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RESUMEN

El Peru es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo, muchas de sus
especies vegetales pueden ser aprovechadas de forma sostenible por la industria,
una clara alternativa es el Schinus molle L. “Molle”, un arbol nativo con aplicaciones
medicinales, cuyo extracto etandlico presenta propiedades antibacterianas. La
presente investigacion tuvo como objetivo comprobar la actividad antimicrobiana
del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”. Para ello se
procedio a obtener el extracto etandlico a concentraciones de 500 y 1000 mg/mL,
el gluconato de clorhexidina 0,12 % como control positivo y agua destilada como
control negativo. Se realiz6 el estudio de la actividad antimicrobiana con el método
de difusion en disco utilizando la técnica de siembra en superficie, con las
soluciones experimentales en condiciones de anaerobiosis por 48 y 72 horas a
37°C, para luego proceder a la lectura de diametros de halo de inhibiciébn con un
vernier. Mediante el analisis cualitativo se determind la presencia de metabolitos:
flavonoides, alcaloides, carbohidrato, esteroides y/o triterpenos, azlucar reductores
y compuestos fendlicos. Los resultados se analizaron mediante el porcentaje de
inhibicién del crecimiento. El extracto etandlico a concentraciones de 500 y 1000
mg/mL, demostré tener actividad antimicrobiana sobre Streptococcus mutans
“ATCC 25175” y de la comparacion realizada, el gluconato de clorhexidina produjo
mayor inhibicién. Se concluye que el extracto etandélico de Schinus molle L. “Molle”
presenta actividad antimicrobiana sobre Streptococcus mutans “ATCC 25175” y el
gluconato de clorhexidina es cualitativamente similar al extracto etandlico de

Schinus molle L. "Molle".

Palabras clave: Extracto etandlico, Streptococcus mutans, Schinus molle L.

Actividad antimicrobiana, Gluconato de Clorhexidina.



SUMMARY

Peru is one of the most biodiverse countries in the world. Many of its plant species
can be harvested in a sustainable manner by the industry. A clear alternative is the
Schinus molle L. "Molle", a native tree with medicinal applications. Ethanolic
extract has antibacterial properties. The present investigation had as objective to
verify the antimicrobial activity of the ethanolic extract of the leaves of Schinus
molle L. "Molle". The ethanolic extract was obtained at concentrations of 500 and
1000 mg / mL, chlorhexidine gluconate 0.12% as positive control and distilled water
as negative control. The study of the antimicrobial activity with the disc diffusion
method was carried out using the technique of surface sowing, with the
experimental solutions under conditions of anaerobiosis for 48 and 72 hours at
37°C, to proceed to the reading of halo diameters of inhibition with a vernier.
Qualitative analysis determined the presence of metabolites flavonoids, alkaloids,
carbohydrate, steroids and / or triterpenes, reducing sugars and phenolic
compounds. The results were analyzed by percentage growth inhibition. The
ethanolic extract at concentrations of 500 and 1000 mg / mL, showed antimicrobial
activity on Streptococcus mutans "ATCC 25175" and from the comparison,
chlorhexidine gluconate produced greater inhibition. It is concluded that the
ethanolic extract of Schinus molle L. "Molle" shows antimicrobial activity on
Streptococcus mutans "ATCC 25175" and chlorhexidine gluconate is qualitatively

similar to the ethanolic extract of Schinus molle L. "Molle".

Key words: Ethanolic extract, Streptococcus mutans, Schinus molle L.

Antimicrobial activity, Chlorhexidine gluconate.



I. INTRODUCCION

La medicina tradicional tiene importancia por sus grandes aportes a la
medicina moderna, los pobladores dan solucion a muchos de los problemas de
subsistencia y conservacion de la salud fisica y mental, aplicando conocimientos
adquiridos de sus antepasados acerca de las plantas con actividad terapéutica. La
abundancia y gran diversidad de estas plantas en forma silvestre y su facil
comercializacién por los bajos costos que tienen, posibilitan su adquisicion por las
personas mas necesitadas y para sustituir a los medicamentos de sintesis de altos

costos.!

El Peru es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo, muchas
de sus especies vegetales pueden ser aprovechadas de forma sostenible por la
industria, una clara alternativa es el Schinus molle L.”"Molle”, un arbol nativo con
aplicaciones medicinales, cuyo extracto etandlico presenta propiedades

antibacterianas.?

La mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana encontrados en
especies vegetales, son compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos,
aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonoides; los cuales en su mayoria son

identificados como metabolitos secundarios.?

Se ha demostrado que extractos de plantas o frutos pueden mejorar
sintomas de la caries dental e inhibir el crecimiento de los patégenos en la placa
dental con menos toxicidad.* Uno de los métodos preventivos del control de
patologias dentales estéa dirigido al control de la formacion de la placa dental, para
asi lograr reducir la presencia del agente patégeno, por lo que se esta realizando
estudios sobre sustancias naturales que posean propiedades farmacoldgicas

antibacterianas.®

La finalidad en la presente investigacion es comprobar la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”,
contribuyendo a que se tenga como referencia para otros proyectos en el campo

farmacoldgico y el uso adecuado de plantas medicinales.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Qué metabolito sera el responsable de la actividad antimicrobiana del extracto
etanolico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”?

1.2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Las enfermedades bucodentales, como la caries dental, la periodontitis
(enfermedad gingival) y los canceres de la boca y la faringe son un problema
de salud de alcance mundial que afecta a los paises industrializados y, cada
vez con mayor frecuencia, a los paises en desarrollo, en especial entre las

comunidades mas pobres.®

Con el presente estudio se demostrara que existen productos alternativos
como es el extracto etandlico de Schinus molle L. “Molle” para la prevencion
de caries dental, en la cual el microorganismo que predomina es

Streptococcus mutans.

El estudio tiene importancia tedrica y social ya que aportara al conocimiento
cientifico sobre la existencia de plantas medicinales con propiedades
antibacterianas y, las cuales podrian ser alternativas de prevencion y
tratamiento de las patologias mas frecuentes de la cavidad bucal, como la
caries dental, de esta manera elaborar farmacos naturales, los que en su
composicion contengan compuestos quimicos del Schinus molle L. “Molle”,
generando asi una variedad de productos de uso farmacéutico de origen
natural propios de nuestra biodiversidad, los cuales tengan actividad
antibacteriana sobre cultivo de Streptococcus mutans, permitiendo que las
poblaciones de bajos recursos econémicos puedan acceder a un menor costo
alternativas de tratamiento para el control de microorganismos relacionados
con la caries dental, como son los colutorios a base de extractos y aceites

esenciales.



1.3. OBJETIVOS:
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Comprobar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas

de Schinus molle L. “Molle”

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Comprobar cualitativamente los metabolitos presentes en las hojas del
extracto etandlico de Schinus molle L. “Molle”, realizando reacciones de

coloracion y precipitacion.
2. Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas

de Schinus molle L. “Molle” en comparacion con el gluconato de

clorhexidina al 0,12 %.

1.4. HIPOTESIS:

El metabolito responsable de la actividad antimicrobiana es el flavonoide

presente en el extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”.

1.5. VARIABLES:

1.5.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

e Extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”

1.5.2. VARIABLE DEPENDIENTE

= Actividad antimicrobiana



2.1.

II. MARCO TEORICO

ANTECEDENTES:

Los conocimientos de las plantas medicinales existentes en nuestro pais
son muy antiguos, muchas especies del género Schinus de la familia
Anacardiaceae han sido usadas en la medicina tradicional como
cicatrizante, analgésico, antiespasmaodico, antibacteriano, insecticida, etc.
En la presente investigacion destacamos la propiedad antibacteriana del
Schinus molle L. basados en estudios realizados en otros paises en donde
se demuestra la actividad antibacteriana del extracto etanolico de las hojas
de Schinus molle L. “Molle”.”

2.1.1. ANTECEDENTES NACIONALES:

Herrera N. en el afio 2013,8 en Truijillo, su objetivo fue determinar el efecto
del extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L. “Molle” sobre la
viabilidad de Streptococcus B-hemolitico “in vitro”. Se trabajé con cuatro
concentraciones distintas (250, 500, 750 y 1000 mg/mL) de extracto
hidroalcoholico de hojas de Schinus molle L. y penicilina como control de
inhibicion. Para evaluar el efecto del extracto sobre el microorganismo se
utilizd6 el método Kirby Bauer modificado, sembrandose un inoculo
estandarizado con el patron de turbiedad de 0,5 del Nefelémetro de Mc
Farland en placas con Agar Mueller Hinton por técnica de siembra en
superficie. Los resultados fueron expresados en diametros (mm) de los
halos de inhibicion del crecimiento de Streptococcus B-hemolitico,
encontrdndose que las concentraciones empleadas afectan la viabilidad “in
vitro” de este microorganismo. Su conclusion fue a medida que aumentan
las concentraciones de extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle
L. En el rango de 250 a 1000 mg/mL aumenta el didametro del halo de

inhibicion del crecimiento de Streptococcus S-hemoaolitico.



