite esencia de Schinus molle L.
(molle) de la localidad de Arequipa se obtiene una respuesta intermedia por parte
del microorganismo, pero si se emplea el aceite esencia de Schinus molle L.

(molle) de la localidad de Moqguegua, el microorganismo sera resistente.

Tabla 3.20 Chi-cuadrado de independencia para la respuesta de los
microorganismos estudiados frente al aceite esencial de Schinus molle L. (molle)
de la localidad de Arequipa y Moquegua.

Microorganismo Prueba Chi-cuadrado
Klebsiella sp. &

Pseudomona sp. ~

S. aureus 0.0000

Fuente: Statgraphics Centurion XVI

Es importante sefialar ademas, que no se realizo la prueba de chi-cuadrado de
independencia para Klebsiella y Pseudomona sp., puesto que para ambas

localidades el microorganismo fue resistente.

Al igual que lo aqui reportado, Martinez J. (2003) sefiala que el aceite esencial de
mandarina  presenta un buen efecto antimicrobiano contra bacterias gram
positivas como S. aureus ATCC 259923 y B. subtilis, L. monocytogenes para
concentraciones mayores al 1%, mientras que P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilis
y K. pneumoniae, todas estas gram negativas, no resultaron inhibidas por el aceite
esencial de mandarina. Segun De Mendonc¢a-Rocha (2012), el aceite esencial de
Schinus molle, presenta un potente efecto antimicrobiano contra bacterias gram

positivas.
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Asi mismo, Sanchez (2012) afirma que el aceite esencial de Aloysia tripilla tiende
a formar mayores halos de inhibicidon para microorganismos gram positivos como
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus para volumenes de aceite esencial
mayores a 30 ul, mientras que Salmonella thypimurium y Pseudomona
aeruginosa no resultan inhibidas por el aceite esencial de Aloysia tripilla, por lo
cual podemos decir que la mayoria aceites esenciales presentan mayor actividad
antimicrobiana contra bacterias gram positivas que contra las bacterias gram
negativas. Esta resistencia probablemente se deba, segin Ingraham (1988), a que
a que las membranas externas de las bacterias gram negativas son impermeables

a muchas drogas incluidas la mayoria de penicilinas.

Adicionalmente, estudios realizados por Molinari (2013) sefialan que el aceite
esencial de (molle) obtenidos de hojas secas, tiene actividad antibiética, incluida
actividad antimicrobiana contra E. coli, con lo cual se puede decir que el aceite
esencial de molle también tiene actividad antimicrobiana frente algunos

microorganismos Gram negativos.

3.5.3.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria por microdilucion.

Debido a que solo S. aureus, presento una respuesta de inhibicion intermedia, cuando
se empled aceite esencia de Schinus molle L. (molle) de la localidad de Arequipa, es
que fue seleccionado para el ensayo de determinacién minima inhibitoria por
microdilucion, realizado segun la metodologia descrita en el apartado 2.3.6.3.2, con
una placa para microdiluciones empleado seis cepas de S. aureus en presencia de
diluciones de 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, 1.56%, 0.78% y 0.39% del aceite
esencial mencionado, tal y como se muestra en la Figura 3.23, en la cual, las 6
primeras filas corresponden a muestras de Staphylococcus aureus(filas inferiores) y
las dos ultimas(filas superiores) corresponde a los controles positivos y negativos,
identificando que los pozos en los cuales se realizo la mezcla aceite esencial con caldo
BHI se forma una solucion media lechosa, sin embargo esto no afectd la

determinacion de la concentracién minima inhibitoria.
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Figura 3.23 Placa de microdilucion preparada antes de la incubacion con 8 diluciones
(50%,25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, 1.56%, 0.78% y 0.39%).

Tabla 3.21 Respuesta de las cepas de S. aureus. en presencia de distintas diluciones
del aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la localidad de Arequipa

Microdiluciones
Muestra 50.00% 25.00% 12.50% 6.25% 3.12% 156% 0.78% 0.39%

Al - - - - - + + +
A2 - - - - - + + +
A3 - - - - - - - +
A4 - - - - - + + +
A5 - - - - + + + +
A6 - - - - + + + +

Dodnde: - : ausencia de crecimiento, +: presencia de crecimiento

Fuente: Elaboracion propia

Enla Tabla 3.21, se puede identificar la respuesta de cada cepa de S. aureus, frente a
las diluciones empleadas, registrandose como signo negativo en aquellos pozos en los
cuales no se evidencio crecimiento, y con signo positivo aquellas en las que si hubo

crecimiento.

Asi mismo, los resultados obtenidos fueron confirmados mediante la siembra en
placas, observandose que el crecimiento positivo de Staphylococcus presenta un color
dorado segin Macnair.(1998).En la Figura 3.24, se observa que en la cepa 1, la
concentracion minima inhibitoria correspondié a la dilucion 5 es decir hasta el 3.12%,
en la cepa 2 fue igualmente la dilucion de 3.12%, en la cepa 3 fue hasta la dilucion

0.78% , en la cepa 4 fue hasta la dilucién 3.12 %, en la cepa 5 la concentracion
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minima inhibitoria fue hasta la cuarta dilucién 4 es decir hasta el 6.25% Yy finalmente
en la cepa 6 la concentracion minima inhibitoria fue hasta la dilucion 6.25%. Los

controles positivo y negativo son mostrados en la Figura 3.25.

Figura 3.24 Placas Petri con medios de cultivo Manitol salado para muestras de
Staphylococcus aureus. Los nimeros mostrados corresponden a cada cepa de S. aureus

Figura 3.25 Placas Petri con medios de cultivo Manitol salado para controles

positivos y negativos.
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En la Tabla 3.22, se muestra el nimero de cepas que presentaron un crecimiento
negativo o positivo segin cada porcentaje de dilucion, observandose que para la

dilucion correspondiente al 0.39% del aceite esencial de la localidad de Arequipa, el

Tabla 3.22 Recuento del crecimiento de cepas de S. aureus. en presencia de distintas
diluciones del aceite esencial de Schinus molle L. (molle) de la localidad de Arequipa

; CRECIMIENTO
CONCENTRACION : — TOTAL
Negativo Positivo
0.399% Recuento 0 6 6
% dentro de Concentracion 0,0% 100,0% 100,0%
0.78% Recuento 1 5 6
% dentro de Concentracion 16,7% 83,3% 100,0%
1.56% Recuento 1 5 6
% dentro de Concentracion 16,7% 83,3% 100,0%
3.12% Recuento 4 2 6
% dentro de Concentracion 66,7% 33,3% 100,0%
6.25% Recuento 6 0 6
% dentro de Concentracion  100,0% 0,0% 100,0%
12.50% Recuento 6 0 6
% dentro de Concentracion  100,0% 0,0% 100,0%
25.00% Recuento 6 0 6
% dentro de Concentracion  100,0% 0,0% 100,0%
50.00% Recuento 6 0 6
% dentro de Concentracion  100,0% 0,0% 100,0%
Recuento 30 18 48
Total »
% dentro de Concentracion 62,5% 37,5% 100,0%

Fuente: Software SPSS Statistics 21.
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100% presentd crecimiento, disminuyendo conforme se incrementaba el porcentaje
de dilucién, hasta que al alcanzar un 100% de inhibicion a partir de la dilucién

correspondiente a 6.25% en adelante.

