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RESUMEN

Candida albicans es un hongo polimorfico comensal de la microbiota del ser humano. En
pacientes inmunocomprometidos desarrolla infecciones micdticas profundas en ocasiones
mortales. Schinus molle L. se utiliza de forma tradicional como repelente, cicatrizante,
antirreumatica bactericida, fungicida y virucida. Para validar dichos usos y conferirle caracter
cientifico se desarroll6 el presente estudio con el objetivo de evaluar la actividad antimicética “in
vitro” del aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) frente a cepa de Candida
albicans ATCC 10231. La metodologia utilizada fue experimental, explicativa, cuantitativa y
aplicada. El fruto se recolectd en la provincia de Huamanga (Ayacucho). Se extrajo el aceite
esencial (AE) por destilacion con arrastre de vapor. Se realizd la caracterizacion fisicoquimica, el
andlisis cualitativo por Cromatografia de gases y la evaluacion de actividad antimicoética por el
método de Kirby-Bauer (difusién en disco). En 18 placas con Agar Sabouraud Dextrosa, se
sembro la cepa con una turbidez de 0,5 de McFarland. Se evalu6 el AE en concentraciones de 40,
60, 80 y 100%, con el control positivo Fluconazol 25 pg y el negativo dimetilsulféxido, se
midieron los halos de inhibicién con vernier digital a las 24, 48 y 72 horas. En los Resultados se
observo el AE de color amarillo claro, olor herbaceo mentolado y penetrante, sabor astringente y
ligeramente amargo, el rendimiento fue 5,2%, la densidad 0,833 g/mL y el pH 5. Se identifico
cinco componentes mayoritarios o-Felandreno, B-Mirceno, D-Limoneno, B-Felandreno, O-
Cimeno. El EA de Schinus molle L. a 40 y 60% mostré halos de inhibicién de 6 mm, 80% de 9,7
mmy 100% de 12,3 mm. Se concluye que el AE a 40 y 60% no present6 actividad, a 80 y 100%

presento actividad antimicética frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Palabras clave: Aceite esencial, Schinus molle L, actividad antimicotica, Candida albicans
ATCC 10231.



ABSTRACT

Candida albicans is a commensal polymorphic fungus of the microbiota of the human being. In
immunocompromised patients, it develops deep mycotic infections that are sometimes fatal.
Schinus molle L. is used traditional was as repellent, healing, antirreumatic bactericide, fungicide
and virucide. To validate said uses and confer scientific character the present study was developed
with the objective of evaluate the "in vitro™ antimycotic activity of the essential oil (EO) of the
mature fruit of Schinus molle L. (Molle) against strain of Candida albicans ATCC 10231. The
methodology used was experimental, explicative, quantitative and aplicative. The fruit was
collected in the province of Huamanga (Ayacucho). The EO was extracted by steam distillation.
The physicochemical characterization was carried out, the qualitative analysis by gas
chromatography and the evaluation of antimycotic activity with the Kirby-Bauer method (disc
diffusion). In 18 plates with Sabouraud Dextrose Agar, the strain was seeded with a turbidity of
0,5 of McFarland. The EO was evaluated in concentrations of 40, 60, 80 and 100%, with the
positive control Fuconazole 25ug and the negative Dimethylsulfoxide, Inhibition halos were
measured with digital vernier at 24, 48 and 72 hours. In the results the EO was observed o light
yellow color, mentolate and penetrating herbaceous smell, astringent and slightly bitter taste,
yield was 5,2%, density 0,833g / mL and pH 5. Five major components were identified a-
Felandrene, B-Mircene, D-Limonene, B-Felandrene, O-Cimene. The EO of Schinus molle L. to
40 and 60% showed halos of inhibition of 6mm, 80% of 9,7mm and 100% of 12,3mm. It is
concluded that the AE to 40 and 60% did not present activity, to 80 and 100% presented
antimycotic activity against strain of Candida albicans ATCC 10231.

Key words: Essential oil, Schinus molle L, antimycotic activity, Candida albicans ATCC
10231.



l. INTRODUCCION

1.1. REALIDAD PROBLEMATICA

En las ultimas décadas las infecciones micéticas ya sean de origen nosocomial asociadas a
cuidados sanitarios o a las infecciones comunitarias, constituyen un importante problema de
salud publica. Actualmente se presentan como un conjunto de afecciones generando una
morbimortalidad de gran impacto en la medicina contemporanea, generalmente son

producidas por hongos levaduriformes del género Candida®.

Candida albicans es un hongo polimérfico debido a que puede presentar morfologia
levaduriforme o bien crecer como hongo filamentoso desarrollando hifas verdaderas. Se
considera un hongo comensal que existe como parte de la microbiota en el &rea mucocutéanea,
gastrointestinal y genitourinaria del ser humano sano y coloniza las membranas mucosas en
un 30 a 60% de las personas, siendo el hongo patégeno principal del ser humano?. Sin
embargo, en individuos inmunocomprometidos es un patégeno oportunista capaz de causar

infecciones superficiales y/o sistémicas que muchas veces pueden ser mortales®,

En Estados Unidos la candidiasis invasora representa el 75% de las infecciones por hongos
en pacientes hospitalizados, con una mortalidad que alcanza cifras hasta del 78%?*, mientras
gue, en el Per(, en los casos de candidemia, la especie aislada mas frecuentemente es Candida
albicans en un 40 a 60%?°, reportandose que esta enfermedad tiene una mortalidad cercana al
50%®.

La candidiasis vulvovaginal (CVV), es una inflamacién vaginal sintomatica (vaginitis) que,
con gran frecuencia, afecta a la vulva. Es causada fundamentalmente por Candida albicans
en un 85 a 90%, afectando hasta el 75% de las mujeres en edad reproductiva que sufren al
menos un episodio micotico durante su vida. Su tratamiento origina costes elevados y la
frecuente automedicacion puede dificultar el tratamiento de otras condiciones clinicas de
distintas etiologias’. Suele causar enrojecimiento y edema en los labios menores de la vagina

y/o de lavulva, inflamacién, prurito, quemazon, leucorrea, polaquiuria, dispareuniay disuria®.

En México (2016) se realizaron estudios sobre candidiasis vulvovaginal en 412 pacientes de
las cuales el 25% fueron reportados positivos®, mientras que, en la ciudad de Chiclayo
(Noreste del Pert) se analizaron 90 pacientes entre gestantes y mujeres en edad fértil de las

cuales el 22,2% dieron positivo para esta enfermedad?®.



La candidiasis vulvovaginal es la segunda causa mas comun de infecciones vaginales, siendo
precedida por la vaginosis bacteriana y es la razon mas usual de consultas ginecoldgicas.
Actualmente esta antigua enfermedad continGa presentando una elevada incidencia, a pesar

de los avances terapéuticos no existen adn tratamientos efectivos®..

Sin embargo, la flora en el Pert es muy diversa debido a la ubicacion geogréfica que facilita
el desarrollo de la biodiversidad vegetal en nuestro territorio. Muchas de las especies
vegetales tienen aplicaciones medicinales que luego de comprobarse cientificamente pueden
ser aprovechadas por la Industria Farmacéutica para la elaboracion de fitomedicamentos, de
esta manera podria generarse una alternativa para el tratamiento de la candidiasis
vulvovaginal (CVV). Tal es el caso de Schinus molle L. (Molle), que es un arbol originario
de la regién andina de Sudamérica, se encuentra principalmente en el Per( con una amplia
distribucion, con mayor abundancia entre los valles interandinos, especialmente en las
regiones aridas y semiaridas de la Serrania, la Costa y parte de la Amazonia, cuyo aceite
esencial de las hojas y semillas poseen actividades insecticidas, antibacterianas y
antifungicas. Se han identificado los principales componentes como mirceno, felandreno,
limoneno y cadinol*®*3, los cuales podrian ser los metabolitos responsables de las acciones

antibacteriana y antimicética.

Se ha demostrado que los aceites esenciales extraidos de las hojas y los frutos pueden inhibir
el crecimiento de Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Fusarium culmorum,
Alternaria alternata!? y Candida albican®*, esta Gltima especie es la que ocasiona en el ser
humano el 15% de infecciones micdticas que evolucionan a candidiasis vulvovaginal
recurrente (CVVR)*,

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicética “in vitro” del
aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) frente a cepa de Candida
albicans ATCC 10231, los resultados contribuiran con el conocimiento cientificamente
validado sobre esta propiedad medicinal y servira como referencia para el desarrollo de otros
proyectos de investigacion en el campo farmacologico y el uso adecuado de nuestros recursos

vegetales.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Presentara actividad antimicoética “in vitro” el aceite esencial del fruto maduro de Schinus

molle L. (Molle) frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231?



1.3. JUSTIFICACION
La presente investigacion se justifica en los siguientes aspectos:

a)

b)

c)

d)

Salud: Permitird que los profesionales de la salud empleen nuevas alternativas para el

tratamiento de la candidiasis vulvovaginal (CVV).

Social: Permitird que la sociedad conozca la importancia del cultivo de esta especie para

mejorar el rendimiento y la calidad de su aceite esencial.

Econdmico: Permitira la comercializacion del aceite esencial extraido del fruto maduro

de Schinus molle (Molle) para usos medicinales.

Académico: Servird como antecedente para futuras investigaciones.

1.4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicotica “in vitro” del aceite esencial del fruto maduro de
Schinus molle L. (Molle) frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.4.1.

1.4.2.

1.

Identificar los principales componentes del aceite esencial del fruto maduro de
Schinus molle L. (Molle).

Determinar si el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a
40% presenta actividad antimicdtica “in vitro” frente a cepa de Candida albicans
ATCC 10231.

Determinar si el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a
60% presenta actividad antimic6tica “in vitro” frente a cepa de Candida albicans
ATCC 10231.

Determinar si el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a
80% presenta actividad antimicética “in vitro” frente a cepa de Candida albicans
ATCC 10231.

Determinar si el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a
100% presenta actividad antimicética “in vitro” frente a cepa de Candida albicans
ATCC 10231

Determinar a qué concentracion el aceite esencial del fruto maduro de Schinus

molle L. (Molle) presenta mayor actividad antimicotica “in vitro”.



1.5. VARIABLES

1.5.1. VARIABLE INDEPENDIENTE
Aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle).

1.5.2. VARIABLE DEPENDIENTE
Actividad antimicoética frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.

1.6. HIPOTESIS

1.6.1. HIPOTESIS GENERAL
El aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) presenta actividad
antimicdtica “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.

1.6.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS:

1.

Los componentes del aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle)
presentan actividad antimicética “in vitro” frente a cepa de Candida albicans
ATCC 10231.

El aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a 40% no presenta
actividad antimicotica “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.
El aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a 60% no presenta
actividad antimicotica “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.
El aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a 80% presenta
actividad antimicotica “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.
El aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a 100% presenta
mayor actividad antimicética “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC
10231.

El aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) presenta mayor

actividad antimicética “in vitro” a mayor concentracion.



1. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1.

Antecedentes internacionales:

Arias J, et al. En el 2017, investigaron “Actividad insecticida, repelente y
antialimentaria del polvo y AE de frutos de Schinus molle L. para el control de
Sitophilus zeamais (Motschulsky)”, cuyos objetivos fueron evaluar la actividad
insecticida e insectistatica del polvo y AE de frutos de Shinus molle L. sobre Sitophilus
zeamais. Para la actividad insecticida utilizaron la metodologia de Tavares y
Vendramin (2005) con modificaciones, colocaron 100 g de maiz mezclado con el
polvo o AE por cuadruplicado, de acuerdo a los tratamientos: 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0y
8,0% y en el caso del AE lo diluyeron en 1 mL de acetona y lo mezclaron con el maiz.
Luego infestaron las muestras con 10 parejas de insectos de una semana de edad
diferenciados por sexo y almacenaron en una camara bioclimatica en condiciones
adecuadas. A los 15 dias cuantificaron los insectos adultos vivos y muertos de cada
tratamiento y calcularon el porcentaje de mortalidad. En sus resultados mostraron
mayor mortalidad del gorgojo con el AE al 8,0% con 96,3% de insectos muertos, una
CLso de 3,82 mL, asimismo el polvo mostré un 63,8% de mortalidad y una CLso de
7,95 g. Concluyen que el polvo y AE de Schinus molle presentaron actividad

insecticida por contacto directo sobre Sitophylus zeamais®®.

Rivadeneira D. En el 2015, realizd la tesis para optar el titulo profesional de
odontélogo “Potencial biocida del EA de Schinus molle L. (molle) frente al Gluconato
de clorhexidina al 0,12% sobre Streptococcus mutans, principal agente cariogénico,
estudio “in vitro”. Cuyo objetivo fue evaluar el potencial biocida “in vitro” que posee
el AE de Schinus molle L. frente al Gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre
Streptococcus mutans. Extrajo el AE de 140 g de hojas mediante hidrodestilacion y
obtuvo 2 mL de AE. Evalug el efecto antibacteriano del AE al 50 y 100% utilizando
el método de Kirby-Bauer (difusion en disco). Realizo la siembra por hisopado del
microorganismo con una turbidez de 0,5 de Mcfarland, empleé el control positivo
clorhexidina al 0.12% y negativo agua destilada. Incub6 las placas a 37°C por 24 'y
72 horas, midié los halos de inhibicion con calibrador milimétrico. En su resultado
reportd un rendimiento de 1,48% y los halos de inhibicion del AE al 50% en 24 horas
fueron de 13,15 mm y a las 72 horas de 13,25 mm, mientras que al 100% en 24 horas
fueron de 12,50 mm y a las 72 horas de 12,60 mm. Concluye que el AE de Shinus
molle L. tiene actividad biocida sobre cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 en

ambas concentraciones®®.



2.1.2.

Guala M, et al. En el 2014, estudiaron el “Efecto acaricida del AE de Aguaribay
(Schinus molle L.) y sus fracciones en colmenares de Abejas (Apis mellifera) en
relacion con la composicion quimica”, cuyo objetivo fue encontrar los componentes
més activos del AE de Aguaribay (Schinus molle L.) capaces de controlar la
proliferacion de Varroa destructor que parasita a las abejas. Extrajeron el AE de la
mezcla formada por frutos molidos 25%, hojas 65% y tallos pequefios 10%.
Identificaron los compuestos del AE por comparacion de los indices de retencion
obtenidos en dos columnas. La metodologia que emplearon fue directa, antes de
aplicar los productos a ensayar determinaron la mortalidad natural de los acaros, para
lo cual contabilizaron las varroas muertas en el transcurso de una semana. Luego
seleccionaron fracciones ricas en pinenos (F2) y terpinen-4-ol (F5) y el AE crudo
(AEC) con volumenes adecuados, las dos primeras disolvieron en aceite comestible,
vertieron en distintas cubetas de metal, cubrieron con una red metélica y llevaron al
interior de las colmenas, asimismo, en el grupo control colocaron un producto
comercial de tiras impregnadas de Amitraz y cada 15 dias contaron el nimero de
varroas muertas. En sus resultados reportaron que los valores de eficacia fueron 306
parala F2, 3816 para la F5y 9,2 para (AEC). Concluyen que el pineno y terpinen-4-

ol pueden controlar la proliferacion de Varroa destructor que parasita a las abejas®’.