Centurién K. en el afio 2015,° en Truijillo, su objetivo fue determinar el
efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa
(Tara) sobre Streptococcus mutans ATCC 35668. Se realizé con el método
sembrada en placas con medio Muller Hinton enriquecido, distribuidas en 4
grupos de 4 placas petri cada uno, en cada placa se colocé el porcentaje
de concentracion de estudio, frente a tres controles: control positivo
(Clorhexidina al 0,12%), control negativo (Etanol) y un porcentaje de
concentracion similar (para comparacion). Los resultados mostraron que la
concentracion al 30% del extracto etandlico de Caesalpinia mostré el mayor
halo de inhibicion (34.5 mm) y concentracion minima inhibitoria. Se
concluyo que el extracto etandlico de Caesalpinia Spinosa (Tara) posee

efecto antibacteriano in vitro sobre el Streptococcus mutans ATCC 35668.

2.1.2. ANTECEDENTES INTERNACIONALES:

Rivadeneira D. en el afio 2015,'° en Ecuador, su objetivo fue evaluar el
potencial biosida “in vitro” que posee el aceite esencial de Schinus molle L.
frente al Gluconato de clorexidina al 0.12% sobre Streptococcus mutans, el
estudio se realizé con el método de difusién en disco, para determinar la
sensibilidad bacteriana a través de halos de inhibicion, tanto a las 24 y 72
horas de exposicion, para lo cual se utilizaron concentraciones del 100%,
50% Yy residuo de hidrodestilado del aceite de Schinus molle, ademas de
utilizar el gluconato de clorhexidina como control positivo, agua destilada
como control negativo, y comparar a su vez el efecto antimicrobiano de
dichas sustancias naturales con el gluconato de clorhexidina al 0.12%. Los
resultados mostraron que todas las concentraciones utilizadas ademas del
residuo del aceite de Schinus molle, provocaron efecto antimicrobiano
frente a la cepa de Streptococcus mutans, y de la comparacién realizada, el
gluconato de clorhexidina produjo mayor inhibicion, pero disminuyo
parcialmente su efecto a las 72horas, mientras que las concentraciones al
100% y 50% potencializaron su efecto en un 0.8% a las 72horas. Se

concluye que existe un efecto inhibidor positivo de alto rango por el aceite



esencial de Schinus molle L. (Molle) frente a cepas de Streptococcus
mutans, y el gluconato de clorhexidina es cualitativamente similar al aceite

esencial de Schinus molle.

Rueda M. en el afio 2015, en Ecuador, su objetivo fue evaluar la
actividad antibacteriana sobre el Streptococcus Mutans, del extracto de
propéleo ecuatoriano frente al gluconato de clorhexidina. Método el estudio
fue experimental in vitro, se utilizé una cepa de “Streptococcus Mutans’;
ATCC 25175; que se sembré en cajas petri con agar sangre; sobre la cual
se coloco discos de papel filtro impregnados con extracto acuosos de
propoleo ecuatoriano al 30 %, extracto acuosos de propoleo ecuatoriano al
50 % y gluconato de clorhexidina al 2 %. Resultados se realizo la lectura
de los halos de inhibicion formados alrededor de cada disco trascurridas las
48 horas, en el cual se evidencio mayor inhibicién para el Gluconato de
Clorhexidina que para los extractos Acuosos de propoleo Ecuatoriano al
30% y al 50%; no descartando asi el efecto antibacteriano de los extractos
acuoso de propoleo. Se concluye que el efecto antibacteriano sobre el
“Streptococcus Mutans” fue mayor para el Gluconato de Clorhexidina al 2%
en relacion al extracto acuoso de propdleo Ecuatoriano, a las
concentraciones del 30 % y 50 %, destacando la presencia de actividad
antibacteriana también para los extractos acuosos de propoleo Ecuatoriano

en menor medida.
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2.2.2.