A partir de los porcentajes mostrados para crecimiento negativo, interpretado como
porcentaje de inhibicion, se busco identificar la concentracion inhibitoria minima del
50% de las cepas (CBMsp), (Marcelo, Claudia, & Valeria, 2004), realizando paraello
una regresion con un modelo de logaritmico de la diluciéon del aceite esencial
empleado (como una solucion expresada en porcentaje) versus el % de inhibicion;
encontrandose el siguiente modelo matematico mostrado en la ecuacién 3.1, con un
coeficiente de correlacion de 0.9211.

% de inhibicion =26.8041 + 24.0351*In (% Dilucion)
(Ecuacion 3.1)

Con dicha ecuacion se puedo calcular la dilucién, en porcentaje, del aceite esencial
que permitia obtener un porcentaje de inhibicion del 50%, es decir evitar el
crecimiento de la mitad de las cepas evaluadas, tal y como se muestra en la Figura
3.26, encontrandose para tal objetivo que la CBMs, fue de 2.7 %.

%de inhibicion = 26.8222 + 24.0305%In(Concentracion)

L

80 [
60 -

40
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20 -

0 10 20 30 40 50
Concentracion

Figura 3.26 Grafica del modelo ajustado del porcentaje de inhibicion para S. aureus,

frente a diferentes diluciones del aceite esencial de Schinus molle L. de la localidad de

Arequipa. Fuente: Statgraphics Centurion XVI
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

PRIMERA
Se obtuvieron aceites esenciales de Arequipa y Moquegua, con un rendimiento de

2.04% y 1.18% respectivamente.

SEGUNDA
El aceite esencial de Arequipa present6 una densidad de 0.84 y un indice de refraccion
de 1.47 usando frutos frescos de molle. Por su parte el aceite esencial de Moguegua,

presentd una densidad de 0.83 y un indice de refraccion de 1.47.

TERCERA

Al realizar el analisis usando un cromatografo de gases acoplado a un espectro de
masas, comparando las corridas con la libreria NIST, muestran que ambos aceites
presentan como componentes mayoritarios o-Pineno, B-Pineno, B-Mirceno, ao-
Felandreno y Silvestreno, solamente que la diferencia radica en los porcentajes de
area, es decir el aceite esencial de Arequipa presenta a-Pineno (21.41%), p-Pineno
(23.13%), B-Mirceno (31.59%), o-Felandreno (16.85%) y Silvestreno (7.03%) ,
mientras que el aceite esencial de Moquegua presenta a-Pineno (20.64%), B-Pineno
(17.12%), B-Mirceno (19.56%), a-Felandreno (31.00%) y Silvestreno (11.68%).
Estas variaciones probablemente se debieron a las condiciones climatoldgicas a las

cudles estuvieron sometidas los arboles de molle.

CUARTA

Al evaluar la actividad antimicrobiana usando el método de difusion por excavacion
placa cultivo, se identifico que el aceite esencial de molle de Arequipa presento efecto
antimicrobiano, esto probablemente se deba a la mayor concentracion de B-Mirceno.
El aceite esencial de molle Arequipa demostrdO que tiene un efecto contra
Staphylococcus aureus y sin actividad antimicrobiana frente Pseudomona

aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. Con estos resultados se concluye que el aceite

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

esencial de molle de Arequipa presenta un mejor efecto antimicrobiano con bacterias

gram positivas.

QUINTA

La Concentracion Bactericida Minima (CBM) para el aceite esencial de Schinnus

molle L. (molle) de la localidad de Arequipa frente a Staphylococcus fue de 6 25%.
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RECOMENDACIONES

1) Realizar estudios de mercado y prefactibilidad para la produccion industrial de aceite

esencial de Schinus molle L.

2) Comparar diferentes métodos de extraccion de aceites esenciales para la obtencion de un

mayor rendimiento.

3) Evaluar la influencia de las condiciones ambientales sobre la concentracion del aceite

esencial de Schinus molle L.

4) Realizar més estudios del aceite esencial de molle con otros microorganismos.
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APENDICES

APENDICE N° 1

ETIQUETAS DE REGISTRO DE LA RECOLECCION DE SCHINUS MOLLE L.
DE LAS LOCALIDADES DE AREQUIPA Y MOQUEGUA

HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ANACARDIACEAE
Schinus molle

PERU;Dpto. Arequipa; Prov. Arequipa; Dist.Jacobo Dickson
Hunter; Bellavista al costado del Restaurante Chobita. Laderas
humedas.
S16°26’ 14.5” 071° 33’ 00.2” 2265m
Hierba de 3m de alto. Frutos color morado
N.v: “Molle”

8 - Enero-2013

No. 001

F. Moncada V, V. Quipuscoa S.
4 dupl.

Universidad Nacional de San Agustin (UNSA)

Figura 1. Etiqueta de registro No. 001 de la recoleccion de Schinus molle L. de la
localidad de Arequipa.
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HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ANACARDIACEAE
Schinus molle

PERU;Dpto. Arequipa; Prov. Arequipa; Dist.Jacobo Dickson
Hunter Bellavista al costado del Restaurante Chobita. Laderas
humedas.
S$16°26’ 15.6” O 71° 32’ 58.9” 2272m
Hierba de 3m de alto. Frutos color morado
N.v: “Molle”

8 - Enero-2013

No. 002

F. Moncada V, V. Quipuscoa S.
4 dupl.

Universidad Nacional de San Agustin (UNSA)

Figura 2. Etiqueta de registro No. 002 de la recoleccion de Schinus molle L. de la
localidad de Arequipa.

HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ANACARDIACEAE
Schinus molle

PERU;Dpto. Arequipa; Prov. Arequipa; Dist.Jacobo Dickson
Hunter; Bellavista al costado del Restaurante Chobita. Laderas
humedas.
S16°26’ 15.7” 0 71° 32’ 56.9” 2266m
Hierba de 3m de alto. Frutos color morado
N.v: “Molle”

8 - Enero-2013

No. 003
F. Moncada V, V. Quipuscoa S.
4 dupl.

Universidad Nacional de San Agustin (UNSA)

Figura 3. Etiqueta de registro No. 003 de la recoleccion de Schinus molle L. de la
localidad de Arequipa.
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HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ANACARDIACEAE
Schinus molle

PERU;Dpto. Moquegua; Prov. llo, Distrito San Jerénimo ; Cerca
a la plaza del pueblo de San jer6onimo a la altura del
cementerio. Laderas humedas.
S17°37' 271" 071" 37275 8m
Hierba de 3m de alto. Frutos color morado
N.v: “Molle”

20 - Enero-2013

No. 004

F. Moncada V, V. Quipuscoa S.
2 dupl.

Universidad Nacional de San Agustin (UNSA)

Figura 4. Etiqueta de registro No. 004 de la recoleccion de Schinus molle L. de la
localidad de Moquegua.

HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ANACARDIACEAE
Schinus molle

PERU;Dpto. Moquegua; Prov. llo, Distrito San Jerénimo ; Cerca
a la plaza del pueblo de San jerénimo a la altura del
cementerio. Laderas humedas..
S17°37°27.0" 071° 20’ 14.4” 10m
Hierba de 3m de alto. Frutos color morado.
N.v: “Molle”

20 - Enero-2013

No. 005

F. Moncada V, V. Quipuscoa S.
2 dupl.

Universidad Nacional de San Agustin (UNSA)

Figura 5. Etiqueta de registro No. 005 de la recoleccion de Schinus molle L. de la
localidad de Moquegua
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HERBARIUM AREQUIPENSIS — HUSA
Universidad Nacional de San Agustin — Arequipa

ANACARDIACEAE
Schinus molle

PERU;Dpto. Moquegua; Prov. llo, Distrito San Jerénimo ; Cerca
a la plaza del pueblo de San jerénimo a la altura del
cementerio. Laderas humedas.
S17°37427:5" 071 20%15:0” 12m
Hierba de 3m de alto. Frutos color morado
N.v: “Molle”

20 - Enero-2013

No. 006

F. Moncada V, V. Quipuscoa S.
2 dupl.

Universidad Nacional de San Agustin (UNSA)

Figura 6. Etiqueta de registro No. 006 de la recoleccion de Schinus molle L. de la
localidad de Moquegua
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APENDICE N° 2

TABLA DE DENSIDAD DEL AGUA (g/mL) vs TEMPERATURA (°c)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
0.999841 | 0.999847 | 0.999854 | 0.999860 | 0.999866 | 0.999872 | 0.999878 | 0.999884 | 0.999889 | 0.999895
0.999900 | 0.999905 | 0.999909 | 0.999914 | 0.999918 | 0.999923 | 0.999927 | 0.999930 | 0.999934 | 0.999938
0.999941 | 0.999944 | 0.999947 | 0.999950 | 0.999933 | 0.999955 | 0.999958 | 0.999960 | 0.999962 | 0.999964
0.999965 | 0.999967 | 0.999968 | 0.999969 | 0.999970 [ 0.999971 | 0.999972 | 0.999972 | 0.999973 | 0.999973
0.999973 | 0.999973 | 0.999973 | 0.999972 | 0.999972 | 0.999972 [ 0.999970 | 0.999969 | 0.999968 | 0.999966
0.999963 | 0.999963 | 0.999961 | 0.999959 | 0.999957 | 0.999955 | 0.999952 | 0.999950 | 0.999947 | 0.99994
0.999941 | 0.999938 | 0.999935 | 0.999931 | 0.999927 | 0.999924 | 0.999920 | 0.999916 | 0.999911 | 0.999907
0.999902 | 0.999898 | 0.999893 | 0.999888 | 0.999883 [ 0.999877 | 0.999872 | 0.999866 | 0.999861 | 0.999853
8 | 0.999849 [ 0.999843 | 0.999837 | 0.999830 | 0.999824 | 0.999817 | 0.999810 | 0.999803 | 0.999796 | 0.999789
9 | 0.999781 | 0.999774 | 0.999766 | 0.999758 | 0.999751 | 0.999742 | 0.999734 | 0.999726 | 0.999717 | 0.999709
10 | 0.999700 | 0.999691 | 0.999682 | 0.999673 | 0.999664 | 0.999654 | 0.999645 | 0.999635 | 0.999625 | 0.999615
11 | 0.999605 | 0.999595 | 0.999585 | 0.999574 | 0.999564 | 0.999553 | 0.999542 | 0.999531 | 0.999520 | 0.999509
12| 0.999498 | 0.999486 | 0.999475 | 0.999463 | 0.999451 | 0.999439 | 0.999427 [ 0.999415 | 0.999402 | 0.9993%0
13| 0.999377 | 0.999364 | 0.999352 | 0.999339 | 0.999326 | 0.999312 | 0.999299 | 0.999285 | 0.999272 | 0.999258
14| 0999244 | 0.999230 | 0.999216 | 0.999202 | 0.999188 | 0.999173 | 0.999159 | 0.999144 | 0.999129 | 0.999114
15| 0.999099 | 0.999084 | 0.999069 | 0.999054 | 0.999038 | 0.999023 | 0.999007 | 0.998991 | 0.998975 | 0.998939
16 | 0.998943 | 0.998926 | 0.998910 | 0.998893 | 0,.998877 | 0.998860 | 0.998843 | 0.998826 | 0.998809 | 0.998792
17| 0.998774 | 0.998757 | 0.998739 | 0.998722 | 0.998704 | 0.998686 | 0.998668 | 0.998650 | 0.998632 | 0.998613
18 | 0.998595 | 0.998576 | 0.998558 | 0.998539 | 0.998520 | 0.998501 | 0.998482 [ 0.998463 | 0.998444 | 0.998424
19 | 0.998405 | 0.998385 | 0.998365 | 0.998345 | 0.998325 | 0.998305 | 0.998285 | 0.998265 | 0.998244 | 0.998224
20| 0.998203 | 0.998183 | 0.998162 | 0.998141 | 0.998120 | 0.998099 | 0.998078 | 0.998056 | 0.998035 | 0.998013
21| 0.997992 | 0.997970 | 0.997948 | 0.997926 | 0.997904 | 0.997882 | 0.997860 | 0.997837 | 0.997815 | 0.997792
22| 0997770 | 0.997747 | 0.997724 | 0.997701 | 0.997678 | 0.997655 | 0.997632 | 0.997608 | 0.997585 | 0.997561
23| 0997538 | 0.997514 | 0.997490 | 0.997466 | 0.997442 | 0.997418 | 0.997394 | 0.997369 | 0.997345 | 0.997320
0.997296 | 0.997271 | 0.997246 | 0.997221 | 0.997196 | 0.997171 | 0.997146 | 0.997120 | 0.997095 | 0.997069
0.997044 | 0.997018 | 0.996992 | 0.996967 | 0.996941 | 0.996914 | 0.996888 | 0.996862 | 0.996836 | 0.996809
0.996783 | 0.996756 | 0.996729 | 0.996703 | 0.996676 | 0.996649 | 0.996621 | 0.996594 | 0.996567 | 0.996540
0.996512 | 0.996485 | 0.996457 | 0.996429 | 0.996401 | 0.996373 | 0.996345 | 0.996317 | 0.996289 | 0.996261
0.996232 | 0.996204 | 0.996175 | 0.996147 | 0.996118 | 0.996089 | 0.996060 | 0.996031 | 0.996002 | 0.995973
0.995944 | 0.995914 | 0.995885 | 0.995855 | 0.995826 | 0.995796 | 0.995766 | 0.995736 | 0.995706 | 0.995676
0.995646 | 0.995616 | 0.995586 | 0.995555 | 0.995525 | 0.995494 | 0.995464 | 0.995433 | 0.995402 | 0.995371
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Fuente: Handbook of Chemistry and Physics, Edicion 53.
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APENDICE N° 4
COLORACION DE GRAM

FUNDAMENTO:

El cristal violeta (violeta de genciana) sirve como colorante primario, que se une a la pared
celular bacteriana con una solucién débil de yodo que sirve como mordiente para la union
del colorante. Algunas bacterias debido a la naturaleza quimica de sus paredes celulares,
tienen la capacidad de retener el cristal violeta, incluso luego de un tratamiento con un

decolorante organico, como una mezcla de alcohol etilico y acetona.