Antecedentes nacionales:

Ramirez R, Soto R. En el 2018, desarrollaron la investigacion, “Efecto antibacteriano
del AE de las hojas de molle (Schinus molle L.) frente a cepas de Escherichia coli in
vitro”, cuyo objetivo fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro del AE de las
hojas de molle (Schinus molle L.) sobre cepa de Escherichia coli ATCC 25922.
Extrajeron el AE de 2 kg de hojas por destilacién por arrastre de vapor y obtuvieron
3,98 mL de AE. Evaluaron la actividad antibacteriana del AE al 25, 50 y 100% con el
método de Kirby-Bauer (difusion en disco). En Agar Mueller Hinton sembraron 100
WL de indculo bacteriano con una turbidez de 0,5 de McFarland. Colocaron sobre el
agar papel filtro empapados del AE, utilizaron grupos controles de Ciprofloxacino
500 mg y agua destilada. Incubaron las placas a 37°C por 24, 48 y 72 horas y midieron
los halos de inhibicion con un vernier. En sus resultados reportaron un rendimiento
de 0,22%, la densidad 0,9165 g/mL, y los halos de inhibicién del AE al 25% en 24
horas fueron de 7 mm; a las 48 horas de 8 mm y a las 72 horas de 10 mm; mientras
que al 50% en las 24 horas fueron de 10 mm; a las 48 horas de 13 mmy a las 72 horas
de 15 mm y al 100% en las 24 horas fueron de 13 mm; a las 48 horas de 23 mmy a
las 72 horas de 29,5 mm. Concluyen que el AE al 50 y 100% tiene actividad

antibacteriana sobre cepa de Escherichia coli ATCC 259228,



Rojas S. En el 2017, realiz6 la investigacion “Screening fitoquimico y efecto
antimicrobiano del Schinus molle (molle)”, cuyos objetivos fueron identificar los
metabolitos presentes en el AE del Schinus molle “molle” y determinar el efecto
antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
Extrajo AE de 5,028 kg del fruto por destilacion por arrastre de vapor y obtuvo 106
mL de AE. Para la determinacion del efecto antimicrobiano utilizé el método de
Kirby-Bauer (difusién por excavacion). En Agar Miueller Hinton sembré una
suspensidn bacteriana por hisopado, luego excavé 4 pozos de 8 mm e inoculd en cada
placa volimenes de 0,10; 0,15; 0,20 y 0,25 mL de AE, por cuadruplicado y utiliz6
como control positivos amoxicilina/Acido clavulanico 20/10 pL para Staphylococcus
aureus y Amikacina 30 ul para Escherichia coli. Incubd las placas a 37°C por 24
horas, y midié el area de los halos de inhibicién con vernier. En su resultado report6
presencia de flavonoides y taninos; asimismo, los halos de inhibicion del AE frente a
cepa de Staphylococcus aureus al volumen de 0,10 mL fue de 16,68 mm; 0,15 mL de
17,56 mm; 0,20 mL de 18,81 mm y 0,25 mL de 20,50 mm y para Escherichia coli al
volumen de 0,10 mL 14,75 mm; 0,15 mL de 16,56 mm; 0,20 mL de 16,62 mmy 0,25
mL de 18.62 mm. Concluye que en el AE Schinus molle “molle” existe presencia de
flavonoides y taninos; asimismo, el AE posee efecto antimicrobiano frente a cepas

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Vésquez J, Diaz D. En el 2014, estudiaron la investigacion “Efecto antimic6tico in
vitro del aceite de molle (Schinus molle Linneo) sobre Trichophyton mentagrophytes”
cuyo objetivo fue determinar si el aceite de molle (Schinus molle) tiene efecto
antimicotico “in vitro” sobre Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533. Extrajeron
el AE del fruto por destilacién por arrastre de vapor. Evaluaron el efecto antimicotico
utilizando el método Kirby-Bauer (difusion en disco), En 24 placas Petri con Agar
Mycosel sembraron 100 pl del indculo estandarizado, dividieron las placas Petri en
cuatro campos y colocaron discos de acetato de celulosa de 4,5 mm y con un espesor
de 220 um, a 12 placas Petri colocaron discos de sensibilidad embebidos de aceite de
molle en concentraciones de 2, 4 y 6%, mientras que en las 12 placas restantes
colocaron concentraciones de 8, 10 y 12%; ademas en cada placa colocaron un disco
embebidos de mineral estéril como grupo control. A las 72 horas midieron los halos
de inhibicion con un vernier. En sus resultados mostraron halos de inhibicion del AE
de molle; al 2% fue de 0,61 mm; al | 4% de 0,8 mm; al 6% de 0,83 mm; al 8% de 0,88
mm; al 10% de 0,90 mm vy al 12% de 1,23 mm. Concluyen que el AE de Schinus

molle tiene efecto antimicético sobre Trichophyton mentagrophytes?.



Moncada M. En el 2013, desarrollo la tesis para optar el titulo profesional de
Ingeniero Biotecno6logo “Determinacion de la composicion y actividad antimicrobiana
del AE de Schinus molle L. (molle) de Arequipa y Moquegua contra Klebsiella
pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus”, cuyoS objetivos
fueron determinar la composicion y actividad antimicrobiana del AE de Schinus molle
L. (molle) de especies de Arequipa y Moquegua contra Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus. Extrajo AEs de 750 g de frutos por
destilador por arrastre de vapor. Evalu6 la composicidén quimica de ambos AE y la
prueba de actividad antimicrobiana con el método de kirby-Bauer (difusion por
excavacion). Sembré mediante hisopado cada microorganismo con una turbidez de
0,5 de McFarland en medios de cultivos especificos. Cav6 pozos de 5 mm en cada
placa y afiadi6 100 pl de AE puro, incubd a 37°C por 24 horas. Midi6 los halos de
inhibicion con un vernier. En su resultado reportd presencia de a-pineno, B-pineno,
B-mirceno, a-felandreno y silvestreno en ambos AEs; asimismo, refiere halos de
inhibicién del AE de Arequipa al 100% sobre Klebsiella pneumoniae fue de 12 mm,
Pseudomona aeruginosa de 5 mm y Staphylococcus aureus de 17 mm, y para el AE
de Moguegua al 100% sobre Klebsiella pneumoniae fue de 7 mm, Pseudomona
aeruginosa de 5 mm y Staphylococcus aureus de 7 mm. Concluye que en ambos AEs
encontraron a-pineno, B-pineno, B-mirceno, a-felandreno y silvestreno; asimismo, el
AE de Arequipa presentd actividad antibacteriana en Klebsiella pneumoniae y

Staphylococcus aureus; sin embargo, el AE de Moquegua no present6 actividad?.

Cedamanos |I. En el 2013, desarrolld la tesis para optar el grado de Doctor en
Estomatologia “Efecto inhibitorio in vitro del AE de Schinus molle L. “molle” sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175”, cuyo objetivo fue conocer el efecto inhibitorio
in vitro del AE de Schinus molle L. “molle” sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
Extrajo AE de 6,350 kg de hojas por destilacion por arrastre de vapor y obtuvo 475
mL de AE. Para el efecto inhibitorio del AE a 25, 50, 75y 100% utiliz6 el método
Kirby-Bauer (difusion en disco). En Agar Mueller Hinton més el 5% de sangre de
conejo inocul6 la suspension bacteriana y colocd discos embebidos del AE, para el
control positivo utiliz6 discos embebidos con bencilpenicilina procainica de un millon
y para el negativo discos embebidos con alcohol etilico. Incubé las a 37°C por 24
horas en microanaerobiosis. Midio los halos de inhibicion con un pie de rey manual.
En su resultado reportd que los halos de inhibicion del AE en diferentes
concentraciones no fueron mayores a 8 mm. Concluye que el AE de Schinus molle L.

no presenté efecto inhibitorio sobre Strepotococcus mutans ATCC 25175%,



Llanos S. En el 2012, desarrollé la tesis para optar el titulo profesional de Ingeniero
en Industrias Alimentarias “Extraccion y caracterizacion del AE de Molle (Schinus
molle L.)”, cuyos objetivos fueron extraer y caracterizar el AE del fruto maduro del
Molle y comprobar la actividad antimicotica del AE frente a Penicillium italicum.
Extrajo AEs de los frutos de dos localidades de la region Tacna (Centro Poblado
Menor de los Palos y el distrito de Tarata) por destilacion por arrastre de vapor y los
separ6 por lotes (lote N° 01 (Los Palos) y lote N° 02 (Tarata). Analizé la composicion
quimica, el analisis fisicoquimico y efecto antimicotico de ambos AEs utilizando el
método Kirby-Bauer (difusion en disco). Sembrd el hongo en 4 placas. Cavé pozo de
1,45 cm de didmetro, en las placas “A (aceite Los Palos)” y “B (aceite de Tarata)”,
inocul6 0,1 mL de AE de molle y en las placas “T” (testigo) inocul6 0,1 mL de alcohol
puro de 96°. Incubé por 8 dias a 25°C. Midi6 los halos de inhibicion. En su resultado
reporté para lote N° 01 un rendimiento de 6,575%, indice de refraccion 1,478,
densidad 0,846 g/cm?, densidad relativa 0,847, punto de congelacion -35°C, indice de
acidez 6,023 mg KOH/g e indice de éster 17,008 y para el AE lote N° 02 un
rendimiento de 7,705% , indice de refraccion 1,477, densidad 0,831 g/cmd, densidad
relativa 0,832, punto de congelacion -35°C, indice de acidez 12,718 mg KOH/g e
indice de éster 23,148. En ambos AEs identifico limoneno, a-pineno, B-pineno, -
mirceno y a-felandreno. Los halo de inhibicién del AE para la placa “A” fue de 3,496
cm?, para laplaca “B” de 5,161 cm? frente a Penicillium italicum y la placa “T” no
presentd halo de inhibicion en las dos muestras. Concluye que el AE del molle de

ambos lotes present actividad antimicético frente a Penicillium italicum?2.

Saravia N, Guillinta G. en el 2012, realizaron la investigacion “Actividad
antifangica del extracto etanélico de Schinus molle y el fluconazol sobre Candida
albicans”, cuyo objetivo fue determinar la actividad antifungica del extracto
etandlico de Schinus molle y el fluconazol sobre Candida albicans. Prepararon el
extracto etanolico de las hojas. Evaluaron la actividad antimicotica con el método de
Kirby-Bauer (difusion en disco). Utilizaron 60 placas de Agar Sabouraud Dextrosa
30 para el extracto de Schinus molle a concentracion de 25 pg/mL y 30 para el
fluconazol de 25 pg/mL, colocaron discos embebido del extracto y discos de
fluconazol. Las placas evaluaron a las 24 horas y midieron los halos de inhibicion
con un pie de rey. En sus resultados reportan que el extracto de Schinus molle a 25
pg/ml, mostrd halos de inhibiciéon >20 mm, y el Fluconazol al 25 pg/ml de > 31 mm.
Concluyen que el extracto etanélico de Schinus molle present6 actividad antifungica

frente a cepa de Candida albicans?.



2.2. Bases tedricas

2.2.1.

Schinus molle L. (Molle)

Molle es un éarbol hermoso de formas caprichosas, copa frondosa, follaje denso,
coloridos frutos y diversos usos que hacen de él una especie muy productiva. Se le
emplean en la reforestacion de cuencas para proteger riberas de rios, controlar la
erosion de laderas y arborizar las ciudades, tanto por su belleza como por su resistencia
a la escasez del agua®.

El molle pertenece a la familia Anacardiaceae, presentan grupos de plantas con 548
especies, de las cuales 29 pertenecen al género Schinus las que presentan una
abundante floracion y fructificacion, al ser una especie dioica presenta una
inflorescencia masculina y femenina, de este Gltimo derivan los frutos?, como se

observa en la figura 1.

Figura 1. Arbol de Schinus molle L. (Molle)
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2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

Clasificacion taxonémica
La clasificacion taxondmica de la especie Schinus molle L. (Molle) fue certificada por
el Bidlogo José Ricardo Campos De la Cruz (C.B.P. N°3796), segln el sistema
Integrado de Clasificacion de las Angiospermas de Arthur Cronquist 1981, ocupando
las siguientes categorias observada en el anexo 3.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Schinus
Especie: Schinus molle L.

Nombre vulgar: “Molle”.

Nombres vulgares

El arbol de Schinus molle L. (Molle) es conocido con diferentes nombres vulgares en
distintos paises de Sudamérica como: molle, aguaribay, huaribay, cuyash, falsa
pimienta (Per0); pirul, pirQ, arbol del Pert (México); aymara (Bolivia); muelle, falso
pimiento, pimiento (Colombia); mulli (Ecuador); pimenteiro, aroeira, amescla, aroeira
periquita, balsamo, fruto de sabia (Brasil); aguaribay, terebinto, arbol de la pimienta,

gualeguay (Argentina) y pimiento (Chile)?'.

Antecedente historico

El Molle deriva de la voz quechua “mulli”, era el arbol sagrado de los Incas quienes
lo hacian plantar y regar en el contorno de sus palacios, templos, edificios publicos y
alrededor de todo el Cuzco. También gran parte de los caminos reales que
construyeron eran sombreados por estos &rboles y la resina que se obtenia de su tronco
era utilizada para embalsamar cadaveres, asi como para curar heridas; por esto
también fue llamado el arbol de la vida. En Pert y Bolivia se usaba en aquellos tiempos
los frutos para preparar “chicha”. Asimismo, este arbol fue citado por muchos

naturalistas y viajeros de la época de la conquista de Américat®?’.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.7.

Origen y distribucién

El arbol del Molle, es originario de la region andina de Sudamérica, principalmente
Peru, aunque se extiende de Ecuador a Chile y Bolivia. También es ampliamente
distribuido en México, en Centroamérica, en el Sur de California y Oeste de Texas,
en Estados Unidos®.