GENERALIDADES

. Schinus molle L. “Molle”

. Origen y extension

El molle es originario de la region andina de Sudamérica, principalmente
Perl, aunque se extiende a Ecuador, Chile y Bolivia. Y ampliamente
distribuido en México, Centroamérica, el sur de California y oeste de
Texas (Estados Unidos); ademéas, se ha aclimatado bien en paises
tropicales y subtropicales de los cinco continentes.*?

Caracteristicas morfologicas

Es un arbol que crece espontaneamente en muchos lugares de América y
en el Peru. La talla y grosor de este arbol varia, es de poca copiosidad,

sus ramas son numerosas y quebradas, relativamente delgadas.

La corteza es agrietada, hojas imparipinnadas, alternas, angostas de
bordes dentados; cortamente pecioladas, coriaceas aovadas, oblongas
con nervadura principal muy marcada, prominente en ambas caras,
compuestas de 15 - 30 foliolos, frescas tienen un color verde claro, sabor
amargo y picante. Presenta paniculas de pequenas flores verdosas,
actinomorfas, pentdmeras de carpelos libres o0 concreciones siempre

unilobuladas.3

Los frutos son pequefias drupas de tamafio menor al de una arveja de 0,5
cm de diametro, de color rojizo, olor aromatico y sabor dulce, razén por la
cual se usa en la elaboracion de la chicha de molle. Las flores pequefias
aparecen en paniculas, las semillas que forman el fruto son pequefas, de

superficie arrugada y aspecto caracteristico.'*



Figura 1. Arbol de Schinus molle L. “Molle”



2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Habitat

Prospera en forma natural a orilla de caminos, en zonas con vegetacion
secundaria, en pedregales y lomerios. Terrenos agricolas y pendientes
(20 a 40 %). Se desarrolla muy bien en clima entre subtropical, calido-
templado, semiarido, templado seco y templado huimedo. No tiene
exigencias en cuanto a suelo, pero prefiere suelos arenosos, tolera
texturas pesadas, suelos muy compactados y pedregosos.

Es capaz de desarrollarse en zonas ecoldgicas del tipo éarida y

semiarida.1®

Aspectos Fisiolégicos

Es una especie de facil adaptacion, alta sobrevivencia y con buena
capacidad competitiva ya que captura nutrientes, agua Yy Iluz
eficientemente. Presenta crecimiento rapido cuando es joven, alcanzando
3 m de altura en un afio; y puede vivir alrededor de cien afos. Su
descomposicion foliar es lenta y moderadamente lenta en madera y
frutos, es buen productor de abono verde (mantillo). Presenta alelopatia,

inhibiendo el crecimiento y/o desarrollo de plantas vecinas.*®

Cultivo

El arbol tolera bien la poda, se aconseja practicar poda de formacion en
arboles jovenes y poda sanitaria en adultos. Conviene cortar la corteza en
primavera para promover su crecimiento. El riego es importante en las

primeras etapas. No requiere fertilizacion.

La siembra debe hacerse en sustratos permeables para que las
sustancias inhibitorias de la germinacion se lixivien. Las semillas
remojadas por varios dias, se siembran en almacigos y luego se
trasplantan con raiz a envases. En tierra, se planta a una distancia
minima de 8 m entre cada arbol, en lugares con suficiente espacio y luz,

lejos de construcciones e instalaciones subterraneas.®



2.2.6.

2.2.7.

2.2.8.

2.2.9.

Tolerancias

Es una planta muy resistente a la sequia y al dafio por termitas. Soporta
también la inundacién periodica o permanente, resiste el rocio salino, la
contaminacion ambiental y la exposicion constante al viento. Aunque es
una especie demandante de luz, tolera la semi - sombra pero no el
sombreado total. Tolera los suelos compactados y pedregosos (texturas
pesadas), los suelos pobres, los suelos acidos, los suelos yesosos,
también los suelos con metales pesados, los suelos calizos y los

alcalinos.t®

Susceptibilidad

La planta es sensible a las heladas prolongadas, al dafio por insectos, a
la escama de la cochinilla cerosa “Ceroplastes sp.”, y a las orugas de la
palomilla “Rothschildia orizabae” que ocasionan defoliaciones, aunque su

dafio no es importante.®

Andlisis fitoquimicos
Metabolitos Secundarios: El analisis fitoquimico de Schinus molle L.
“‘molle” indica que contiene taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas

esteroidales, esteroles, terpenos y aceite esencial.’