Las bacterias que retienen el colorante, se ven negroazuladas y se denominan grampositivas.
Algunas bacterias pierden la coloracion primaria cuando son tratadas con el decolorante,
debido al alto contenido de lipidos de su pared celular. Estas bacterias decoloradas toman el
colorante de contraste, la safranina y se ven rojas cuando se observan al microscopio

denomindndose gramnegativas.

PREPARACION:

1) Fije el frotis y déjelo secar. Vierta sobre el portaobjetos colorante cristal violeta, dejar
reposar un minuto. Enjuagar con agua abundante.

2) Bafiar con solucion de Yodo, dejar reposar un minuto, enjuagar con agua abundante.

3) Bafiar completamente con solucion con Alcohol-Acetona y dejar reposar 30
segundos.

4) Enjuagar con agua abundante.

5) Bafiar con solucion de Safranina, dejar 45 segundos, lavar con agua abundante.

6) Dejar secar el portaobjetos en el ambiente para luego observar al microscopio con

aceite de inmersién.
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REPOSITORIO DE

INTERPRETACION:

Las bacterias grampositivas se observan de color violeta o azul y las grannegativas de color

rojo.

Bacterias gramnegativas
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APENDICE N° 5
PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE BACTERIAS

AGAR MUELLER HINTON
FUNDAMENTO:

Es un medio recomendado para la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos. Ademas es

atil con el agregado de sangre para el cultivo y aislamiento de microorganismo exigentes.

COMPOSICION (g/L):

e Infusion de Carne 2.0g.

e Hidrolizado de Caseina 17.5g.
e Almidén 1.5g.

e Agar-agar 13.00.

e pH:7.4+0.2a25°C.

PREPARACION:

Utilizable hasta la fecha de caducidad cuando se almacena en lugar seco y perfectamente
cerrado entre +15 y +25° C. Disolver 34 g/L, autoclavar (15 minutos por 121° C). Enfriar
ligeramente el medio y proceder a colocar en placas aprox. 16-20ml. Sembrar el
microorganismo en estudio e incubar a 37°C por 24 horas.

INTERPRETACION:

Se emplea este medio solido para el crecimiento de muchos microorganismos.
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CALDO BHI (Infusion Cerebro Corazén)
FUNDAMENTO:

Es un medio rico en nutrientes que proporciona un adecuado desarrollo microbiano. La
infusion de cerebro de ternera, la infusion de corazon vacuno y la peptona son la fuente de
carbono, nitrdgeno y vitaminas. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, el cloruro

de sodio mantiene el balance osmotico y el fosfato disodico otorga capacidad buffer.

Los nutrientes de este caldo son apropiados para los hemocultivos, ya que en esta infusion
desarrollan especies de estreptococos, los estafilococos que crecen suelen dar mejores

reacciones en prueba de coagulasa.

COMPOSICION (g/L):

Infusién de Cerebro de Ternera 10g.
e Infusion de Corazon de res 12g.

e Peptona 5g.

e Cloruro de Sodio 5g.

e Fosfato Disddico 2.5¢.

e Glucosa 2.0g.

e pH:7.4+0.2a25°C.

PREPARACION:
Utilizable hasta fecha de caducidad y se almacena en lugar seco, protegido de la luz; disolver

37g/L de agua destilada, calentar a ebullicion hasta disolver completamente. Esterilizar en
autoclave a 121°C por 15 minutos. Inocular el microorganismo en estudio e incubar a 37°C

por 24 horas.

INTERPRETACION:

El caldo BHI (Infusion cerebro corazén) es un medio liquido que sirve para determinar la
Concentracion Inhibitoria Minima al apreciar la turbidez de los tubos de ensayo incubados
24 horas a 37° C. Los Tubos con turbidez muestran la proliferacién del microorganismo en
estudio mientras que los tubos que no presentan turbidez, no hay crecimiento de bacterias.
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AGAR MAC CONKEY

FUNDAMENTO:

El agar Mac Conkey es un medio diferencial para la seleccion y recuperacion de

enterobacterias y bacilos gramnegativos entéricos relacionados. La presencia de sales biliares

y el cristal violeta inhiben el crecimiento de bacterias grampositivas. La lactosa es el Unico

hidrato de carbono. Las bacterias fermentadoras de lactosa forman colonias de diferentes

tonos rojos debido al viraje del indicador rojo neutro (pH menor de 6.8) por la produccion de

acidos mixtos. Las colonias no fermentadoras de lactosa aparecen incoloras o transparentes.

COMPOSICION (g/L):

Peptona de Caseina 17g.
Sales Biliares 1.5g¢.
Lactosa 10g.

Cloruro de Sodio 5g.
Peptona de carne 3g.
Rojo Neutro 0.03g.
Agar-agar 12.5.

Cristal Violeta 0.001g.
pH: 7.1 £0.2a25° C.

PREPARACION:

Utilizable hasta la fecha de caducidad cuando se almacena en lugar seco y perfectamente

cerrado entre 15 y 25° C. Disolver 48 g/L, autoclavar (15 minutos por 121° C). Enfriar

ligeramente el medio y proceder a colocar en placas aprox. 16 - 20ml. Sembrar el

microorganismo en estudio por el método de agotamiento e incubar a 37°C por 24 horas.
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INTERPRETACION:

Colonias lactosa positivas producen coloraciones rojizas, la bacteria degrada lactosa y
produce acido virando el indicador del medio (rojo neutro) a rojizo, Escherichia coli. El
género Enterobacter son colonias rojas, Klebsiella da colonias rosadas, acidificando el
medio. Las colonias lactosa negativo dan colonias incoloras o crema blanco y hasta producen

un olor fuerte y fétido.

Klebsiella pneumoniae
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AGAR MANITOL SALADO

FUNDAMENTO:

Este medio contiene manitol 1%, CINa al 7.5%, rojo de fenol y peptonas. La alta
concentracion de sales inhibe el desarrollo de otros microorganismos y recupera
selectivamente estafilococos. La degradacion de manitol hasta acido hace virar el indicador
rojo de fenol a un color amarillo, siendo sinénimo de patogenicidad. El Staphylococcus
aureus en contraste con el Staphylococcus albus tiene la capacidad de fermentar el manitol

con produccidn de acido.

COMPOSICION:

e Extracto de Carne 1g.
e Peptona 10g.

e D-Manitol 10g.

e Rojo de Fenol 0.025¢.
e Cloruro de sodio 75g.
e Agar-agar 12.5g.

e Agua destilada 1 L.

e pH7.4+02a25°C

PREPARACION:

Disolver 108g/L, autoclavar (15 minutos por 121°C). Enfriar ligeramente el medio y proceder
a colocar en placas aproximadamente 16-20ml, sembrar la colonia con un asa de Kolle e

incubar a 37°C por 24 horas.
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INTERPRETACION:

Color amarillo: Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus.