Habitat.

El Molle es oriundo de los valles interandinos, especialmente de las regiones aridas y
semiaridas de las serranias y el bosque montafioso bajo. También crece tanto de
manera silvestre como cultivada en zonas secas de la costa, la serrania y parte de la
Amazonia, desde el nivel del mar hasta los 3,500 msnm. Desarrolla con mayor
eficiencia en lugares con suelos ligeros a rocosos y bajo condiciones climaticas
tropicales y templadas. Por su enraizamiento profundo es resistente a la sequia. La raiz
profunda que desarrolla el germen antes de aparecer por encima del suelo es causa de

la dificultad de trasplantar esta especie®.

Descripcion botanica

El Molle es un arbol que tiene rapido crecimiento, cuando es joven alcanza hasta 3 m
de altura en un par de afios. Cuando alcanzar su madurez mide de 10 a 15 m de altura
y vive aproximadamente 100 afios®®. Su tronco puede tener un diametro de 1,5 m en
la base y es muy ramificado en la parte superior, ver anexo 9,1. Su corteza es de color
café claro, ligeramente grisaceo y su textura es aspera y agrietada. En su juventud, el
Molle a menudo tiene tendencias de crecer como un arbusto, entonces para lograr un
porte de arbol, es necesario la poda de formacion, ver anexo 9,1. Su follaje es perenne,
denso y sus ramas son colgantes. Sus hojas son compuestas, lanceoladas, de margenes
aserradas, muy aromaticas y miden entre 1,5 a 4 cm de largo, ver anexo 9,2. Sus
inflorescencias son pequefias y numerosas de color amarillo, miden aproximadamente
6 mm de ancho, siendo hermafroditas o unisexuales y estan dispuestas en paniculas
axilares de las hojas terminales que miden entre 10 a 15 cm. de largo, ver anexo 9,3.
Sus frutos son drupas que estan agrupadas en racimos colgantes, cada fruto mide de 5
a 9 mm de diametro, son de color rosado o rojizo muy llamativo, posee un exocarpio
delgado, mesocarpio de sabor dulce y endocarpio duro, contienen una a dos semillas
por fruto dura y picante, ver anexo 9,4. Sus semillas son de color negro, tienen la
textura rugosa, de forma redondeada y su tamafio varia entre los 3 y 5 mm de diametro.
Su raiz es larga de forma pivotante, resistente a las sequias y le permite acceder al

agua del subsuelo!?1® 2729,
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2.2.8.

2.2.9.

2.2.10.

2.2.11.

Floracion y fructificacion.

Floracion: La especie florece en agosto a diciembre y de septiembre a noviembre en
varias localidades de Brasil, en Bolivia de octubre a noviembre y en Per( de
noviembre a abril.

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 dispersién de
las semillas es zoocorica, principalmente por las aves.

Semilla: Se encuentra rodeada por el endocarpio 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 y muy delgada. El embridn es recto o ligeramente curvo,
comprimido o globuloso de color amarillo crema y ocupa toda la cavidad de la semilla.
Tiene dos cotiledones grandes, carnosos y oblongos. La radicula es corta, inferior y

carece de endospermo?’,

Recoleccién y rendimiento.
Los frutos son recolectados directamente del arbol cuando tienen un color rosado a

rojizo. En Per0 se recolectan de enero a abril?’.

Procesamiento de frutos y semillas.

Después de recolectados los frutos son transportados en sacos al sitio de
procesamiento. Los frutos son lavados y macerados en agua para eliminar la cubierta
dulce que recubre a la semilla. Luego se secan a media sombra en un sitio ventilado
para su almacenamiento posterior. En Per( los frutos recién colectados se secan al sol
por cinco a siete dias; luego se estrujan para liberar la semilla de la cascara y se airean

para limpiar impurezas?’.

Aspectos de 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 almécigos y luego
se 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
siembran en hileras a 2 cm de distancia, empleando 120 g de semilla por m? y se

trasplanta con cepellén®,
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2.2.12. Descripcion etnobotanica
El uso tradicional de Schinus molle L. (Molle) en la medicina se remonta a tiempos
prehistdricos, Sin embargo, en la actualidad sigue siendo provechoso para las
sociedades poco industrializadas con dificultades de acceso a medicamentos. Cada
parte de la planta se utiliza con diverso fines.
En el alimento: Las semillas molidas del Molle se usan como pimienta blanca y las
enteras como pimienta rosada. Con la cubierta dulce de las semillas se prepara chicha
y la leche de molle, que es una chicha no fermentada que adelgaza sin debilitar. La
miel de Molle se elabora hirviendo el liquido de los frutos maduros hasta que toma
consistencia de jarabe®®.
En la medicina casera: ElI Molle es una planta ampliamente utilizada en la medicina
tradicional, sirve para combatir malestares del rifion, vejiga e higado, asi como
diversos dolores corporales y algunas afecciones respiratorias. La infusion de las hojas
se utiliza contra el reumatismo y como depurativo de la sangre, asimismo para lavados
en caso de enfermedades venéreas (gonorrea), conjuntivitis y cataratas, alivia dolores
menstruales y urinarios (cistitis, uretritis), disminuye la pirexia, La infusion de la
corteza se le han atribuido propiedades antiinflamatorias, antiespasmddicas,
cicatrizantes y los bafios con el agua de las hojas en decoccién, sirven como
analgésico, cicatrizante y antiinflamatorio de uso externo, las hojas secas expuestas al
sol se usan como cataplasma para aliviar el reumatismo y la ciatica. La resina se usa
para aliviar odontalgia, cicatrizar heridas y como repelente. Las ramas en infusion o
maceradas en alcohol se emplean para aliviar dolores musculares y reumaticos. Los
frutos frescos en infusion se toman contra la retencion de orina. La planta entera se
usa externamente para fracturas y como antiséptico local'?3,
El AE extraido de las hojas y de los frutos poseen actividad antibacterial, antifungica
y antiviral. Existen bacterias y hongos que exhiben sensibilidad significativa al aceite
esencial del Molle como por ejemplo: Bacterias: Klebsiella pneumoniae, Alcaligenes
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Leuconostoc cremoris, Enterobacter aerogenes,
Proteus vulgaris, Clostridium sporogenes, Acinetobacter calcoacetica, Escherichia
coli, Beneckea natriegens, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Bacillus subtilis
y Brochothrix thermosphacata. Hongos: Aspergillus ochraceus, Aspergillus

parasiticus, Fusarium culmorum®? y Alternaria alternata® y Candida albicans?..

Segun Dellacassa, en la comunidad indigena del Cuzco (Per() se registraron diversos
empleos tradicionales de distintas partes de la planta de Schinus molle L.
principalmente de las hojas y frutos para uso externo e interno® como se apreciar en
la tabla 1.
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Tabla 1. Partes de la planta de molle utilizado en la medicina tradicional del Cuzco

(Perti)3L.
Parte de la Forma de uso Descripcion terapéutica

planta preparacion

Planta Decoccion Externo Antipirético (Hervido en
entera bafios)

Hojas Decoccion Externo Aplicado en fracturas
Ramas Emplastos Externo Antiséptico veterinario
jovenes

Hojas Decoccion Interno | Antiséptico de la cavidad oral

Hojas Decoccion Interno Hipotensora y para gonorrea

Hojas Infusion Interno Antirreumatico, condimento

culinario (picante)

Hojas y Decoccion Interno -

frutos

Frutos Decoccidn - -

2.2.13. Composicion del AE extraido de frutos secos y hojas de molle en el Perd.

Se ha obtenido aceite esencial del molle colectado en pisos altitudinales de

aproximadamente 2,800 msnm, de los Departamentos de Cajamarca, Ayacucho y

Junin (Sierra Central). Sin embargo, la naturaleza de los compuestos mayoritarios no

coincide en ambos aceites esenciales. En los frutos se identificaron 11 compuestos:

seis monoterpenos, el octanoato de metilo y cuatro sesquiterpenos. Los que

caracterizan al aceite esencial son: a-felandreno, B-pineno, limoneno y j-felandreno.

En el aceite esencial de hojas se identificaron trece monoterpenos, un alcohol

monoterpénico, tres sesquiterpenos y seis alcoholes y un epdxido sesquiterpénicos. El

compuesto mayoritario del aceite esencial de las hojas es sabineno3..

Segun Dellacassa, los componentes quimicos presentes en el AE extraido de los frutos

y las hojas del molle son los que se observan en la tabla 2.
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Tabla 2. Composicién del AE de frutos secos y hojas del molle de Pert.

Compuestos Porcentaje
AE de hojas | AE de frutos

Tricicleno 0,8 -
a-thujeno 0,9 -
a-pineno 4,5 2,8
Canfeno 6,1 -
Sabineno 19,1 -
B-pineno 2,5 27,5
Mirceno 1,0 -
a-felandreno 4,3 30,9
a-terpineno 1,6 -
p- cimeno 7,9 3,9
Limoneno 7,2 15,3
B-felandreno 3,2 12,5
p-menta-1,4(8)-dieno 3,2 -
Octanoato de metilo 2,9 -
I'-cariofileno - 13
A-cadineno 8,2 2,7
Oxido de cariofileno 0,9 -
‘D-germacreno 1,5 0,4
- germacreno - 1,7
Spathulenol 6,0 -
a-cadinol 15 -
1,2,3,4a,5,6,8a-octahidro-a’a",4a,8- 4.8 -
tetrametil-2-naftalenometanol

T-cadinol 19 -

2.3. Aceite esencial (AE)

Es una mezcla compleja de sustancias aromaticas responsables de las fragancias. Poseen
numerosas acciones farmacoldgicas, por lo que constituyen la base de la aromaterapia, ademas
es ampliamente utilizado en las industrias (cosmética, farmacéutica, alimentaria, licoreria y
confiteria) y tratamientos aromaterapéuticos®.

Antiguamente los griegos solian llamar al AE “la quinta esencia”, porque se producian en
cantidades apreciables (0,5 a 6%) en las llamadas plantas “aromaticas”, aquellas que
generalmente son hierbas o arbustos®. Asimismo, en los paises de Africa, Asia e India el AE
fue utilizado por sus componentes quimicos las cuales poseian enormes cantidades de
propiedades terapéuticas®.

Actualmente el AE es utilizado en la medicina complementaria como una alternativa

terapéutica en los centros de salud, por sus actividades bioldgicas reconocidas.
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2.3.1.

2.3.2.

Propiedades fisicoquimicas del aceite esencial (AE).

Las principales propiedades fisicoquimicas del AE son las siguientes: Su color
ligeramente amarillo transparente, su olor herbaceo pronunciado, aromatico
mentolado penetrante; su sabor caustico, irritante, astringente, a veces dulce o amargo
y otras con sensacion a farmaco; su densidad suele ser inferior a la del agua. EI AE es
de peso especifico entre 0,8 a 2,0 a temperatura de 15°C; con punto de ebullicion de
150 a 300°C; indice de refraccion de 1,45 a 1,5. Ademas, se alteran facilmente bajo la
accion de la luz y el oxigeno tornandose oscuros y modificandose su perfume. EI AE
es volatil, lo que significa que pasan facilmente del estado liquido al estado gaseoso a
temperatura ambiente o algo mayor. Son solubles en aceites, alcohol, éter de petréleo,
tetracloruro de carbono y demas solventes organicos; e insolubles en agua, aunque le
transmite su aroma. Son generalmente destilables por arrastre con vapor de agua y
contienen las sustancias responsables del perfume de las plantas. Algunos tienen
colores y sabores agradables. Es de aspecto oleoso, pero no es del todo aceitoso, sino
gue es un fluido como agua. La ruptura de las glandulas del AE o simplemente la
exposicion al calor ayudara a emitir estos olores de esencias volatiles. Esta es una de
las razones por las que se experimentan mas fragancias en verano que en invierno.
Obviamente hay pocas plantas que florecen en invierno, pero también es porque el
tiempo es més frio y el aire mas denso, por lo que las moléculas se estan moviendo a
una velocidad mas lenta y el AE es menos evaporable. Esto hace que sea mas dificil

percibir su olor®,

Propiedades terapéuticas del aceite esencial (AE).
El AE tiene variada actividad bioldgica ya que sus componentes pueden ser agentes
antibacterianos, antifungicos, antivirales, antidiabéticos, depresores, estimulantes,

antiinflamatorios, analgésicos, antioxidantes, tranquilizante, citotoxico, etc®,

2.3.3. Composicion quimica general del aceite esencial (AE).

El AE obtenido de plantas aromaticas, estan formados en su mayoria por
hidrocarburos terpénicos o terpenoides (monoterpenos (CioHis) y sesquiterpenos
(CisH24)), monoterpenos oxigenados (alcoholes, aldehidos, cetonas y otros) y
compuestos oxigenados no terpénicos (fenoles, éteres y cumarinas)®, como se

observar en la figura 2.
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Unidades isoprénicas (CsHg)

Compuestos oxigenados/noterpénicos.
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Figura 2. Algunos compuestos quimicos presentes en el AE®.

a) Hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpenoides presentes en el AE.
b) Compuestos oxigenados no terpénicos presentes en el AE.
¢) Algunos monoterpenos oxigenados presentes en el AE.

2.4. Candida albicans

Es un hongo polimérfico debido a que puede presentar morfologia levaduriforme o bien

crecer como hongo filamentoso formando hifas verdaderas. Se considera un comensal

oportunista porque existe como parte de la microbiota del &rea mucocutanea, gastrointestinal

y genitourinaria en el ser humano sano y coloniza las membranas mucosas en un 30 a 60%

de las personas. Bajo ciertas condiciones del hospedero susceptible es capaz de causar

infecciones superficiales y sistémicas, siendo el hongo patégeno principal del ser humano?.

Las micosis oportunistas representan todo un grupo de afecciones; el hongo normalmente no
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produce dafio, sin embargo, cuando tienen la oportunidad genera dafo. Se da cuando hay

factores de inmunosupresion o que favorezcan su multiplicacion o situaciones crénicas

debilitantes que hacen que el individuo se defienda inadecuadamente o por el uso de algunos

productos como inmunosupresores, corticoides o quimioterapia, todas ellas agreden al

sistema de defensa y lo abaten; generando la micosis oportunista méas frecuentes producida

por el género Candida (candidiasis)®.

2.4.1.

2.4.2.

2.4.3.

Clasificacion taxonémica
Dominio: Eucarya
Reino: Fungi
Division: Eumycota
Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Blastomycetes
Familia: Cryptoccocaceae
Género: Candida

Especies: C. albicans®.