Utilidades

Uso Etnomedicinal: Los indigenas usaban su resina, corteza, hojas y fruto
en infusidon, cocimiento, polvos y emplastos; como antiinflamatorio,
antirreumatico, depurativo, astringente, catartico, hemostatico,

antibacteriano.

Otros Usos Populares:

a) Base para chicle. Su resina blanquecina (exudado) es usada en
América del Sur como goma de mascar, se dice que fortalece las

encias y sana las Ulceras de la boca.
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b)

d)

f)

g)

h)

)

k)

Combustible. La madera se usa como lefia y carbén debido a que

son buenos combustibles.

Colorante. El cocimiento de hojas, ramas, corteza y raiz se emplea

como colorante para el tefiido amarillo palido de tejidos de lana.

Comestible. En México se prepara una bebida refrescante con los
frutos del molle, el “tolonze” que es un fermentando con pulque

(bebida alcohdlica), también se elabora el atole (bebida tradicional).

Condimento. Los frutos secos se han empleado en algunos paises

como sustituto de la pimienta negra por su sabor semejante.

Cosmeético e higiene personal. De las hojas se extrae un aceite
aromatizante que se usa en enjuagues bucales y como dentifrico. Las
semillas también contienen aceites, de los cuales se obtiene un fijador
gue se emplea en la elaboracion de perfumes, lociones, talcos y

desodorantes.
Curtiente. Se extraen pigmentos de la corteza para tefiir pieles y lana.
Forrajero. El fruto es un importante alimento para los pajaros.

Implementos de trabajo. La madera se usa para fabricar mangos de

herramientas, estacas, enseres rurales y fustes de sillas de montar.

Industrializable. ElI exudado (resina) se podria utilizar en la
fabricacion de barnices y su ceniza rica en potasa se le usa como

blanqueador de ropa; asi mismo, en la purificacion del azucar.

Insecticida. Algunos pobladores rurales de Etiopia adornan sus
cabezas con ramas y hojas del molle para repeler las moscas
caseras, incluso, las hojas son desplegadas en las mesas a la hora de
comer y ocasionalmente en los mataderos y areas de procesamiento

de carne.l8
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2.3.

2.3.1.

2.3.2.

ESTUDIO QUIMICO

Flavonoides

Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo,
como la miel o del oro; y flavonoide, se refiere a un grupo aromatico,
pigmentos heterociclicos que contienen oxigeno ampliamente distribuido
entre las plantas, constituyendo la mayoria de los colores amarillo, rojo,
azul de las plantas y frutas. Por ende se encuentran en abundancia en
las uvas, manzanas, cebollas, cerezas, repollos; ademas de ser parte
del arbol ginkgo biloba y la Camellia sinensis (té verde). Siendo que al
consumirlos obtengamos de ellos propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antitrombaticas, antialérgicas, antitumorales,
anticancerigenas y antioxidantes. De esta ultima, principalmente, radica
su funciébn en el sistema nervioso, pues se ha visto relacion de

proteccion en enfermedades neurodegenerativas.®

Distribucion

Se encuentran ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores y
practicamente en todas las plantas superiores, sobre todo en partes

aéreas hojas, flores y frutos. Algunos flavonoides son responsables del

color amarrillo.

Los pigmentos flavonicos son los mas extendidos en el reino vegetal
aunque son menos frecuentes en plantas inferiores. Son particularmente
abundantes en ciertas familias poligonaceae, rutacea, fabacea,
umbeliferae, compositae. Los flavonoides se suelen encontrarse en
organos aéreos y jovenes como los botones florales y las hojas donde se

localiza en los tejidos superficiales (epidermis).