Color rojo: Staphylococcus albus, Staphylococcus epidermiedis, Staphylococcus
saprophyticus.

Staphylococcus epidermidis
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PRUEBA DE LA CATALASA
FUNDAMENTO:

La catalasa es una enzima que descompone el perdxido de hidrogeno (H202) en agua y
oxigeno. Es una hemoproteina de estructura similar a la hemoglobina, excepto porque los
cuatro atomos de hierro de su molécula estan en el estado oxidado (Fes+), en lugar del estado
reducido (Fe2+). Excepto los estreptococos, la mayor parte de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas poseen actividad catalasa. El perdxido de hidrdgeno se forma como
uno de los productos finales de oxidacion del metabolismo aerobio de los hidratos de
carbono. Si se permite que se acumule, resulta letal para las células bacterianas. La catalasa
convierte el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno segun la siguiente reaccion: 2H.0;
catalasa 2H,0 + O, (burbujas de gas)

PREPARACION:

1. Con una aguja de inoculacidn, transferir parte del centro de una colonia a la superficie de

un portaobjetos.
2. Agregar una gota de perdxido de hidrogeno al 3% y observar la formacion de burbujas.

INTERPRETACION:
La aparicién rapida y sostenida de burbujas o efervescencia constituye una reaccion positiva.

Catalase Catalase
positiva negativa

ASM Digital Image Collection. Johnson
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PRUEBA DE LA COAGULASA
FUNDAMENTO:

La coagulasa es una proteina de composicion desconocida, que tiene actividad similar a la
protrombina, capaz de convertir el fibrindgeno en fibrina, que da como resultado la formacion
de un codagulo visible en los sistemas apropiados. La coagulasa se presenta en dos formas,
libre y unida; y cada una posee diferentes propiedades que requieren el uso de otras especies

de estafilococos.

Coagulasa unida (prueba en portaobjetos): Factor de agrumacion, se encuentra unida a la
pared celular bacteriana y no se encuentra en los filtrados de cultivos. Entre las células
bacterianas se forma bandas de fibrina cuando se suspenden en plasma (fibrindgeno), las que

hacen que se agrumen en grumos Vvisibles.

Coagulasa libre (prueba en tubo): La coagulasa libre es una sustancia similar a la trombina
presente en filtrados de cultivos. Cuando en un tubo de ensayo se prepara una suspension en
plasma de microorganismos productores de coagulasa, se forma un coagulo visible como
resultado de la reaccion de la coagulasa con una sustancia del suero (factor de reaccion con
la coagulasa), para formar un complejo que a su vez reacciona con el fibrindgeno para
producir el coagulo de fibrina.

PREPARACION:

1) Prueba en portaobjetos (coagulasa unida): colocar dos gotas de agua o solucion
fisiologica estéril en un portaobjetos de vidrio. Emulsificar material de colonias del
microorganismo a identificar. Colocar una gota de plasma, mezclar, colocar otra gota
adelante y atras, buscando aglutinacion en la suspension de prueba.

2) Prueba en tubo (coagulasa libre): emulsificar una pequefia cantidad de la colonia el
microorganismo en un tubo que contenga 0.5ml de plasma para prueba de coagulasa.
Incubar el tubo a 35°C durante 4 horas y observar si se forma un coagulo inclinando
ligeramente el tubo.
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INTERPRETACION:

1) Prueba en portaobjetos: una reaccién positiva debe detectarse dentro de los 10 a 15
segundos de mezclar el plasma con la suspension por la visualizacion de un precipitado
blanco y la aglutinacion de los microorganismos de la suspension. La prueba se
considera negativa si no se observa aglutinacion en el término de 2 minutos.

2) Prueba en tubo: la prueba de coagulasa en tubo se considera positiva si se detecta
cualquier grado de formacidn de coégulos. El tubo se inclina con suavidad y no se agita,
debido a que puede deshacer los coagulos parcialmente formados. La fibrindlisis
producida por los microorganismos puede disolver los codgulos poco despues de su

formacion. Los tubos que son negativos despues de 4 horas se incuban a temperatura

ambiente durante la noche y se leen después de horas.

Coagulasa positiva Coagulasa negativa
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APENDICE N° 6

PRUEBAS DE DIFERENCIACION BIOQUIMICA
TSI (Triple Sugar Iron Agar)
FUNDAMENTO:

Al ocurrir la degradaciéon de cualquiera de los tres azlcares presentes, se forman acidos que
hacen virar el indicador rojo fenol a un color amarillo (inicialmente el color del medio es
rojo). La degradacion de la lactosa ocurre en la parte superior (pico de flauta), la sacarosa en
la parte intermedia y la glucosa es fermentada en la parte profunda (fondo) y en condiciones
anaerobicas. El tiosulfato es reducido a sulfuro de hidrogeno quien reacciona con la sal de
hierro (citrato férrico amoniacal) para dar formacion de sulfuro de hierro que es de color
negro. La presencia de cavidades en el medio es debido a la formacidon de gas (CO2) producto

de la fermentacion.

La lactosa, glucosa y sacarosa son hidratos de carbono fermentables. Tiosulfato de sodio es
el sustrato necesario para la produccion de acido sulfihidrico, este se reduce hasta sulfuro de
hidrogeno que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el tipico color negro. El
rojo de fenol es indicador de pH y el cloruro de sodio mantiene el balance osmotico.

COMPOSICION (g/L):

Extracto de carne 3g.
Citrato Férrico Amoniacal 0.5g.
Extracto de Levadura 3g.
Cloruro de Sodio 5g.
Peptona de Caseina 15g.
Tiosulfato de Sodio 0.5g.
Peptona de carne 5g.
Rojo fenol 0.024g.
Lactosa 10g.

Agar agar 12g.

Sacarosa 10g.

Glucosa 1 g.

pH 7.4+ 0.2 a25° C.
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PREPARACION:

Disolver 65 g/L, autoclavar (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el medio y proceder
a colocar en tubos de ensayo en forma pico de flauta (pico y fondo) tomar una colonia de
cultivo puro, inocularla por puncion y estria e incubar a 37°C por 24 horas.

INTERPRETACION:

La acidez se pone de manifiesto por su cambio al color amarillo y se simboliza con A. La

alcalinidad se manifiesta por su cambio al grosella y se simboliza con K.

K/A: “No fermentador de lactosa”. EI microorganismo es capaz de utilizar la glucosa pero
no la lactosa, por lo cual produce una pequefia cantidad de &cido y en el pico se produce la
degradacién de proteinas con liberacion de aminas lo que da un color grosella en el pico.

A/A: “Fermenta glucosa y lactosa”. La degradacion de glucosa, lactosa y sacarosa se

manifiesta por el cambio total del medio a amarillo.

K/K: “No fermentadores de azucares”. Son incapaces de producir acido por no fermentar

glucosa o lactosa y no hay cambio en el medio.
Produccién de gas. La presencia de gas se manifiesta por el resquebrajamiento del medio.