Pared celular de la levadura de Candida albicans

Posee una pared celular externa esencial para la integridad y forma de la célula. La
rigidez de la pared no solo protege a la célula de agresiones fisicas externas, sino que
también resiste la presién de turgencia del protoplasto y evita la lisis de la célula
cuando ocurren descensos en la osmolaridad del medio. También act(ia como barrera
frente a sustancias potencialmente dafiinas del medio ambiente y evita que proteinas
periplasmaticas sean secretadas al exterior. Ademas, sirve de substrato para la
exposicion de proteinas que juegan un papel importante en interacciones de célula a
célula ya sean de caracter sexual, inmunogénico o inmunomodulador. La pared celular
constituye aproximadamente un 30% del peso de la célula, estd compuesta
principalmente por tres clases de polimeros de naturaleza polisacaridica: polimeros de
manosa (manano) covalentemente unidos a péptidos (manoproteinas), polimeros de
glucosa (glucanos) y un polimero de N-acetil-glucosamina (quitina), estos
componentes conforman una estructura con dos capas, donde las proteinas estan

mayoritariamente en la superficie externa y el glucano en la parte interna.

Aspectos micoldgicos
El género Candida es una levadura capaz de producir pseudomicelio. Candida es un
microorganismo unicelular globoso y ovoide de 3 a 7 Jg, en la figura 3 se observa

directamente en los tejidos del huésped como levaduras pseudofilamentoso. Para su
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identificacion especifica, se realizan pruebas fisioldgicas como la produccion de

pseudomicelio, el desarrollo de tubos germinativos, la formacion de clamidosporas

mediante las técnicas de zimograma o auxonograma®®.

Figura 3. Levadura con pseudofilamentos del género Candida®.

2.4.4. Candidiasis: Es una infeccién de la piel o de las mucosas producida por hongos del

género Candida.

a)

b)

Epidemiologia: Epidemioldgicamente la candidiasis es un padecimiento
cosmopolita, sin tener una prediccién en cuanto a la edad o sexo ataca por igual
siempre y cuando se presentan los factores de oportunismo. La fuente de infeccion
es el hombre, los animales y los fomites. La via de entrada es enddgena, es decir
que el individuo tiene el hongo alojado en una parte de su cuerpo y de ahi invade
a otros tejidos cuando existe la oportunidad®®. Su incidencia ha aumentado
considerablemente en los ultimos 20 afios, causando el 7,45% de micosis, el 25%
de micosis superficiales y entre el 75y 88% de infecciones fingicas nosocomiales
que afecta a individuos de cualquier edad, sexo o grupo étnico®.

Patogenia: En el desarrollo de la enfermedad de candidiasis es necesario la
presencia de factores oportunistas. Si la infeccion es de forma enddgena, se debe
a la respuesta inmune inadecuada o bien cambios tépicos especificos en un sitio
anatomico con variacion de pH, disminucion de bacterias defensoras propios del
organismo, etc. Por lo contrario, si la infeccion es de forma exdgena requiere de
un inoculo fungico habitualmente aplicado a través de sondas, catéteres o
procedimientos de diagnésticos o terapéuticos invasivos®.

Manifestaciones clinicas: La candidiasis se clasifica clinicamente por su
localizacion, incluyendo tres grandes grupos: La tegumentaria, la visceral y la
septicemia o candidemia. La méas frecuente y la menos dramatica es la
tegumentaria que a su vez se clasifica en diferentes cuadros por su localizacion
en: Oral, vulvovaginal, intertriginosa, oniquia 0 paroniquia, cutaneo, mucosa

generalizada y granuloma®.
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2.4.5.

Candidiasis vulvovaginal (CVV): Es una infeccion vaginal ocasionada por hongos
del género Candida albicans que se encuentra en un 85-95% de los casos de
candidiasis, afectando hasta el 75% de las mujeres en edad reproductiva,
comprendidas entre 20 y 45 afios, que sufren al menos un episodio micético durante
su vida. Esta enfermedad es la segunda causa de infecciones vaginales, siendo
precedida por la vaginosis bacteriana y es la razdn mas usual de consultas
ginecoldgicas®®.

a) Sintomas de CVV: Los sintomas predominantes son: enrojecimiento y edema en
los labios menores de la vagina y/o de la vulva, inflamacion, prurito vulvar esta
presente en un 90% de los casos, quemazon, leucorrea grumosa blanca que esta
muy adherida a la pared vaginal, polaquiuria, dispareunia y disuria. También hay
lesiones en la vulva y en el periné secundario al raspado que se observan como
escoriaciones®?’.

b) Factores predisponentes de CVV
v' Gestacion: La presencia de micelios en la vagina es muy frecuente y aumenta

en el transcurso de la gestacion. Por lo tanto, el recién nacido es portador de
Candidas en las primeras semanas en la boca o en la regién anogenital®.

v/ Tabletas anticonceptivas: Las hormonas como progestdgenos y los
antiandrogenos tienen influencia en el medio ambiente vaginal, modifica el
pH, el contenido del glucdgeno, favorece la receptibilidad celular y son
responsables de los trastornos del epitelio vaginal®'.

v' Antibiéticos: Existen antibiéticos que al ser consumidos como parte de la
terapia pueden generar infecciones micdticas®’.

v Diabetes mellitus: Es muy probable que la diabetes no tratada se enfrente a
infecciones micéticas por la sobrecarga de glucosa®.

v' Ciertas vestimentas: Es muy comin que las ropas interiores sintéticas y
pantalones ajustados reducen la ventilacién aumentando la humedad vy el
calor de la region anovulvar lo que hace muy propenso a la invasion micotica.
Asimismo, los aerosoles vulvares son también irritante para la piel y las
duchas vaginales modifican el pH*’.

¢) Tratamiento de CVV
Desde la antigiiedad se busco remedios adecuados para suprimir el desarrollo de
la Candida con extracto de ajo, en 1932 a 1952 se utilizaron colorantes como la
violeta de genciana al 2%, piocetamin, verde brillante, también se utilizo el acido
borico. Asimismo, se intentd combatir con antimicéticos especificos como los
polienos (Nistatina) sin obtener mayor resultado. Sin embargo, con la llegada de

los Azoles (imidazoles y triazoles) se consiguié buenos resultados®, entre ellos el
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2.4.6.

2.4.7.

itraconazol que logra tasas de curaciones superiores a 90%, con una dosis de 200
mg cada 24 horas por tres dias. El tratamiento por via oral es superior a la via local
con clotrimazol o fluconazol, los cuales se asocian a 70% de curacion, semejante
al de nistatina siempre y cuando éste se administre durante 14 dias, la tasa de
curacioén mejora tratando a la pareja sexual®.

Actualmente, la candidiasis se ha convertido en un problema social y es muy

dificil de tratar de manera definitiva por la resistencia al antimicético®.

Candidiasis vulvovaginal recurrente o recidivante (CVVR): Se define de cuatro a
mas episodios de candidiasis vulvovaginal en un afio®.

Tratamiento de la CVVR: La norma oficial mexicana solo contempla el tratamiento
para la vulvovaginitis no complicada y recomienda cualquiera de los siguientes
esquemas: Itraconazol 200 mg VO cada 12 horas por un dia, Fluconazol 150 mg VO
dosis Unica y 6vulos de Clotrimazol 200 mg via vaginal por 3 dias 0 Miconazol crema
vulvovaginal por 14 dias seguido, este tratamiento de mantenimiento posee una

efectividad terapéutica de 90% a 6 meses y 40% por un afio®,

Resistencia de levaduras de Candida al fluconazol (FCZ)

En la actualidad la levaduras de Candida poseen capacidad de resistir al medicamento

FCZenun 3%y el 10% de los pacientes con sida y candidiasis mucocutanea presentan

resistencia al FCZ antes del surgimiento de la terapia antirretroviral altamente efectiva

(TARAE), la cual se relacion6 con las dosis administradas o la duracion del

tratamiento, por lo que se interpreté como un tipo de resistencia adquirida®.

Mecanismo de resistencia al FCZ: Los derivados triazlicos como el Fluconazol

(FCZ) inhibe de forma selectiva a la enzima 14-a esterol desmetilasa en la sintesis

del ergosterol que es dependiente del citocromo P450. La deplecion del ergosterol en

conjunto con la acumulacion de compuestos intermedios en la sintesis del mismo

conlleva a una pérdida de la funcionabilidad de la membrana plasmaética.

La resistencia al FCZ se da por tres posibles mecanismos:

1. Modificacion de las enzimas.

2. Laincapacidad de alcanzar concentraciones adecuadas del antimicético en el sitio
de accion por la presencia de barreras de permeabilidad o sistema de bombeo
activo.

3. Lainactivacion del antimicético por modificacion del mismo®.
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2.5. Sensibilidad a los antifungicos (Antifungigrama)
Es una prueba in vitro orientada para determinar concentraciones minimas inhibitorias de
agentes antifungicos. Sirve para emplear tratamientos especificos, erradicar las enfermedades
fangicas y prevenir la resistencia de agentes antimicéticos. En los ultimos afios se ha
progresado en la estandarizacion de las pruebas de sensibilidad a los antifingicos, lo que ha
permitido resultados mas reproducibles y comparables entre laboratorios y secundariamente
efectuar estudios clinicos multicéntricos que han facilitado la interpretacion de los resultados

in vitro en relacion con la eficacia del antiflngico en el tratamiento®.

2.6. Halos de inhibicion:
Es la zona en la cual no se observa crecimiento del microorganismo alrededor de un disco de

antibioticos en una prueba de antifungigrama®?.

2.7. Valores de sensibilidad en el Aromatograma segun Duraffourd:
Las pautas establecidas por Duraffourd en 1983, son utilizadas en estudios microbiol6gicos
para la interpretacion de resultados en la evaluacion de didmetros de inhibicion tipo
cuantitativa.
1. Sensibilidad nula (-) <8 mm
2. Sensibilidad limite o sensible (=+) 9-14 mm
3. Muy sensible (=++) 15-19 mm
4

Sumamente sensible (=+++) > 20 mm?42,
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I1l. MATERIAL Y METODO

3.1. Tipoy disefio

3.1.1. Tipo de investigacion

Segun su estrategia aplicada: Experimental, debido a que los grupos de prueba
fueron expuestos a los estimulos experimentales y los resultados se compararon
con los grupos controles.

Segun su nivel y alcance de sus resultados: Explicativa, debido a que permitié
interpretar los resultados en el estudio.

Segun su tendencia o enfoque: Cuantitativa, debido a que se evalud el efecto
antimicotico del AE en diferentes concentraciones (40, 60, 80 y 100%).

Segun el propdsito u orientacién: Aplicada, debido a que se buscé obtener una

alternativa natural de tratamiento antimicético para la CVV.

3.1.2. Disefio de investigacion

Experimental: Debido a que se manipulé de manera intencional la variable
independiente (causa) y se analizd las consecuencias de la variable dependiente
(efecto).

Se evaluo tres grupos de prueba: 1) Grupos de prueba (discos de papel Whatman
embebidos con el AE de Schinus molle L. a 40, 60, 80y 100%), 2) Grupo control
positivo (discos de fluconazol 25 pg) vy 3) y Grupo control negativo
(dimetilsulfoxido).

3.2. Poblacién y muestra

3.2.1. Poblacion

Frutos maduros de Schinus molle L. (Molle) provenientes del distrito de Pacaycasa

(Ayacucho).

3.2.2. Muestra

Aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) proveniente del distrito

de Pacaycasa (Ayacucho).
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3.3. Criterios de inclusion y exclusion

a) Criterios de inclusion
- Fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) perteneciente al distrito de
Pacaycasa (Ayacucho).
- Fruto maduro de Schinus molle L en buen estado de conservacion.
b) Criterios de exclusion
- Fruto de Schinus molle L. (Molle) no perteneciente al distrito de Pacaycasa
(Ayacucho).

- Fruto maduro de Schinus molle L en mal estado de conservacion.

3.4. Metodologia

3.4.1. Materiales y equipo para la extraccion del AE
- Equipo eléctrico: destilador por arrastre de vapor industrial de acero inoxidable
marca “Yuewo”.
- Molino manual marca “Corola”.

- Tazon grande de porcelana marca “Corola”.

3.4.2. Materiales y solventes para la caracterizacion fisicoquimica del AE

a) Materiales:

- Picnémetro de 30 mL marca “Brand GMBL”.

- Vaso de precipitado marca “Citotest”.

- Tiras medidoras de pH marca “OF”.

- Pipeta de Pasteur.

- Bagueta o varilla de vidrio.

- Tubos de ensayo 12 x 100 mm.

- Tazon grande de porcelana marca “Corola”.
b) Solventes:

- Agua destilada.

- Cloroformo Q.P.

- Etanol Q.P.

- Metanol Q.P.

- DMSO (dimetilsulféxido) Q.P.
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3.4.3.

3.4.4.

Material y equipo para el andlisis cualitativo de componentes quimicos presente

enel AE

- Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector espectrometro de
masa Agilent Technologies 5975C.

- Capilares de vidrio.

Materiales y equipo para la prueba de actividad antimicotica del AE frente a
cepas de Candida albicans ATCC 10231
a) Materiales:
- 1 vernier digital marca “Caliper”, modelo: DC-515.
- 18 placas Petri de vidrio estériles 90 mm de diametro x 15 mm de altura.
- Espatula de Drigalsky.
- Tubos de ensayo 15 x 1,5 cm.
- Puntas para micropipeta de 30 pL y 100 uL marca “Brand”.
- Micropipetas calibradas de 30 pL y 100 pL marca “CLINIPET”.
- 54 discos de papel filtro marca “Whatman” N° 10 de 6 mm de diametro.
- 1 frasco de vidrio con tapa rosca de 500 mL.
- 6 viales de vidrio de 10 mL.
- 1 gradilla.
- 12 pares de guantes estériles.
- 10 cofias.
- 1 paquete de algodon 250 g.
- Patron del estandar McFarland.
b) Equipos:
- Incubadora 35°C EQ-CCA-026 Labor LP-11 S: 69-6315/4.
- Autoclave Vertical Digital EQ-CCA-054 Reles AL/D 50L S: 476-15.
- Potenciémetro EQ-CCA-005 Inolab 730 S: 10380849.
- Bafio Maria EQ-CCA-009 Memmert WNE-10 S: L307.0363.
- Balanza analitica EQ-CCA-037 AND HR 250 AZ S: GA7702480.
- Mechero Bunsen.
¢) Insumos:
v Medios de cultivo: Agar Sabouraud Dextrosa (OXOID) 500 g.
v In6culo: Candida albicans ATCC 10231 pasaje 3, Biomédica Profile: Vitek
2CYST.
v Reactivos: Etanol 96° 1 Lt, suero fisioldgico estéril (NaCl 0.9%) 1 Lty
Dimetilsulféxido (DMSO).
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3.4.5.