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, tanto en forma de heterosidos (O - heterosidos, mas frecuente,
o C-heterosidos) como de geninas libres. Su presencia organografica se
detecta, sobre todo en las flores, frutos y hojas, mientras que sus

bioprecursores son mas frecuentes en otros 6rganos del vegetal.?°
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2.3.3. Estructura, clasificacion y sintesis
Los flavonoides estdn compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados
mediante un anillo pirano (C). Lo cual nos deja en un esqueleto de
difenilpiranos: C6-C3-C6 (figura 2), comun en la mayoria de los
flavonoides. Y gracias a las variaciones del pirano se logran clasificar 4
como se muestra en el cuadro (figura 3). La sintesis de los flavonoides
tiene lugar en las plantas a partir de unidades de acetato y aminoécidos
aromaticos como la fenilalanina y la tirosina. Después, estas dos Ultimas,
dan lugar a los acidos cindmico y parahidroxicinamico; siendo que al
condensarse con las unidades de acetato dan origen a la estructura
cinamol de los flavonoides. Mas tarde se forman los derivados glicosilados

o sulfatados.1®

Figura 2. Estructura quimica de flavonoide con numeracién y especificacién de

cada heterociclico.1®
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Nombre

Descripcion

Ejemplo

Estructura

Antocianidinas

Flavanos

Flavonas

Flavonoles

Tiene un grupo -OH unido

en posicion 3, pero ademas
poseen un doble enlace entre
los carbonos 3 y 4 del anillo C

Con un grupo -OH
en posicién 3 del anillo C

Poseen un grupo carbonilo
en posicion 4 del anillo C

y carecen del grupo hidro-
xilo en posicion C3

Grupo carbonilo en posicion
4 y un grupo -OH en posicion
3 del anillo C

Antocianidina

Catequina

Diosmetina

Quercetina

Figura 3. Clasificacion de los flavonoides.*®

s s NS S &
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2.3.4. Flavonas y flavonoles

En esta molécula representa la mayoria de los flavonoides Stricto sensu
conocidos, el ciclo A se encuentra en mas del 90% de los casos sustituidos
por dos hidroxilos fendlicos en C5y C7.

Estos hidroxilos se pueden encontrar libres o esterificados, uno de ellos
puede participar en un enlace heterosido. Un tercer hidroxilo libre en las
chalconas, es biogenéticamente el origen del atomo de oxigeno del ciclo
piranico de los demas flavonoides y del oxigeno del ciclo furanico de las

auronas.

Se puede presentar otras sustituciones, con frecuencia variables: Hidrofilos
libres o esterificados en C6 y/o del C8, isoprenilacion o mutilacién en C6 o
C8 implicacion del C6 y/o del C8 en un enlace carbono — carbono con un

azucar.

El ciclo B sustituido en un 80% de los casos en C4, puede encontrarse 3,4-
disustituidos, o en menor frecuencia 3-4,5-trisustituido; los sustituyentes
son grupos OH o OCHa. Las demas posiciones (C2 y C6) solo se sustituyen

de forma excepcional.

La distribucion de las flavonas y flavonoles y de sus heterosidos es
universal, pero algunos esquemas de sustitucion se encuentran registrados
a familias o a grupo de familias de ahi su interés en términos de
guimiotaxonomia: asi los flavonoides 6-O- sustituidos se encuentran
frecuentemente en lamiaceae, retaceae y asteraceae, las 5 desoxiflavonas
en fabaceae y en myrtales, los flavonoides 2-O- sustituidos en laminaceae,
solanaceae y el exudado arenoso que recubre las hojas y las

inflorescencias.®
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2.3.5.

Propiedades de los flavonoides

Solubilidad. Depende de la forma en que se encuentran: Agliconas libres

0 heterésidos.

a. Aglicones. Son insolubles en agua, poco solubles en mezclas
hidroalcoholicas y solubles en solventes organicos ya sean polares
(etanol, metanol) o apolares (éter etilico, cloroformo).

b. Heterdsidos. Son solubles en agua y en mezclas hidroalcoholicas.?*

Acidez. Debido a las funciones fenol, son ionizables en medio basico, lo
cual permite su identificacion porque tienen reacciones coloreadas con
ciertos compuestos. Producen generalmente soluciones amarillas que al

acidificar viran a incoloras.

Agentes guelantes. Ciertos grupos funcionales de los flavonoides son
capaces de formar complejos con metales como el Fe3* (FeCls) o el Al**
(AICI5).

Reaccion de coloraciéon. Muchos presentan fluorescencia al ser
expuestos a la luz ultravioleta (UV) que pueden modificarse en medio

basico, con los agentes quelantes, etc.??

Son sustancias facilmente oxidables y por la tanto, antioxidantes porque se
oxidan con mayor rapidez que otro tipo de sustancias.