Produccién de acido sulfarico de hierro. El hierro es indicador para poner en evidencia la
produccion de Hz2S que se manifiesta por el color negro, segun la cantidad se simboliza con
uno, dos o tres signos positivos (+), y si no hay sulfuro de hierro se simboliza con el signo

menos (-).
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AGAR LIA (Lisina Iron Agar)
FUNDAMENTO:

La descarboxilasa es una enzima que es capaz de actuar sobre la porcion carboxilo (COOH)
de los amino&cidos (lisina) con formacion de aminas de reaccion alcalina, ésta reaccion
conocida como descarboxilacion produce CO2 como producto secundario. La lisina al
descarboxilarse origina la cadaverina. La peptona y el extracto de levadura aportan los
nutrientes para el desarrollo bacteriano. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, la
lisina es el sustrato utilizado para detectar la presencia de enzimas descarboxilasa y
desaminasa. El purpura de bromocresol es el indicador de pH, el cual es de color amarillo a
pH igual o menor a 5.2 y de color violeta a pH mayor a 6.8, por descarboxilacion de la lisina
se produce la amina cadaverina que alcaliniza al medioy este produce el viraje del indicador
al color violeta. La descarboxilacion de la lisina tiene lugar en medio acido por lo que es

necesario que la glucosa sea previa fermentada.

COMPOSICION (g/L):

Peptona 5g.

Extracto de levadura 3g.
Glucosa 1 g.

Tiosulfato de Sodio 0.04g.
L-Lisina 10g.

Purpura de Bromocresol 0.02g.
Agar agar 15g.

Citrato de Amonio Férrico 0.5g.
pH 6.7 £ 0.2 a 25° C.

PREPARACION:
Disolver 32 ¢g/L, autoclavar (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el medio y proceder

a colocar en tubos de ensayo en forma pico de flauta, tomar una colonia pura e inocular 3
punciones y una estria, incubar a 37°C por 24 horas.

INTERPRETACION:
El desarrollo de un color amarillo en el fondo del tubo indica que el organismo es viable y

que el pH del medio ha descendido lo suficiente para activar la enzima descarboxilasa. El

retorno del tubo que contiene el &minoacido a un color azul pdrpura indica una reaccion
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positiva debido a la formacion aminas a partir de la reaccion de descarboxilacion (se ha

formado la cadaverina).

K/K: Lisina positiva. El retorno de un color azul pdrpura del tubo indica que contiene el
aminoacido y es una reaccidn positiva por descarboxilacion, formandose cadaverina.

K/A: Lisina negativa. Los microorganismos que no producen lisina descarboxilasa, pero
que son fermentadores de glucosa, producen un viraje en la totalidad del medio al color
amarillo, pero a las 24 horas de incubacion se observa el pico de color violeta debido al

consumo de peptonas y el fondo es amarillo.

R/A: Desaminacion de lisina. La desaminacién es ocasionada por los microorganismos que
poseen la enzima lisina desaminasa, produciéndose una desaminacion oxidativa,
consecuentemente la pérdida del grupo a-amino, para convertirse en un cetoacido. Este
cetoécido da un color naranja en presencia de sales ferricas y un color rojo al combinarse en
el indicador Purpura de Bromocresol. Se observa Pico rojizo/fondo amarillo y se simboliza

R/A, se interpreta desaminacion positiva.

Producciéon de acido sulfihidrico: Prueba positiva con ennegrecimiento del medio
especialmente en el limite del pico y fondo.
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AGAR CITRATO DE SIMMONS
FUNDAMENTO

El citrato de sodio es una sal del &cido citrico compuesto organico simple que se encuentra
como uno de los metabolitos del ciclo de Krebs. Algunas bacterias pueden obtener energia
por via distinta de la fermentacion de hidratos de carbono, utilizando citrato como Unica
fuente de carbono. La utilizacién del citrato por la bacteria en prueba se detecta en el medio
de citrato por la produccion de subproductos alcalinos. EI medio incluye citrato de sodio que
es un anion como Unica fuente de carbono y fosfato de amonio como Unica fuente de
nitrogeno. El indicador azul de bromotinol que es amarillo por debajo de pH 6.0 y azul por
encima de pH 7,6. El magnesio es cofactor enzimatico. El cloruro de sodio mantiene el

balance osmético

COMPOSICION (g/L):

Fosfato de amonio 1g
Citrato de Sodio 29
Fosfato dipotasico 1g
Azul de Bromotimol 0.08g
Cloruro de Sodio 59

Agar agar 129

Sulfato de Magnesio 0.2g
pH 6.6 £ 0.2a25°C.

PREPARACION:
Disolver 22 g/L, autoclavar (15 minutos por 121°C). Enfriar ligeramente el medio y proceder

a colocar en tubos de ensayo en forma de pico inclinado, tomar una colonia bien aislada de
la superficie de un medio e inocular en una sola estria en el pico del agar citrato e incubar a
37°C por 24 horas.

INTERPRETACION:
La prueba positiva esta representada por la produccion de un color azul intenso en 24 a 48

horas, que indica que el microorganismo en prueba ha sido capaz de utilizar el citrato

contenido en el medio, con formacién de productos alcalinos.
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CALDO UREA
FUNDAMENTO:

Es un medio de diferenciacion bioquimica esta prueba detecta la presencia de la enzima
ureasa en los microorganismos donde se observa la alcalinizacion del medio. La ureasa
cataliza la hidrdlisis de la urea dando lugar a carbonato amdnico con lo que el medio se
alcaliniza. El extracto de levadura es la Gnica fuente de nitrégeno y vitaminas, aporta
nutrientes esenciales para el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfatos constituyen el
sistema buffer, el rojo de fenol es el indicador de pH y la urea es el sustrato de la enzima
ureasa. Aquellas bacterias que poseen enzima ureasa, pueden utilizar el nitrogeno
proveniente de la urea, la hidrolizan liberando amoniaco y diéxido de carbono. Estos
productos metabdlicos alcalinizan el medio haciendo virar el indicador rojo fenol del amarillo
al rojo.

Urea ureasa

»Amoniaco + CO, + H,O

Fenoltaleina Fm.lolftaleina
Incolora > Rojo grosella
PH pH=8.1
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COMPOSICION (g/L):

Extracto de levadura 0.1g.
Rojo de fenol 0.01g.
Fosfato monobasico 9.1g.
Urea 20.0g.

Fosfato disodico 9.5g.
pH6.8+0.2a25°C

PREPARACION:

Disolver 38.71 g/L en agua destilada llevar a ebullicion, autoclavar (15 minutos por 121°
C).Enfriar ligeramente el medio y proceder a colocar en tubos de ensayo. Conel asa de Kolle
se toma una muestra de cultivo puro, sembrar el microorganismo en un tubo de ensayo
incubar a 37°C hasta detectar cambio de color del indicador

INTERPRETACION:

Los microorganismos que tienen la enzima ureasa desdoblan la urea en amoniaco y en COg,

los que hacen virar el rojo de fenol a un color cereza.

negative urca test

o b D bl AT R
2ty |

.0rg © Johnson
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MEDIO SIM (Sulfuro Indol Movilidad)
FUNDAMENTO:

Medio de cultivo que permite comprobar la formacion de sulfuro, la produccion de indol y
la movilidad. El indol, un bencinpirrol, es uno de los productos de degradacion metabdlica
del amino&cido triptofano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de
hidrolizar y desaminar el triptéfano con produccién de indol, &cido piravico y amoniaco. La
produccion de indol esta basada en la formacion de un complejo rojo cuando el indol
reacciona con el grupo aldehido del pdimetilaminobenzaldehido que es el principio activo
del reactivo de Kovac. La formacion de acido sulfihidrico se evidencia por la aparicion de
un precipitado negro, esto se logra mediante las siguientes etapas: liberacion de sulfuro a
partir del tiosulfato por accion enzimatica de la bacteria. Acoplamiento del sulfuro (S-2) con
el ion hidrogeno (H+) para formar HzS y la deteccion del gas H2S mediante sales de metales

pesados como hierro logrando la aparicion de sulfuro de hierro que es un precipitado negro.