3.4.6.

Recoleccion, limpieza y transporte del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle)
Recoleccion: La muestra del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) se recolectd
por la mafiana, en el departamento de Ayacucho, provincia de Huamanga, distrito de
Pacaycasa (2,535 msnm). Las ramas del arbusto fueron quebradas manualmente de
diferentes partes de la planta y se separaron los racimos que contenian los frutos, luego
fueron colocados en una ca nasta para evitar que se maltraten. Se recolectd
aproximadamente 10 kg de la muestra, ver anexo 10,1.

Limpieza: De los racimos recolectados de los frutos de Schinus molle L. (Molle), se
separaron y se descartaron las hojas y los tallos, obteniéndose 8 kg de la muestra.
Transporte: Se almacend los frutos escogidos en una canasta y se acondiciond para

su traslado de Ayacucho a Lima.

Extraccién del AE de Schinus molle L. (Molle)

Primero se realizaron operaciones previas para la obtencion del AE.

Seleccion: Se procedid a seleccionar manualmente y se descart6 restos de tallos,

drupas verdes y drupas maduras deterioradas. Las drupas seleccionadas en buen estado

de conservacion pesaron 7 kg, ver anexo 10,2.

Lavado: En un tazén de porcelana se realiz6 el lavado de las drupas maduras

seleccionadas del Molle con agua a temperatura ambiente (20-25C°), para eliminar la

suciedad del polvo, restos de azlcares y residuos presentes en la parte superficial de

cada drupa.

Secado: Se seco las drupas maduras durante 15 dias, a temperatura ambiente (20-

25°C) y bajo sombra. Finalmente se obtuvo 4 kg de los frutos secos, ver anexo 10,3.

Pesado: Los frutos secos de Schinus molle L. (Molle), fueron pesados con una balanza

digital marca “Fénix” con capacidad disponible de 15 kg.

Molienda: Con la ayuda de un molino manual marca “Corola”, se realizo el proceso

de molienda gruesa de los frutos maduros secos, para desprender la c&scara de los

frutos secos sin maltratar la semilla con el propoésito de facilitar el paso del vapor y

obtener rendimientos 6ptimos de aceite esencial.

Extraccion del AE con la técnica de destilacion por arrastre de vapor: Esta técnica

se utiliza para separar sustancias organicas insolubles en agua, ligeramente volatiles y

no voldatiles que se encuentran en una mezcla. Asimismo, se utiliza para la extraccion

de AE de tejidos vegetales®,

v" Fundamento: Consiste en la vaporizacion selectiva de los componentes de una

mezcla formadas por compuestos volatiles y no volatiles, este se logra por medio
de la inyeccion de vapor de agua directamente a la muestra vegetal en la cual los

componentes volatiles que se desprenden de ella y se condensan en el refrigerante,
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obteniéndose de forma liquida dos fases inmiscible (organica y acuosa), las cuales

seran decantadas®.
Se realiz6 la extraccion del AE utilizando 4 kg de la muestra seca y molida, en el
Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, utilizando un destilador industrial de
acero por arrastre de vapor. El equipo estuvo compuesto por un generador eléctrico de
vapor (balon de acero con fondo plano de 4 Lt de capacidad), un alambigue extractor
(balén de acero en forma de cilindro de 5 Kg de capacidad) en el cual se deposito la
muestra, un condensador de doble tubo de transito (refrigerante). Se recibio el aceite
esencial extraido en un vaso florentino de 250 mL de capacidad y luego se trasvasé a
una pera decantadora para separar el aceite esencial del agua proveniente del vapor

como se observar en las figuras 4 y 5.

Figura 4. Equipo destilador por arrastre de vapor, cortesia del Ing. Pedro Romero y
Otiniano — UNMSM

Generador de vapor (1), alambique extractor (2), condensador de doble tubo de transito
(refrigerante) (3), vaso florentino (4), vaso de precipitado (5).
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Figura 5. Decantacion del AE de Schinus molle L. (Molle)

Envasado: Se envaso el AE extraido en frascos de vidrio color ambar de diferentes
tamafios (50, 30, 20, 10 y 5 mL) para evitar su volatilizacion, degradacion y deterioro
por los rayos UV y el oxigeno.

Rotulado: Se procedi6 a realizar el rotulado correspondiente a todos los frascos ambar
con el AE obtenido, ver anexo 10,4.

Almacenado: Se almacend bajo condiciones de refrigeracion (2-8°C)* hasta la

realizacion de los analisis correspondientes.
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34.7.

Fruto maduro de
Schinus molle L.
(Molle)

Recoleccion
Limpieza
Transporte

Seleccién

Almacenamiento

1 1
Analisis Prueba de
cualitativo de los actividad
compuestos antimicética del
quimicos del AE* AE*

Caracterizacion
fisicoquimica del
AE*

Figura 6. Flujograma del proceso de recoleccion, extraccion y analisis posteriores de
la especie de Schinus molle L. (Molle)

Caracterizacion fisicoquimica del AE de Schinus molle L. (Molle)

La caracterizacion fisicoquimica y la prueba de actividad antimicética, se
desarrollaron en las areas de Fisicoquimica y Microbiol6gica del Centro de Control
Analitico de la Facultad de Farmacia y Bioquimica en la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (UNMSM).

Andlisis organolépticos: Se realizd el andlisis organoléptico del aceite esencial de

Schinus molle L. (Molle), describiéndose el color, olor y sabor, como se observa en la

figura 7.
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Figura 7: Aceite esencial de Schinus molle L. (Molle).

Evaluacidn del rendimiento: Se determind la evaluacidn del rendimiento de la muestra
empleada (4 kg) en porcentaje, tal como se indica en la ecuacion 1%,

masa del aceite esencial
Rendumiento(%) = x 100
masa de la materia prima

Ecuacion 1

Determinacion de la densidad: La densidad (d), se define como la cantidad de masa
(m) o peso por unidad de volumen (V), siendo las unidades de medida en el sistema
internacional (S.1.) de gramos por mililitros (g/mL) o gramos por centimetros cubicos

(g/cm®)*. La densidad se determina con la ecuacion 2.

. m
d= —
v

Ecuacion 2.
La densidad se puede determinar por diversos métodos, uno de ellos es el método del
picnometro, el cual sirve para establecer criterios de pureza de un liquido. Para este método
se emplea la ecuacion 3.
oy = (‘)pr_.wpic
pic
Ecuacion 3
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3.4.8.

Donde:

p.: Densidad de liquido.

wp;: Masa del picnometro con el liquido.

wpic: Masa del picnémetro vacio.

Vpic: Volumen del picnometro®.
La densidad del aceite esencial de Schinus molle L. (Molle) se determin6 empleando el
método del picnémetro. Con un picnémetro de 30 mL; el procedimiento se realiz6 por
triplicado.

Determinacion del pH: El pH, es la medida de la acidez o basicidad de una solucién
en una muestra problema. El pH determina muchas caracteristicas notables de la
estructura y actividad de las biomoléculas, especialmente las enzimas, células,
organismos y microorganismos. Quimicamente el pH se define como la concentracion
de iones o cationes de hidrégenos (H*) presentes en determinada sustancia“,

Se realizd la medicién del pH del aceite esencial de Schinus molle L. (Molle),
sumergiendo directamente la tira medidora de pH marca “OF” en el tubo de ensayo
conteniendo la muestra y se compar6 con los colores estandares establecidos en el

estuche de las tiras medidoras de pH.

Prueba de solubilidad: La solubilidad, es un término que se emplea para evaluar la
capacidad de disolverse de una sustancia problema en otra al ser mezclado*’.

Para determinar la solubilidad del aceite esencial de Schinus molle L. (Molle), se
trasvaso con la pipeta Pasteur 1 mL de la muestra en cada tubo de ensayo previamente

rotulado, luego se afiadié 1 mL de cada solvente, se observo y se registré los resultados.

Analisis cualitativo de los componentes quimicos presentes en el AE de Schinus

molle L. (Molle) por GC/MS

Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa (GC/MS): Es una

técnicas combina que constituyen una herramienta potente, trabaja en fase gaseosa y

sirve para separar, identificar y cuantificar los componentes volatiles y semivolatiles de

mezclas complejas*.

v" Fundamento: Consiste en inyectar una mezcla de compuestos en la camara de
vaporizacion, luego los gases de la muestra son arrastrados por la fase movil (helio),
a través de las columnas capilares se separan los compuestos quimicos, obteniendo
la elucién sucesiva de los componentes individuales aislados segin su peso

molecular, luego pasan al espectrometro de masa para ser identificados vy
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3.4.9.

cuantificados; se registran los picos de cada uno de los metabolitos en el
cromatograma mediante fuentes de ionizacion“®.
Para la identificacion de los compuestos quimicos presentes en el aceite esencial de
Schinus molle L. (Molle), se llevé la 5 mL de muestra a la Unidad de Investigacion en
Productos Naturales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, para su respectiva
corrida en el equipo Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 7890 con detector
espectrémetro de masas Agilent Technologies 5975C. Los resultados obtenidos se

presentan en el certificado que figura en el anexo 5.

Actividad antimicotica del AE de Schinus molle L. (Molle) frente a cepas de

Candida albicans ATCC 10231.

La evaluacion de la prueba de actividad antimicética del aceite esencial de Schinus

molle L. (Molle) frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231, se realiz6 en un

ambiente limpio con materiales estériles, mechero bunsen encendido y con las
respectivas medidas de proteccion personal, para evitar ser contaminado por el
microorganismo de prueba.

Actividad antimicotica

Meétodo: método de Kirby- Bauer (difusion en disco): Este es un método cualitativo,

gue se caracteriza por ser facilmente estandarizable y que esta indicado para

microorganismos no exigentes de crecimiento rapido .

v' Fundamento: Consiste en depositar sobre la superficie de una placa de agar
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnado
con el agente antiflngico. Este disco se pone en contacto con la superficie himeda
del agar, el filtro absorbe agua y el antibiotico difunde por el agar, formandose un
gradiente de concentracion. Transcurrido un periodo de tiempo de incubacion, los
discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibicion de crecimiento
fingico®.

Técnica: Inoculacién en placa®.

Preparacion de las diluciones del aceite esencial de Schinus molle L. (Molle): Se

realizd las diluciones a partir del aceite esencial puro, utilizando el diluyente

dimetilsulféxido (DMSO) de la siguiente manera:

40%: se coloc6 0,4 mL del aceite en un vial de vidrio y se afiadi6 0,6 mL de

dimetilsulféxido.

60%: se coloc6 0,6 mL del aceite en un vial de vidrio y se afiadi6 0,4 mL de

dimetilsulféxido.

80%: se colocd 0,8 mL del aceite en un vial de vidrio y se afiadié 0,2 mL de

dimetilsulfoxido.
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100%: Se empleo el aceite esencial puro.

El diluyente dimetilsulfoxido (DMSO) se utiliz6 como control negativo para las pruebas
microbioldgicas.

Preparacion del medio de cultivo: Se prepar6 un volumen total de 400 mL del medio
de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa. Para lo cual se peso 26 g del medio de cultivo
solido y se reconstituyd con agua destilada en un volumen de 374 mL, seguidamente se
midié el pH sumergiendo el bulbo del electrodo del potenciémetro hallando un pH de
7,3; luego se llevo a esterilizar en el autoclave a 121°C a 15l b/pg? durante 15 minutos,
y se dejé enfriar en bafio maria a 45°C, posteriormente se trasvasoé el agar en frasco de
vidrio estéril con tapa rosca de 500 ml de capacidad y se reservé, ver anexo 11,1.
Preparacion del inoculo micético: A partir de colonias puras del microorganismo
Candida albicans ATCC 10231, se tomé con el asa de siembra una cierta cantidad de
colonias y se inoculé en 10 mL de suero fisioldgico (cloruro de sodio 0,9%) contenido
en un tubo de ensayo, de ahi se someti6 a diluciones hasta encontrar una turbidez de la
suspension mic6tica muy cercana a la escala de McFarland al 0,5 que corresponde
aproximadamente a una suspension homogénea de 1x108 UFC/mL®!, se cubri6 con una
tapa el tubo de ensayo conteniendo la suspension micotica y se reservo.

Preparacion de los discos de sensibilidad: Se emplearon 54 discos de papel Whatman
N°10 de 6 mm de didmetro, seguidamente se procedieron a esterilizar en autoclave a
temperatura 121°C por 15 minutos y se almacendé en una placa Petri para su
enfriamiento, luego en cada disco se inoculd 30 pL del AE esencial a diferentes
concentraciones para que estuviesen empapados de la muestra problema.

Los discos utilizados como control positivo fueron 9 discos comerciales de Fluconazol
25 pg.

Inoculacién en placas: Se vertié aproximadamente entre 15 a 20 mL del medio de
cultivo preparado en cada una de las placas Petri, luego se inoculé 100 uL del in6culo
preparado en cada una de las placas Petri y con la ayuda de la espatula de Drigalsky se
esparcio el indculo por toda la placa Petri en forma pareja y bien compactada, luego se
rotd la placa en dos oportunidades y se continud esparciendo la cepa en estudio con la
finalidad de obtener crecimientos homogéneos, se dejo secar por 3 a 5 minutos.
Aplicacion de los discos a la placa inoculada: Con la ayuda de una pinza estéril, se
introdujo tres discos Whatman empapados de AE Schinus molle L. sobre la superficie
del agar solidificado, con la finalidad de obtener resultados por triplicado, estos discos
estuvieron a mas de 15 mm de distancia del borde de la placa y de disco a disco para
evitar superposiciones cuando se produzca la formacién de los halos de inhibicidn.
Seguidamente se presiond suavemente con la pinza estéril los discos para que queden

adheridos sobre el agar solidificado, se rotul6 la placa Petri y se llevo a incubar a 36°C
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durante un periodo de 24, 48 a 72 horas. EI mismo procedimiento se empleo para el
control negativo, mientras que para el control positivo se introdujo directamente los
discos comerciales. Se utilizd 18 placas Petri en total, 1 placa Petri para cada
concentracion de la muestra de prueba, para el control positivo, para el control negativo
y una placa Petri por cada periodo de lectura, ver anexo 11,2y 11,3.