Identificacidn. Generalmente se identifican por cromatografia en capa fina
(CCF) usando como revelador la luz UV. Se pueden observar diferentes

reacciones para su identificacion.?!
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2.3.6. Utilizacién de los flavonoides en terapéutica

Los flavonoides se utilizan sobre todo en el terreno capilar-venoso: Solos o
asociados, son constituyentes habituales de vasculoprotectores, venéticos
y de topicos utilizados en flebologia.?°

Las tres actividades mas importantes que se le atribuyen a los flavonoides

son:

1. Accion antioxidante. Posee la capacidad de reducir radicales libres y
guelar metales, impidiendo las reacciones catalizadoras de los radicales
libres. Esta actividad antioxidante se asocia con su papel protector en las
enfermedades cardiovasculares y en el cancer, asi como en procesos de

envejecimiento.??

2. Accion antiinflamatoria. Los flavonoides son considerados sustancias
bioactivas relativamente no toxicas que presenta una gran variedad de
efectos biolégicos (prevencion de enfermedades coronarias, cancer
desordenes gastrointestinales e inflamacion). Las propiedades
antiinflamatorias se deben a su accién antioxidante y habilidad de actuar
contra las histaminas conjuntamente con otros mediadores de la

inflamacién como las prostaglandinas y leucotrienos.?*

3. Actividad vasoprotector. Los flavonoides tiene la capacidad de
disminuir la permeabilidad capilar, aumentando su resistencia. Su
mecanismo puede ser una combinacion de la supresién en la sintesis de
prostaglandinas activan las elastasas y otras hidrolasas catabdlicas; por
lo tanto la disminucion de su sintesis puede explicar el fortalecimiento del
tejido conectivo. Los flavonoides actian como agentes economizadores

del &cido ascorbico de la oxidacion.23
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2.4. EXTRACTO VEGETAL

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por

tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como

agua, etanol o éter , de elementos solubles , constituidos por una mezcla

de principios activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o

de partes de una planta fresca o seca.?®

2.4.1. Consistencia de los extractos

La consistencia ideal que debian tener los extractos. De acuerdo con

este aspecto comunmente los extractos se clasifican en cuatro grupos:

Blandos, firmes, secos y fluidos.

24.1.1.

2.4.1.2.

2.4.1.3.

Extractos blandos
Tienen la consistencia de la miel espesa; algunas veces, debido a
la absorcidon de la humedad atmosfera, presentan una consistencia

menos densa.

Extracto firme

Como su nombre lo indica deben tener una estrecha semejanza
con la masa con la cual se fabrican o manufacturan las pildoras;
deben tener las caracteristicas especiales de no adherirse a los

dedos.

Extracto seco

Anteriormente se les conocia con la denominacion de “Sales
esenciales”, son los extractos en los cuales el disolvente ha sido
casi completamente eliminado. Contiene tan solo del 5 al 8 % de
agua. Se reducen facilmente a polvo y facilitan su manipulacion y
dosificacion. La forma farmacéutica de extractos secos aparece en
varias farmacopeas, pero no indican un método exacto para la

preparacion de este tipo de extracto.
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2.4.1.4. Extracto fluido

Son preparados en una forma tal que el peso del extracto
corresponde exactamente al peso de la sustancia empleada como

medicamento, desecada al aire y pulverizada.?®
2.4.2. Caracteristicas de los extractos

Estudios realizados por Corpas y Barrero, permitieron fundamentar las
siguientes caracteristicas especificas de los extractos:

a. Los extractos bien preparados son de color mas o menos 0Scuros;

cuando han sido preparados al vacio, son ligeramente mas claro.

b. Algunos son de color café amarillento, otros rojizos; los extractos

provenientes de hojas son verdosas debido a la clorofila.

c. Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

d. Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima
gue les ha dado su origen. Cuando son mal preparados, adquieren

olor a caramelo o confitura poco conocida.

e. La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa

con el tipo de preparacion al cual fueron sometidos.

f. Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y
producen una solucién transparente, algunas veces ligeramente

turbia, debido a que han sido preparados con mucha anterioridad.

g. Los extractos alcohdlicos son parcialmente solubles en agua y
algunas veces son totalmente insolubles, especialmente los
extractos que han sido preparados con alcohol fuerte tienen un
excelente indice de disolucion, en el mismo titulo alcoholimetro del

alcohol con el cual han sido preparados.
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2.4.3.