COMPOSICION (g/L):

Peptona de caseina 20g.
Amonio y Hierro IlI
Peptona de carne 6.69.
Citrato 0.2g

Tiosulfato de Sodio 0.2g.
Agar agar 3¢.

pH7.3 £ 0.2 a 25°C.

Reactivo de Kovac:

e Alcohol amilico o isoamilico puro 150ml.
e p-dimetilaminobenzaldehido 10g.
e HCL concentrado 50ml.

PREPARACION:

Disolver 30 ¢g/L, autoclavar (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el medio y proceder
a colocar en tubos de ensayo, el microorganismo se siembra con una asa en punta por

picadura en la columna del medio del cultivo. Incubar a 37° C por 24 horas.
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INTERPRETACION:

La motilidad se pone de manifiesto por la turbidez difusa del medio de cultivo alrededor del
canal de la picadura. La no motilidad se caracteriza por el crecimiento producido
exclusivamente a lo largo de dicho canal. La produccion de H2S se da por la formacion de
un precipitado negro de sulfuro de hierro a partir del tiosulfato siempre que el pH sea mayor
a 7.2. Para la demostracién del Indol se agrega posteriormente a los tubos el Reactivo de

Kovacs, con la aparicion de una coloracion rojo-violacea en la capa del reactivo.

Triptotano Triptofanasa

»Indol + 4cido pirtivico + amoniaco

Indol + pN, N-dimetilamino Condensacion acida o
benzaldehido Compuesto quinoidal

Rojo Violiceo

Reactivo de Kovac

Prueba de Indol Prueba de Movilidad y Sulfuro
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APENDICE N° 7
DESCRIPCION DE LAS PARTES DEL EQUIPO DE DESTILACION

POR ARRASTRE DE VAPOR

DESCRIPCION DE PARTES

1: Estructura
2: Tanque destilador
3: Tapa tanque destilador
4: Manija de apertura y cierre de tapa
5: Soporte mévil de tapa
6: Manguera de salida de vapor a cond.
7: Condensador IC
8: Indicador de T° de salida agua cond.
9: Llave ingreso agua enfriamien. cond.
10: Caja de control
11: Palanquilla de encendido y apagado
12: Palanquilla activ. de resist. calderin
13: Calderin
.14: Visor de nivel de agua en calderin
1S: Llave de salida de vapor calderin
16: Sensor de nivel de agua en calderin
17: Vélvula de seguridad
18: Ruedas de desplazamiento con traba
19: Seguro volteo de tanque
20: Tubo de salida de agua enfria. cond.
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DESCRIPCION DE PARTES

1: Estructura

7: Condensador IC

9: Llave ingreso agua enfria. cond.

13: Calderin

14: Visor de nivel de agua en calderin
15: Liave salida vapor de calderin

16: Sensor de nivel de agua en calderin
17: Vélvula de seguridad

18: Ruedas desplazamiento con traba |
20: Tubo de salida de agua enfria. cond. |
21: Manémetro

22: Llave entrada agua calderin

23: Llave de descarga de calderin

24: Manguera salida vapor a destilador
25: Conexi6n para ingreso de agua

26: Salida de aguas floridas
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EQUIPOS USADOS PARA EL ESTUDIO

Figura 1. Destilador por arrastre de vapor.

Figura 2.Cromatografo de gases GC-MS-QP2010 plus. Shimadzu
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APENDICE N° 9
IDENTIFICACION DE LAS ENTEROBACTERIAS MEDIANTE

DIAGRAMAS DE RAMIFICACION
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APENDICE N° 10

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE
ENTEROBACTERIAS MAS FRECUENTES AISLADAS EN CLINICA

GRUPO ! HIDROGENO SULFURADO (H3S) ] POSITIVOS GRUPO Il HIDROGENO SULFURADO (:13S) NzSATIVOS
AMAEROGENICOS (GAS NEGATIVO) . ANAERCGENICOS (GAS NEGATIVO)
TSI GAS H2S LIA INOOL | ENTERQBACTERIA | TSI GAS H3S LIA INDOL el ENTENOBACTERIA
KJ/A - TS 4| KK - Salmonella Typhl K/A - - KA -6 ) Shigatia
AEROGENICOS (GAS POSITIVO) AIASKIA — = K/K & K/N -+ Escherichia
TSI GAS H2S | LIA INDOL | ENTEROSACTERIA | AJASK/A — - K/IA - — & -k | Enterchacter (9]
K/A 24+ — 4+ | KIX - Salmonalla AlA — - K/X = 3 Sarratia
KIAGAIA 2+ — 4 ¢ |'KIK = | Arizona K/A - — | R/A + Proten;
KIABAIA 2 + — 4 + | KIX - Citrobacter K/A - - R/A " + Providsncia-
KIAGAJA 2+ 4+ |RIA — & + | Proteus AJA - — | Aras’k/A — & | feninia
KIA < 2+ 4 + | K/K + Edwardsiella AEROGENICOS (GAS POSITIVO)
TSI GAS H2S LIA INOOL EMTEN0SACTERIA
K = alcating Tt AASKIA 2+ - |[K/KSOK/A + Escherichia
A ~ icido J AA 4 + - | KK — & t | Kladsiclla
R = rojo ~|AZTASK/IA 3 + — | KIKEK/A — Entarcbacter
N = aeutro . s RASAA 2+ - | KK - Serratia
= entercpxtbgenaes importantes: -] KIA {+) - K/A 6 R/A + Proteus (2)
{*1 Vertexto - -l xra + - |xasa/a - Paratyshl A (2)
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APENDICE N° 12
CARACTERISTICAS DE IDENTIFICACION DE SIETE GENEROS DE