Medicion de los halos de inhibicion: Después de las 24, 48 y 72 horas de incubacion,
cada una de las placas Petri fueron examinadas visualmente y las zonas de inhibicion
fueron medidas en milimetros (mm), pasando por el centro del disco con la ayuda de un
vernier digital marca “Caliper”. Los valores de la medicion por triplicado fueron
promediados y comparados con las medidas de los halos de inhibicién de los controles

(positivo y negativo), ver anexo 11,4.

3.5. Instrumentos y procesamientos de recoleccién de datos

3.5.1.

3.5.2.

3.5.3.

3.5.4.

Técnica Difusion en disco®.

Instrumento de medicion: Se utilizé el instrumento Vernier digital marca “Caliper”,

modelo: DC-515 para la medicién del diametro de las halos de inhibicién.

Recoleccién de datos: Se elaboré una ficha donde se anotaron los resultados de la
técnica de difusion en disco del método de Kirby-Bauer. Los valores obtenidos se

recolectaron de forma manual y vision directa.

Procesamiento de datos: Después de 24, 48 y 72 horas de incubacion, cada una de las
placas Petri fueron examinadas y medidas. Se observaron las zonas de inhibicion
resultantes uniformemente circulares. Los diametros de los halos de inhibicion
completos fueron medidos en milimetros (mm) pasando por el centro del disco. Cada
valor de las mediciones por triplicado se promedié y se compararon con las medidas de
los halos de inhibicion de los grupos controles. Para la interpretacion de los resultados
se tom6 como referencia los halos de inhibicién segin las pautas establecidas por
Duraffourd en 1983, utilizadas en estudios microbiologicos?.

1. Sensibilidad nula (-) <8 mm

2. Sensibilidad limite o sensible (=+) 9-14 mm

3. Sensibilidad media o Muy sensible (=++) 15-19 mm

4

Sumamente sensible (=+++) > 20 mm?42,
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion fisicoquimica del AE de Schinus molle L. (Molle)

4.1.1. Andlisis organoléptico: Se realizo el analisis organoléptico y se evaluo el color, aroma

y sabor del aceite esencial de Schinus molle L. (Molle) registrandose en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristica organoléptica del AE de Schinus molle L. (Molle)

Valoracion | Caracteristicas AE de Schinus molle L. (Molle)
cualitativa | organolépticas
de los
sentidos
Ojo Color Amarillo claro.

No presenta particulas, ni restos de agua.
Olfato Olor Herbaceo mentolado y penetrante.

Gusto Sabor Astringente y ligeramente amargo.

4.1.2. Evaluacion del rendimiento: Se utiliz6 4 kg de la materia prima seca y molida, del
cual se obtuvo 250 mL de AE en 75 minutos. El rendimiento del AE se hallé segun la
ecuacion 1.

0,208kg
4kg
Se obtuvo 5,2% de rendimiento del AE de Schinus molle L. (Molle).

Rendimiento(%) = x 100 = 5,2

4.1.3. Determinacion de la densidad: Se determind la densidad del AE obtenido por el
método del picnémetro, segun la ecuacion 3.
60,034 g — 35,042 g
30 mL
Se obtuvo la densidad de 0,833 g/mL para el AE de Schinus molle L. (Molle).

PaEM = = 0,833 g/mL

4.1.4. Determinacion del Ph
Se obtuvo un pH 5 para el AE de Schinus molle L. (Molle).
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4.1.5. Prueba de solubilidad
El AE de Schinus molle L. (Molle) present6 solubilidad en DMSO (dimetilsulfoxido) y
cloroformo, mientras que en metanol, etanol y agua se observé insolublilidad, los

resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Resultado de solubilidad del AE de Schinus molle L. (Molle)

Prueba de solubilidad

Muestra de

prueba Solventes
Aceite DMSO Cloroformo | Metanol Etanol | Agua
esencial de | (dimetilsulféxido) destilada
Schinus (C2HeSO)

molle L. (CHCIs) (MeOH) | (EtOH) | (H:0)
(Molle) + + - - -

Leyenda: Soluble (+) e insoluble (-)

4.2. Anédlisis cualitativo de los componentes quimicos presentes en el aceite esencial de
Schinus molle L. (Molle) por GC/MS
En la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa (GC/MS) se registraron 5
picos correspondientes a los componentes mayoritarios presentes en el aceite esencial de
Schinus molle L. (Molle), siendo los siguientes: a-Felandreno (31,62%), p-Mirceno (30,52
%), D-Limoneno (12,36%), B-Felandreno (12,08%), O-Cimeno (2,44%), como se observa
en la figura 8.

Abundance

TIC:Molle.D\data.ms
4e+07

3.5e+07
3e+07
2.5e+07
2e+07
1.5e+07

1e+07

5000000 ‘ Ah
ln l i l » L.}LL

110100 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00

Time-->

Figura 8. Compuestos quimicos observados en el cromatograma del CG/SM
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Asimismo, se identificaron 22 compuestos quimicos que comprenden el 100% del aceite

esencial de Schinus molle L. (Molle), mostrados en la tabla 5.

Tabla 5. Compuestos quimicos presentes en el AE de Schinus molle L. (Molle)
determinado por GC/MS

NUmero Nombre del compuesto tr (Min) % en la muestra
(NISTO8.L) (areas relativas)
1 a-Tujeno 13,07 0,10
2 a-Pineno 13,38 3,66
3 Canfeno 13,97 0,14
4 Sabineno 14,63 0,85
5 B-Pineno 14,87 0,26
6 B-Mirceno 15,05 30,52
7 a-Felandreno 15,76 31,62
8 0-Cimeno 16,30 2,44
9 D-Limoneno 16,48 12,36
10 B-Felandreno 16,58 12,08
11 4-Careno 18,24 0,13
12 Octanoato de metilo 19,21 0,88
13 B-Elemeno 27,21 0,11
14 a-Gurjuneno 27,83 0,31
15 p-cariofileno 28,21 1,16
16 Desconocido (Cis Has) 28,70 0,08
17 a-Cariofileno 29,16 0,24
18 Desconocido (Cis Haa) 29,29 0,11
19 Germacreno D 29,82 0,33
20 Desconocido (Cis Has) 30,07 0,12
21 Biciclogermacreno 30,21 1,53
22 o-Cadineno 30,67 0,97

De los 22 componentes hallados en el AE de Schinus molle L. (Molle), mostrados en

la tabla 5; 11 son monoterpenos, 10 sesquiterpenos y un monoterpeno oxigenado

(grupo funcional éster), las cuales estan agrupados en las tablas 6, 7 y 8).
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Tabla 6. Monoterpenos presentes en el AE de Schinus molle L. (Molle) determinados por

NUmero
1

O 000 OO Ul wN

e
— o

B-Mirceno
a-Pineno
B-Pineno
0-Cimeno
a-Felandreno
B-Felandreno
D-Limoneno
a-Tujeno
Canfeno
Sabineno
4-Careno

GC/MS

Compuestos monoterpenos

Tabla 7. Sesquiterpenos presentes en el AE de Schinus molle L. (Molle) determinados por

NUmero
1

©O© oo No ol xhwN

[EY
o

B-Elemeno

Germacreno D

B-cariofileno

a-Cariofileno

a-Gurjuneno
o-Cadineno

GC/MS

Compuestos sesquiterpenos

Biciclogermacreno

Desconocido (Cis Hoa)
Desconocido (Cis Hoa)
Desconocido (Cis Haa)

En la tabla 7 los tres ultimos compuestos sesquiterpenos no se identificaron con el

GC/MS.

Tabla 8. Monoterpeno oxigenado (grupo funcional éster) presente en el AE de Schinus
molle L. (Molle) determinados por CG/SM

NUmero

1

Monoterpeno oxigenado (grupo funcional éster)
Octanoato de metilo
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4.3. Actividad antimicotica del AE de Schinus molle L. (Molle) frente a cepas de Candida
albicans ATCC 10231
Los valores obtenidos de los halos de inhibicién medidos en milimetros (mm), se registran

en la tabla 9 y los promedios en la tabla 10.

Tabla 9. Valores de los halos de inhibicion dado por el AE de Schinus molle L. (Molle)
frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231

Prueba de actividad antimicoética frente a Candida albicans ATCC 10231

Grupos de prueba Grupos controles

. Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Positivo Negativo
§ AE Schinus | AE Schinus | AE Schinus | AE Schinus | Fluconazol D_MS(_)

° molle L. molle L. molle L. molle L. (dlme_tll-

@ 40% 60% 80% 100% sulfoxido)

3 (30 uL) (30 uL) (30 uL) (30 uL) (25 ng) (30 uL)

§: Halos de inhibicion (mm)

) Da| De | Dc | DA | Dg | Dc | Da | Dg | Dc | Da | De | Dc | Da | De | Dc | Da | Ds | Dc
24H | 6 6 6 6 6 6 | 11 | 10| 8 |13 |12 ) 12 | 27 | 26 | 26 | 6 6 6
48H| 6 | 6 | 6 | 6 | 6 | 6 |11 | 10| 8 |13 12|12 |27 |26 |26 | 6 | 6 | 6
72H | 6 6 6 6 6 6 | 11 | 10| 8 |13 |12 12 |27 | 26 | 26 | 6 6 6

Leyenda. Disco 1 (Da), disco 2 (Dg) y disco 3 (Dc)

Teniendo en cuenta que el tamafio del disco del papel Whatman es de 6 mm de diametro, cuando

se reporta esta medida indicara que no hay formacion de halos de inhibicion.

En la tabla 9 se reportan los siguientes analisis:

En el grupo 1y 2, no hubo formacion de halos de inhibicion en ninguno de los discos.

En el grupo 3, si hubo formacion de halos de inhibicién en el disco 1 (Da) de 11 mm, en el
disco 2 (Dg) 10 mmy en el disco 3 (Dc) 8 mm de diametro.

En el grupo 4, si hubo formacion de los halos de inhibicién en el disco 1 (Da) de 13 mm,
disco 2 (Dg) 12 mm y disco 3 (Dc) 12 mm de didmetro.

En el Grupo control positivo (Fluconazol) los halos de inhibicion midieron en el disco 1 (Da)
27 mm, disco 2 (Dg) 26 mm y disco 3 (Dc) 26 mm.

Grupo control negativo (dimetilsulféxido) no se generd halos de inhibicion en los tres discos
(Da, Dg, Dc) durante los tiempos expuestos.

En los grupos de prueba y grupos controles no hubo incremento del tamafio de los halos de

inhibicién durante los periodos expuestos.
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Tabla 10. Valores promedios de los halos de inhibicion

Promedio de los halos de inhibicion
Grupos de prueba Grupos controles
Grupol | Grupo2 | Grupo3d | Grupo4 Positivo Negativo
) S A_E A_E A_E A_E Fluconazol _DM_SO
oS Schinus Schinus Schinus Schinus (dimetilsul-
g—_‘.; molle L. molle L. molle L. | molle L. foxido)
3 O 40% 60% 80% 100%
== (30uL) | (30uL) | (30pL) | (B0uL) | (25mg) (30 pL)
Halos de inhibicion (mm)
24H 6 6 9,7 12,3 26,3 6
48H 6 6 9,7 12,3 26,3 6
72H 6 6 9,7 12,3 26,3 6
promedio 6 6 9,7 12,3 26,3 6

En la tabla 10, se determind el promedio de la formacion de los halos de inhibicion dado por el
AE de Schinus molle L. (Molle) a concentraciones de 40, 60, 80 y 100%, Fluconazol 25 pg y
Dimetilsulféxido frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Control positivo Fluconazol 25 pg Control negativo DMSO

Figura 9. Halos de inhibicién formados por Fluconazol 25 pg y Dimetilsulfoxido (MDSO)

En el control positivo (placa A) mostrado en la figura 9, se obtuvo halos de inhibicion con un
promedio de 26,3 mm de didmetro dado por el Fluconazol 25 pg, mientras que, en el control
negativo (placa B) no se obtuvo formacion de halos dado por el Dimetilsulféxido (DMSO) frente
a cepa de Candida albicans ATCC 10231.
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AE de Schinus molle L. a 80% AE de Schinus molle L. a 100%

Figura 10. Halos de inhibicion formados por el AE de Schinus molle L. a 40, 60, 80 y 100%

En las placas C y D mostrados en la figura 10, no se observaron formacion de halos de inhibicion
dado por el AE de Schinus molle L. a 40 y 60%, sin embargo, en las placas E y F se obtuvo
formacion de halos de inhibicion con un promedio de 9,7 mm y 12,3 mm de diametro dado por
el AE de Schinus molle L. a 80 y 100% frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231.
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4.3.1. Grado de sensibilidad segun Duraffourd a las 24, 48 y 72 horas de exposicion
Se determind el grado de sensibilidad segun las pautas de Duraffourd expresado en la
tabla 11.

Tabla 11. Categorizacién de los halos de inhibicion segin el Aromatograma de

sensibilidad de Duraffourd

Sustancias de ! Tiempo | Sensibilidad | Sensible | Muy Sumamente
pruebas de nula <8 mm | entre sensible sensible > 20
exposicion 9-14 mm | 15-19mm | mm
AE Schinus molle 6 - - -
L. 40%
AE Schinus molle 6 - - -
L. 60%
AE Schinus molle | 24,48y 72 - 9,7 - -
L. 80% horas
AE Schinus molle - 12,3 - -
L. 100%
Fluconazol 25 pg - - - 26,3

DMSO 6 - - -
(dimetilsulfoxido)

En la Tabla 11, se presenta la sensibilidad que tuvo las cepa de Candida albicans ATCC 10231
frente a la exposicion del AE del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a concentraciones de
40, 60, 80 y 100% y se categorizd segun las pautas de Duraffoud

- Lacepade Candida albicans ATCC 10231 present6 sensibilidad nula frente al AE de Schinus
molle L. (Molle) a 40 y 60% en los tres tiempos de exposicion.

- La cepas de Candida albicans ATCC 10231 present6 sensibilidad frente al AE de Schinus

molle L. (Molle) a 80y 100% en los tres periodos de exposicion.

- La cepa de Candida albicans ATCC 10231 fue sumamente sensible frente al Fluconazol en

los tres tiempos de exposicion.