BACILOS NO FERMENTADORES

Desarrollo
en Caraclerlsticas
Género Metabolismo Movilidad Oxidasa  MacConkey adicionales
Pseudomonas Oxidativo Positiva. + Positivo Flagelos polares monotricos y
Flagelos multitricos. No requiere facto-
= polares res de desarrollo especiales.
Algunas especies producen
piocianina y fluorescefna. La
mayorfa de las especies desni-
trifica nitratos a gas nitr6geno
Acinetobacter Oxidativo o Negaliva - Positivo No requiere factores de desarro-
(Herellea no sacaro- llo especiales. Produccién de
y Mima) Iitico * 4cido a partir de glucosa débil
(var. calcoaceticus) o ausente
(var. Iwoffi). Las células apa-
recen como diplococos en la
tincién de Gram. Todas las ce-
pas son resistentes a la penici-
lina
Flavobacte- Oxidativo Variable. + Pobre o ne- Muchas cepas requieren para su
rium (algunas Algunas gativo desarrollo nitrégeno suple-
cepas fer- especies mentarioy vitaminas del com-
mentadoras tienen plejo B. Frecuente produc-
cuestiona- flagelos cién de pigmentos amarillos.
bles) peritri- No desniltrifican nitratos. De-
cos sarrollo 6ptimo a 30" C. Todas
las especies son resistentes a
la polimixina B. Algunas espe-
cies son débilmente indol po-
sitivas
Bordetella Oxidativo Variables + Variable; Algunas cepas requieren parasu
Algunas pobre o desarrollo 4cido nicotinico,
cepas tie- negativo cistina y metionina. La B. per-
nen flage- tussis requiere agar sangre gli-
los late- cerol papa (Bordet-Gengou).
rales po- La B. bronchiseptica degrada
litricos rdpidamente la urea
Moraxella Oxidativo y Negaliva + ficaso o La mayorfa de las cepas son exi-
no sacaro- negativo gentesy aly . nasrequieren pa-
litico ra su desarrollo un suplemen-
to de suero. Aerobios estric-
tos. En la tincién de Gram
pueden aparecer cOmo COCO-
bacilos. Altamente sensibles a
la penicilina
Xanthomonas Oxidativo Positiva. -/+ Negativo Algunas cepas requieren para su
: Un solo débil desarrollo metionina, 4cido
flagelo glutémico y 4&cido nicotlrico.
polar Produccién de pigmento ama-
rillo. Catalasa positivos. No
reducen nitralos a nilrilos.
Principalmente fitopatézenos
Alcaligenes Oxidativo y Positiva, + Negativo Aerobios estrictos, si bien 2lgu-
no sacaro- nas cepas utilizan nitrato en
Iitico

lugar de oxfgeno como acep-
tor final de electrones. Re-
quieren para sudesarrollo sus-
tancias nitrogenadas simples
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DIFERENCIACION DE LOS BACILOS GRAMNEGATIVOS NO
FERMENTADORES BASADA EN LA PRUEBA DE O-F, CRECIMIENTO EN
AGAR MAC CONKEY Y OXIDASA

Glucosa (O-F)

No fermentacién
|

-

Oxidacion
I

Crecimiento en agar MacConkey

No oxidacién

Crecimiento en agar MacConkey

L.
| |
: s d s
[ | | i ol
Oxildasa Oxidasa Oxicdasa Oxildasa
I I | j |
I I [ I
Alcaligenes " Acinetcbacter Flavobacterium  Alcaliganes Acinetobacter Eikenella
Agrobacterium calcczceticus  Sphingobacterium ComzTznes calcoaceticus Pseudomonas
Flavobacterium Chryseomonas Flavotzcterium var. lwoffi Weeksella
Pseudomonas Flavimonas ogdoratum Xanthomoneas
Sphingobacterium  Pseudcmonas Moraxzaiia maltophilia
Shewanella Oligeilz
Shewanella
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IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS ARBOLES DE MOLLE DE ILO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

“ANO DE LA INVERSION PARA EL DESARROLLO RURAL Y SEGURIDAD ALIMENTARIA”

CONSTANCIA N2 004-2013-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.
HACE CONSTAR:
Que la muestra presentada por el Sefior Francisco Manuel Moncada Valerio identificado con DNI
45327145, egresado del Programa de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catdlica de Santa
Marfa, para la Ejecucién de su Tesis Profesional Titulada: “Determinacién del contenido de afa-
pineno del aceite esencial de “molle” y su actividad antimicrobiana contra Streptococcus
pyogenes, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus, obtenida de la localidad de San
jeronimo Pueblo, Distrito de llo, Departamento de Moquegua, ha sido determinada en el
Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la especie:
Schinus molle L.
Segun el Sistema de Clasificacién de Armen Takhtajan, (1987)
Division: Magnoliophyta
Clase. Magnoliopsida
Subclase: Magnolidae
Superorden: Rutanae
Orden: Rutales
Suborden: Rutaneae
Familia: Anacardiaceae
Genero: Schinus L.
Especie: Schinus molle L.
Se expide la presente solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 631987
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA - PERU
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IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS ARBOLES DE MOLLE DE

AREQUIPA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN v El{v\
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS z(w(?\ .
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA ‘53\@2) )
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) "ﬁg;;{\("?

CONSTANCIA No. 009-2013-HUSA

El que suscribe, Director del Herbarium Arequipense HUSA, emite la presente haciendo constar
que el espécimen fresco presentado por el sefior Francisco Manuel Moncada Valerio para el
trabajo de Tesis “Determinaci6n del contenido de a-pineno del aceite esencial de Schinus molle L.
molle y su actividad antimicrobiana contra Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus” colectado en la localidad Hunter, distrito de Jacobo Dickson Hunter,
Provincia y Region Arequipa corresponde a la especie:

Schinus molle L. “Molle”
(Familia Anacardiaceae)

Asi mismo se indica la Ubicacién Taxonémica de la Especie de Acuerdo al sistema de Clasificacion
de Armen Takhtajan (2009)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Superorden: Rutanae
Orden: Rutales
Familia: Anacardiaceae
Genero: Schinus
Especie: Schinus molle L.

Se expide la presente a solicitud del interesado.

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 631987
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU
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CORRIDAS COMATOGRAFICAS DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
AREQUIPA EILO
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Figura 1 .Cromatograma GC-MS del aceite esencial de molle de Arequipa.

Paak Ragort TIC
Pet  RTime  ITime  FTime Ay Ams Height Hegh®h  AH Mak Name
1 13201 13135 13280 W 24 MY MM 10 sigha Finsas
2 13935 13385 14000 gy BB W mEl 1 bata -Pinses
3 14,087 14.000 14183 WET 31 WEE WY 13V bem-Myroses
4 143% 14305 14420 Rl IMH26 L6427 sigha Fhallandrans
5 | 14,865 14750 01 R T LOE R 11 Iyhomstrans
mAT 1o UM lom

Figura 2 .Leyenda descriptiva del cromatograma de picos del aceite esencial de molle

de Arequipa.
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Figura 3 .Cromatograma GC-MS del aceite esencial de molle de llo.

Piaak Raagort TIC
sk AL Time ITime FTims Area Aema¥ Height  Haighi® AH Mak Name
1 13,204 13,155 13.260 4690474 2064 B4HT B 103 aipha -Pinsns
2 13,934 13,385 14000 1996650 1712 1653743 1710 138 ata -Pinans
3 14,08 14.000 14155 434030 1535 1995347 1084 13V betn-Myroens
4 14359 14305 14440 TOEEE] iL00 ;N 1991 144 sipha -Phafiandrans
L] 418 14,685 14788 1658510 1168 113143 141 a7 Syhmsrass
MM 10000 SETIZT 10000

Figura 4 .Leyenda descriptiva del cromatograma de picos del aceite esencial de molle
de llo.
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