- La cepas de Candida albicans ATCC 1023 presentd sensibilidad nula frente al

Dimetilsulféxido en los tres periodos de exposicion.
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V. DISCUSION

El rendimiento del AE extraido del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) procedente del
distrito de Pacaycasa (Ayacucho) por destilacion por arrastre de vapor con agua fue de 5,2%, este
resultado se aproxima a lo reportado por Llanos S. (2012)%, quien obtuvo el AE del fruto de
Schinus molle de dos localidades de la Region Tacha (Centro Poblado Menor de los Palos y la
provincia de Tarata) en el que refiere rendimientos de 6,575% y 7,705%, a diferencia de los
valores mostrados por Moncada M. (2013)# quien obtuvo el AE del fruto de Schinus molle L.
proveniente de Arequipa y Moquegua, registrd para ambos AEs un rendimiento de 2,04%, del
mismo modo Rojas S. (2017)*° trabajé con el AE extraido del fruto de Schinus molle del distrito
de Lurigancho-Chosica (Lima) en el que reporté un rendimiento de 2,108%. Sin embargo,
Ramirez R y Soto R. (2018)* utilizaron el AE extraido de las hojas de Schinus molle L.
recolectadas en el pueblo de San Antonio de Chaclla-Chosica (Lima) registrando un rendimiento
de 0,22%, al igual que Rivadeneira D. (2015)*¢ extrajo el AE de las hojas de Schinus molle L. de
la provincia de Quito (Ecuador) mencionando un rendimiento de 1,48%. La diferencia en los
valores de los rendimientos obtenidos podria deberse a las condiciones experimentales de trabajo,
la cantidad de muestra utilizada, las diferentes drogas empleadas (frutos y hojas) y finalmente a
los factores edaficos (composicion del suelo, cantidad de radiacion solar y cantidad de lluvias,
etc).

El AE del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) obtenido en el presente trabajo de
investigacion se obtuvo de color amarillo claro, olor herbaceo mentolado y penetrante, sabor
astringente y ligeramente amargo, estos datos coinciden con lo reportado por Llanos S. (2012)%
en su investigacion, “Extraccion y caracterizacion del aceite esencial de Molle (Schinus molle
L.)” y por Moncada M. (2013)* en su investigacion, “Determinacion de 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”, mientras que
Rojas S. (2017)* en su investigacion, “Screening fitoquimico y efecto antimicrobiano del Schinus
molle “molle” describi6 al AE de color amarillo, olor penetrante y sabor amargo y picante, lo que
concuerda con los datos registrados por Ramirez R y Soto R. (2018)*® en su investigacion, “Efecto
antibacteriano del aceite esencial de las hojas de molle (Schinus molle L.) frente a cepas de
Escherichia coli in vitro”. El color del AE puede variar por el tiempo y la técnica de extraccion
empleada, probablemente debido a factores relacionados a la transmision del calor a la que esta
expuesto el AE, en cuanto al olor es muy aromatico y esto se debe a la presencia de

monoterpenoides que son compuestos volatiles y el sabor se debe al contenido de ésteres®®.
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La densidad del AE de Schinus molle L. (Molle) procedente del distrito de Pacaycasa (Ayacucho)
determinado por el método del picnémetro fue de 0,833 g/mL este resultado coincide con la
investigacion reportada por Llanos S. (2012)% ya que utilizando el mismo método obtuvo una
densidad para la muestra del AE del Centro Poblado Menor de los Palos de 0,846 g/cm?y para el
AE de la provincia de Tarata fue 0,831 g/cm®, asimismo Moncada F. (2013)%, empleando el
mismo metodo registré una densidad de 0,850 g/mL para el AE de Arequipay 0,831 g/mL para
el AE de Moquegua, de modo similar Rojas S. (2017)*° también utilizé el mismo método para el
AE obtenido de Lurigancho-Chosica (Lima) reportando una densidad de 0,862 g/mL, mientras
que Ramirez R y Soto R. (2018)® utilizando el método de la probeta para el AE de las hojas
recolectadas en el pueblo San Antonio de Chaclla-Chosica (Lima) obtuvo una densidad de 0,9165
g/mL. Los valores hallados son bajos con respecto a otros aceites esenciales, debido a su alto

contenido de hidrocarburos terpénicos y a la presencia de componentes volatiles?..

El pH del AE del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) proveniente del distrito de Pacaycasa
(Ayacucho) se obtuvo en un valor de 5 determinado por tiras indicadoras de pH, mientras que
Rojas S. (2017) obtuvo un pH de 3,79 del AE del fruto de Schinus molle L. del distrito de
Lurigancho (Lima) con un potenciometro. Estas diferencias en los valores de pH pueden deberse

a los diferentes métodos utilizados o al origen diferente de la muestra.

Mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa (GC/MS), se identifico 22
constituyentes presentes en el AE de Schinus molle L. (Molle) del distrito de Pacaycasa
(Ayacucho), de los cuales 5 compuestos representan los componentes quimicos mayoritarios,
siendo a-Felandreno, B-Mirceno, D-Limoneno, B-Felandreno, O-Cimeno, asimismo, empleando
la misma técnica Moncada F. (2013)?* encontrd diferentes compuestos quimicos en el AE de
Schinus molle L. (Molle) de los departamentos de Arequipa y Moquegua tales como a-pineno, [3-
Pineno, B-Mirceno, a-Felandreno y Silvestreno, resultados que difieren en 3 compuestos; sin
embargo Llanos S. (2012)% mediante cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama
(GC-FID) observo 5 metabolitos volatiles mayoritarios presentes en el AE extraido de las hojas
de molle (Schinus molle L.) procedente de la regién Tacna siendo monoterpenos como: limoneno,
a-pineno, B-pineno, B-mirceno y a-felandreno, estos compuestos coinciden con los reportados por

Ramirez R y Soto R. (2018)*®en su investigacion.
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Utilizando el método de Kirby-Bauer por difusion en disco, se determind la actividad antimicotica
del AE del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) procedente del distrito de Pacaycasa
(Ayacucho), empleando concentraciones de 40, 60, 80 y 100% con sus respectivos grupos
controles, positivo (discos de fluconazol 25 pg) y negativo (dimetilsulfoxido), la medicion de los
didmetros de los halos de inhibicion se realizé en tres tiempos de incubacion a 24, 48'y 72 horas,
Ramirez Ry Soto R. (2018)* emplearon en su investigacion para evaluar el efecto antibacteriano
del aceite esencial de las hojas de molle (Shinus molle L.) procedentes del pueblo San Antonio de
Chaclla (Chosica), asimismo Rivadeneira D. (2015) utilizaron el mismo método paraevaluar in
vitro el potencial biocida del AE extraido de las hojas de la Provincia de Pichari (Quito) con una
diferencia en los periodos de incubacion de 24y 72 horas. Sin embargo las concentraciones usadas

y los grupos controles pueden variar de un investigador a otro?.

El tiempo de exposicién (24, 48 y 72 horas) del AE del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle)
del distrito de Pacaycasa (Ayacucho) a diferentes concentraciones (40, 60, 80 y 100%) frente a
cepas de Candida albicans ATCC 10231, no presentd aumento en el tamafo de los halos de
inhibicién, por lo contrario a Ramirez R y Soto R. (2018)*® quienes trabajaron con cepas de
Escherichia coli y Rivadeneira D. (2015)% trabajé con Streptococcus mutans afirman que a
medida que pasa el tiempo se genera un incremento del tamafio de los halos de inhibicion por
cada periodo de tiempo transcurrido. Esta discrepancia puede deberse a que la pared celular del

hongo es mas resistente que la de las bacterias.

Los halos de inhibicion producido por el AE del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle)
observados en el presente trabajo a concentraciones de 40 y 60% fueron de 6 mm, a 80% de 9,7
mm y a 100% de 12,3 mm de diametro frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231, la que
difiere de los resultados reportados por Saravia N y Guillinta G. (2012)* quienes utilizaron el
extracto etandlico de las hojas de Schinus molle recolectadas en la provincia de Junin
(Huancavelica) a concentraciones de 25 pg/mL registrando halos de inhibicion > 20 mm frente a
cepas clinicas de Candida albicans obtenidas de las prétesis dentales de los pacientes. La

diferencia del tamafio de los halos de inhibicion puede deberse por las distintas drogas utilizadas.

Segun el aromatograma de Duraffourd, el AE del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) del
distrito de Pacaycasa (Ayacucho)) a concentraciones de 40 y 60% presentaron un grado de
sensibilidad menor a 8 mm (sensibilidad nula) mientras que a 80 y 100% evidenciaron un grado
de sensibilidad de 9 a 14 mm (sensible), sin embargo con el control positivo discos de Fluconazol
25 pg se obtuvo grado de sensibilidad mayor de 20 mm (sumamente sensible) y el control negativo
Dimetilsulféxido (MDSO) present6 grado de sensibilidad menor a 8 mm (sensibilidad nula) frente
a cepas de Candida albicans ATCC 10231.
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VI. CONCLUSIONES

Se identificd por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG/MS) 5
componentes mayoritarios presentes en el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L.

(Molle), los cuales fueron: a-Felandreno, B-Mirceno, D-Limoneno, B-Felandreno, O-Cimeno.

Se determind que el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a 40% no

present6 actividad antimicotica “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Se determin6 que el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a 60% no

present6 actividad antimicética “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Se determind que el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a 80% presentd
actividad antimicoética “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231, evidenciando
con halos de inhibicion de 9,7 mm de didmetro.

Se determind que el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) a 100% presentd
actividad antimicética “in vitro” frente a cepa de Candida albicans ATCC 10231, mostrando

halos de inhibicion de 12,3 mm de diametro.

Se determind que el aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L. (Molle) presenté mayor

actividad antimicoética “in vitro” a la concentracion de 100%.
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Vil. RECOMENDACIONES

Se recomienda conservar el aceite esencial extraido del fruto maduro de Schinus molle L.
(Molle) en frascos de color ambar, tapar de inmediato para evitar que se deteriore por la
radiacion UV o por el oxigeno del aire y almacenar refrigerado a T° de 2-8°C.

Evaluar la actividad antimicética in vitro del aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle

L. (Molle) frente a cepas clinicas de Candida albicans.

Realizar pruebas de toxicidad del aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L.
(Molle).

Aislar los compuestos mayoritarios del aceite esencial del fruto maduro de Schinus molle L.

(Molle) para la elaboracién de fitomedicamentos.

Utilizar el recurso vegetal Schinus molle L. (Molle) en forma responsable evitando la tala

indiscriminada.
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IX. ANEXO
Anexo 1. Matriz de consistencia
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS

GENERAL.: GENERAL.: GENERAL.:
(Presentara actividad antimicética “in vitro” | Evaluar la actividad antimicotica “in vitro” | El aceite esencial del fruto maduro de Schinus
el aceite esencial del fruto maduro de Schinus | del aceite esencial del fruto maduro de | molle L. (Molle) presenta actividad antimicotica
molle L. (Molle) frente a cepa de Candida | Schinus molle L. (Molle) frente a cepa de | “in vitro” frente a cepas de Candida albicans
albicans ATCC 102317 Candida albicans ATCC 10231. ATCC 10231.

Actividad ESPECIFICOS: ESPECIFICOS: ESPECIFICOS:

antimicotica ;Qué componentes principales tendra el | Identificar los componentes principales del | Los componentes del aceite esencial del fruto

“in vitro” del
aceite esencial
del fruto
maduro de
Schinus molle
L. (Molle)
frente a cepa
de Candida
albicans

ATCC 10231.

aceite esencial del fruto maduro de Schinus
molle (Molle) ATCC 10231?

aceite esencial del fruto maduro de Schinus
molle L. (Molle).

maduro de Schinus molle L. (Molle) presentan
actividad antimicotica “in vitro” frente a cepa de
Candida albicans ATCC 10231.

¢Presentara el aceite esencial del fruto
maduro de Schinus molle L. (Molle) a 40%
actividad antimicotica “in vitro” frente a cepa
de Candida albicans ATCC 10231?

Determinar si el aceite esencial del fruto
maduro de Schinus molle L. (Molle) a 40%
presenta actividad antimicotica “in vitro”
frente a cepa de Candida albicans ATCC
10231.

El aceite esencial del fruto maduro de Schinus
molle L. (Molle) a 40% no presenta actividad
antimicdtica “in vitro” frente a cepa de Candida
albicans ATCC 10231.

(Presentard el aceite esencial del fruto
maduro de Schinus molle L. (Molle) a 60%
actividad antimicdtica “in vitro” frente a cepa
de Candida albicans ATCC 10231?

Determinar si el aceite esencial del fruto
maduro de Schinus molle L. (Molle) a 60%
presenta actividad antimicética “in vitro”
frente a cepa de Candida albicans ATCC
10231.

El aceite esencial del fruto maduro de Schinus
molle L. (Molle) a 60% no presenta actividad
antimicdtica “in vitro” frente a cepa de Candida
albicans ATCC 10231.

¢Presentara el aceite esencial del fruto
maduro de Schinus molle L. (Molle) a 80%
actividad antimicdtica “in vitro” frente a cepa
de Candida albicans ATCC 10231?

Determinar si el aceite esencial del fruto
maduro de Schinus molle L. (Molle) a 80%
presenta actividad antimicética “in vitro”
frente a cepa de Candida albicans ATCC
10231.

El aceite esencial del fruto maduro de Schinus
molle L. (Molle) a 80% presenta actividad
antimicética “in vitro” frente a cepa de Candida
albicans ATCC 10231.

(Presentard el aceite esencial del fruto
maduro de Schinus molle L. (Molle) a 100%
actividad antimicotica “in vitro” frente a cepa
de Candida albicans ATCC 10231?

Determinar si el aceite esencial del fruto
maduro de Schinus molle L. (Molle) a 100%
presenta actividad antimicotica “in vitro”
frente a cepa de Candida albicans ATCC
10231.

El aceite esencial del fruto maduro de Schinus
molle L. (Molle) a 100% presenta mayor
actividad antimicotica “in vitro” frente a cepa de
Candida albicans ATCC 10231.

¢A qué concentracion el aceite esencial del
fruto maduro de Schinus molle L. (Molle)
presentard mayor actividad antimicotica “in
vitro”?

Determinar a qué concentracion el aceite
esencial del fruto maduro de Schinus molle L.
(Molle) presenta mayor  actividad
antimicotica “in vitro”.

El aceite esencial del fruto maduro de Schinus
molle L. (Molle) presenta mayor actividad
antimicdtica “in vitro” a mayor concentracion.
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Anexo 2. Operacionalizacion de variables

VARIABLES DEFINICION | DIMENSIONES | INDICADORES | INSTRUMENTOS N° ITEMs ESCALA FUENTE
CONCEPTUAL
Aceite Son fracciones Compuestos Concentracion Método de Concentracion | Concentracion Aceite esencial
esencial del liquidas organicos del aceite destilacién por 40% /porcentual del fruto maduro
fruto volatiles, estan esencial del fruto | arrastre de vapor. (%p/p) de Schinus molle
'|-'_J maduro de | constituidas por maduro de - L. (Molle)
z Schinus mezclas Schinus molle L. Concentracion
= molle L. complejas de (Molle) 60%
a)
= (Molle) compuestos
% volatiles, Concentraci6n
al presentan 80%
Z propiedades
- farmacoldgicas:
bactericida, Concentracion
virucida, 100%
antiséptico y
fungicida.
Actividad Capacidad de Actividad Grado de Método Kirby- Nula (-) Medida de halos | Candida albicans
I|-I_J antimicética | evitar, inactivar e antimicética sensibilidad Bauer (difusion en Sensible (+) de inhibicion ATCC 10231
Z “in vitro” inhibir el segun el disco) Muy sensible (mm)
u frente a crecimiento Aromatograma (++)
% cepas de fangico de Duraffourd Sumamente
u Candida sensible (+++)
w albicans
81 AaTcc
| 10231
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Anexo 3. Certificado boténico de la especie Schinus molle L. (Molle).

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO
C.B.P. N2 3796

Tel: 17512863 RPM 963689079

E-mail: iocamde@gmail .com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO- N2 3796 — INSCRITO CON EL N° 36 EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRODUCTOS DE
FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N2 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

Certifica:
Que, ZAMBRANO OSPINAL, Agar Leonor, Bachiller en Farmacia y Bioquimica,

egresada de la Facultad Farmacia y Bioquimica de la Universidad Privada Norbert Wiener, ha

solicitado la identificacién y certificacion botanica de una planta proveniente del distrito de
Pacaycasa, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, donde es conocida con el
nombre vulgar de “molle”, la muestra con flores y frutos ha sido estudiada y determinada
como Schinus molle L., y segin el Sistema Integrado de Clasificacion de las Angiospermas

de Arthur Cronquist. (1981), ocupa las siguientes categorias taxonoémicas.

REINO : Plantae
DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
SUBCLASE : Rosidae
ORDEN : Sapindales
FAMILIA : Anacardiceae
GENERO : Schinus
ESPECIE : Schinus molle L.

Nombre vulgar: “molle”
Se expide la presente certificacion para los fines que se estime conveniente.

Lima, 01 de setiembre del 2018

BIOLOGO
C.B.P. 3796

Jr. Sanchez Silva # 156-2do piso — Urb. Santa Luzmila - Lima 07 /e-mail: joricampos@yahoo.es
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Anexo 4. Constancia de extraccion del AE del fruto maduro de Schinus molle L.

ROVI I.I. lNGENlEROS PROYECTOS - AGROINDUSTRIAL

Servicio y Tecnologia  piseNo v consTRUCCION DE EQUIPOS

Celular: 975-398-221 De: Pedro Romero y Otiniano
Jr. Zepita N° 585. Cercado de Lima. Telé¢fono: 704-3504. Email: pedroromeroy@yahoo.es

Lima, 03 de Octubre del 2018

CONSTANCIA

Por la presente Yo, Ing. PEDRO ROMERO Y OTINIANO con Reg. CIP N°: 105923,
Profesor de la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, dejo constancia de haber realizado el Proceso de Extraccion de Aceite Esencial
de Molle (Schinus molle L.) en el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Facultad a pedido
y en colaboraciéon con la Bachiller ZAMBRANO OSPINAL, AGAR LEONOR, que se
encuentra elaborando un trabajo de Investigacidn con el aceite esencial de Molle; la interesada
proporcion6 la materia prima, que fue recolectada en el departamento de Ayacucho, provincia
de Huamanga, distrito Pacaycasa; la que fue sometida a un proceso de Secado y molienda,
principalmente para lograr liberar el aceite esencial de molle, sin romper la semilla y lograr asi
el maximo rendimiento en aceite esencial de molle.

El equipo utilizado es un sistema disefiado y acondicionado para procesar Aceites
Esenciales a Nivel Piloto mediante el método de Destilacion por Arrastre con vapor, en
condiciones y cantidades optimas, es decir cantidades minimas apropiadas para poder cuantificar
y evaluar cualquier especie vegetal con contenido de aceites esenciales.

Se proceso 4kg de muestra de molle seco. Se proceso en el equipo de extraccion,
obteniéndose 250mL de aceite (6.3%) en un tiempo de operacion de 45 minutos.

Se remite el presente documento para los fines que la interesada crea conveniente.

Atentamente,

Ing. Pedro Romero y Otiniano
Codigo Docente: 0A1222
UNMSM-FQIQ
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Anexo 5. Certificado de la composicion quimica del AE de Schinus molle L. (Molle) por GC/MS

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de resultados

Solicitante: Agar Leonor Zambrano Ospinal, UPNW.

Muestra: 1 muestra de Aceite esencial de Molle.

Analisis: Composicion quimica de 1 aceite esencial por
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas.

Fecha de entrega de Resultados: 28 setiembre 2018

RESULTADOS

En las pdginas 2 a 3 del presente informe.

Atentamente,

Dra. Rosario Rojas Duran

Unidad de Investigacién en Productos Naturales
LID-Laboratorio 209

e-mail: rosario.rojas@upch.pe

Péagina web: www.uipn-upch.pe

Teléfono: 51-1-3190000 Anexo 233227

Pdgina 1 de

Av. Honorio Delgado 430, Lima 31 / Apartado Postal 4314 Central Telefonica: (511) 319-0000 2402 Secretaria
Académica de Facultad de Ciencias y Filosofia Alberto Cazorla Talleri
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ACEITE ESENCIAL DE MOLLE

Se identificaron 22 compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del aceite
esencial.

Numero Nombre del compuesto (NIST08.L) tr % en la
(min) muestra
(éreas relativas)
a-Tujeno 13.07 0.10
2 a-Pineno 13.38 3.66
3 Camfeno 13.97 0.14
4 Sabineno 14.63 0.85
5 B-Pineno 14.87 0.26
6 B-Mirceno 15.05 30.52
7 a-Felandreno 15.76 31.62
8 o-Cimeno 16.30 2.44
9 D-Limoneno 16.48 12.36
10 B-Felandreno 16.58 12.08
11 4-Careno 18.24 0.13
12 Octanoato de metilo 19.21 0.88
13 B-Elemeno 27.21 0.11
14 a-Gurjuneno 27.83 0.31
15 B-Cariofileno 28.21 1.16
16 Desconocido (C15H24) 28.70 0.08
17 a-Cariofileno 29.16 0.24
18 Desconocido (C15H24) 29.29 0.11
19 D-Germacreno 29.82 0.33
20  Desconocido (C15H24) 30.07 0.12
21  Biciclogermacreno 30.21 1.53
22  5-Cadineno 30.67 0.97
Pagina2de3
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Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Molle

Abundance

TIC:Molle.D\data.ms
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Condiciones cromatograficas para el aceite esencial de Molle:

Equipo: Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector espectrometro de
masas Agilent Technologies 5975C.

Columna: J&W 122-1545.67659 DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 ym x 0.25 ym

Rampa de temperatura: Empieza en 40 °C y sube a 5 °C/min hasta 180 °C; 2.5 °C/min hasta
200 °C por 5 min y finalmente 10 °C/min hasta 300 °C manteniéndose por 3 minutos.

Tiempo de corrida: 54 min
Volumen de Inyeccion: 1 uL
Split: 50:1

Gas portador: He, 1 mL/min

Muestra: Se diluyé 20 pL de muestra en 1 mL de diclorometano.

Pigina3de3
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Anexo 6. Protocolo de andlisis de la actividad antimicética del AE de Schinus molle L. (Molle)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00436-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS : 005062/2018

SQIJ(‘AITADO POI! . A_(‘.‘,AR _I JHEONOR ZAN!RRANQ OSPINAT,
MUESTRA : ACEITE ESENCIAL DE MOLLE
NUMERO DE LOTE Dea

CANTIDAD : 0 frasco x 20mL

FECHA DE RECEPCION : 13 de Setiembre del 2018

FECHA DE FABRICACION St

FEUHA DI VENCEMIEN O St

EFICACTIA ANTIMICROBIANA:

~ = > 1
MICROORGANISMO |-PIAMETROS DE INHIBICION EN MILIMETROS 24 H
e LI IO R EUO 70 U /0 AL “*U 0
27 6 13 11 6 6
26 [ .6 12 E=10" 6 6
26 @ ! 12 8 | 6 6
DIAMETROS DE INHIBICION EN MILIMETROS 48 H
CCONTROL  BLANTG | i06% [ 86% | 66% | 407 |
+27 6 13 11 4.6 6
Candida albicans 26 6 12 10 |6 6
=" .26 6 2 8 6 6
DIAMETROS DE INHIBICION EN MILIMETROS 72
CONTROL |-BLANCO | i06% | 80% | 66% | 40%
Ty 6= 1913 11 6 6
26 6 12 10| 6 6
26 | 25 128 42 8 6 6

Control Muconazol 25 ug
Blanco: Dimetilsulfoxido
Concentracion del inoculo: 1x10* UFC/ml.

- *EL tama.ﬁoidé los discos es de 6mm por {o tanto cuando se reporta esta medida indica
Aueno hay formagidn de halas de inhibician

LR P

"de Setiembre del 2018

NTO Y DEL TOXICO” 1S0 9001 = G&
: BUREAU VERITAS

Certification saracoe|
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Anexo 6.1. Constancia de participacion de los andlisis fisicoquimico y microbioldgico del AE de

Schinus molle L. (Molle)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perta, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

EL DIRECTOR DEL CENTRO DE CONTROL ANALITICO DE LA
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA:

CONSTANCIA DE PARTICIPACION EN
PROCESO DE ANALISIS

A la Srta. AGAR LEONOR ZAMBRANO OSPINAL, quien fue participe
de la realizacion de los andlisis de EFICACIA ANTIMICROBIANA
FRENTE A Candida albicans y Solubilidad en la muestra de “Aceite
Esencial de Molle”, del I3 al 27 de Setiembre en nuesiros Laboratorios
de Microbiologia y Fisicoquimica del Centro de Control Analftico —
CENPROFARMA.

Se expide el presente documento a solicitud de la interesada, para los

fines que estime por conveniente.

Lima, 15 de Octubre del 2018.

.r/“,yor da S,
« hcé
# ‘\\‘OL4~4

Y DEL TOXICO” 1SO 9001

BUREAU VERITAS
Cextification
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Anexo 7. Certificado de la cepa Candida albicans ATCC 10231

Certificate of Quality

Product Name: C. albicans ATCC 10231 PK/5 Product Number: R4601503
Lot Number: 592064 Expiration Date: 2020-08-30
(YYYY-MM-DD)

This product has been manufactured, processed and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820,
Representative samples were tested per Remel Quality Control specifications and were found to meet performance criteria for this product,

Purity:

s Standardized aliquots of the rehydrated product are inoculated onto nonselective media and examined for puré growth following the
" ‘appropriate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable,

,/‘

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is stated as
the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:
Colony morphology is consistent with documented referenced description.
Traditional staining is performed.

Biochemical Analysis:

Organism exhibits characteristic biochemical and/or enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing 'was performed and results
were within established limits. Antimicrobial testing performed where applicable, Results within expected ranges,

CFUlloop: >10(4) Passage: 3

Gram Reaction: Gram Positive Yeast Biochemical Profile: Vitek 2C YST
Appearance; Preserved Gel Matrix suspended in inoculating foop

pH: N/A

Signed

:)J%W\am\

Product Performance Technologist
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Anexo 8. Certificado del medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa (ASD)

@ e,

CERTIFICATE OF ANALYSIS

| Date Printed
PRODUCT CM0041B 2016.03.29
SABOURAUD DEXTROSE AGAR 500g Delivery No.

LOT NUMBER 1791515 Customer

Customer Order number
EXPIRY DATE 2021.01.31

DATE OF
MANUFACTURE 2015.12.18

Physical Characteristics Results Specification
" earance Straw powder Straw powder
Colour on reconstitution Straw 2 Straw 1-2
pH (25°C) 5.6 54-58
Clarity Clear Clear
Microbiological Performance Control Test Recovery Test
cfu cfu Yo Description

Aerobic incubation at 20-25°C for up to 5 days

Saccharomyces carlsbergensis ATCC®2700 57 59 104 Cream, domed cols
Candida albicans ATCC®10231 14 13 93 Cream, domed cols
Aspergillus brasiliensis ATCC®16404 23 21 91 White mycelia, black spores

Control Medium: Sabouraud Dextrose Agar

A satisfactory result is represented by recovery of positive strains equal to or greater than 70% of the control medium
from an inoculum of 10-100 colony-forming units (cfu).
Refer to product specification for full details.

information given is believed to be correct. However, both the information and the product are offered without
warranty for any application other than that specified in the current Oxoid Manual. This certificate shall not be reproduced
except in full, without written approval of the Product Performance Laboratory, Oxoid Limited, Basingstoke.
The results reported were obtained at the time of release.
Lot Accepted. 2015.12.29 =

Product Performance Manager

ATCC is a registered trade mark of the American Type Culture Collection.
NCTC and National Collection of Type Cultures are registered trade marks of the Health Protection Agency.

©

Cerllficate No. FM 09914

Tested by the Product Performance Laboratory ~
OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England
, oxoid@thermofisher.com www.oxoid.com FDA Reg No. 8010086
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Anexo 9. Partes del arbol de Schinus molle L. (Molle)

Anexo 9,1. Tronco (1) y corteza (2) Anexo 9,3. Inflorescencia

n Y

P




Anexo 10. Procesos a los que fue sometido la muestra vegetal de Schinus molle L. (Molle)

[ g -

Anexo 10,1. Recoleccién Anexo 10,3. Secado
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Anexo 11. Procesos para la prueba de actividad antimicdtica del AE de Schinus molle L. (Molle) frente a Candida albicans ATCC 10231

Anexo 11,1. Pesado del medio de cultivo

Anexo 11,3. Incubacion de las placas

67




Anexo 12. Equipos utilizados para la prueba de actividad antimicética

Anexo 12,1. Bafio Maria

EQUIPO NO SUJETO
ALALCANCEDELAISO 90012008 |

ANO MARIA

. EQ-CCA028

CcA

Anexo 12,2. Autoclave

Anexo 13,3. Incubadora
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