Los extractos alcohdlicos preparados con hojas, dan solucién verdosa pues

la eliminacion de la clorofila no puede ser total. 26

Conservacion de los extractos

Los extractos son medicamentos en donde la alteracion modifica y varia
notoriamente la naturaleza del producto. En principio, un extracto seco o de
tipo pilular se conserva mejor que un extracto acuoso. Esto no es
totalmente exacto, pues la naturaleza del producto interviene igualmente.
Algunos extractos se descomponen al aire, otros absorben humedad
atmosférica. Algunos se recubren de hongos y permiten el desarrollo de
gérmenes bacterianos. Por otra parte, las alternativas mas frecuentes
consisten en modificaciones quimicas no aparentes como sucede con los
extractos de flores verdes que por la oxidacion de la clorofila pierden su

color.

Segun Corpas y Barriga la conservacion de los extractos es indispensable

y deben cumplir las siguientes condiciones:

a. Se deben conservar protegiéndolos de la luz.

b. Los envases deben estar tapados.

c. Se deben conservar en un medio ambiente seco.

Desde luego, son numerosos los métodos que se han indicado para la
conservacion de los extractos. Para mayor comodidad ellos se pueden

clasificar, en dos categorias.

En el primer grupo tenemos aquellos a los cuales no se les ha adicionado
ninguna materia extrafia. Al segundo grupo, por el contrario, pertenecen
aquellos extractos que han sido objeto de la adicién de productos extrafios,

de naturaleza fisico - quimica definida. 28
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2.5. Streptococcus mutans

Son cocos Gram positivos, dispuestos en cadenas cortas de 4 a 6 cocos,

los cuales miden de 0,5 — 0,8 um de diametro, anaerobios facultativos,

forman parte de la flora microbiana residente de la cavidad bucal y vias

respiratorias altas, son patdégenos oportunistas en enfermedades humanas

como la caries dental y la endocarditis infecciosa, entre otras.?’

2.5.1.

Medios de cultivo para Streptococcus mutans

Son anaerobios facultativos, la temperatura optima de desarrollo es de
36 +-1°C, una practica aconsejable segun José Liébana es incubar las
placas inoculadas 24 horas en anaerobiosis y posteriormente 24 horas
en aerobiosis lo que favorece la formacion de agua oxigenada que es
un importante caracter diferencial por la sintesis de polisacaridos
extracelulares que facilita el reconocimiento de las colonias.

Los medios de cultivo en los que se puede obtener colonias de

Streptococcus mutans son:

a. Agar sangre de carnero crecen cepas a - hemoliticos (destruyen

parcialmente los eritrocitos), B - hemoliticos (destruyen totalmente
los eritrocitos), y - hemoliticos (no tienen actividad destructora

sobre los eritrocitos).

. Agar mitis-salivarius (MSA) que contiene un 5 por 100 de

sacarosa y como sustancias inhibidoras telurito potasico, azul

tripan y cristal violeta, este medio es poco selectivo.

Mitis-salivarius-bacitracina (MBS) contiene agar mitis-salivarius
al que se le aflade 0,2 U/mL de bacitracina y 15 gramos mas de
sacarosa por 100. Este medio es muy selectivo y es el que se
utilizd para realizar la técnica “aislamiento y cuantificacion de
Streptococcus mutans en saliva” técnica descrita y llevada a cabo

en esta investigacion.
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2.5.2.

2.5.3.

d. Agar con tripticasa, extracto de levadura, cisteina, sacarosay
bacitracina (TYCSB) se ha desarrollado debido a que no es
inhibidor del serotipo Streptococcus criceteus como en el caso de
los medios de cultivo anteriores los cuales inhiben completamente

al microorganismo.?8

Streptococcus mutans como iniciador de caries dental

El Estreptococos mutans, fue aislado por Clarke en 1924 a partir de
lesiones cariosas en humanos, es el primero en colonizar la superficie del
diente después de la erupciéon. Su nombre lo recibe por su tendencia a
cambiar de forma, que se puede encontrar como coco (forma redonda) en
un medio alcalino, o en forma de cocobacilo (forma ovalada) en un medio
acido.

Esta bacteria es anaerodbica facultativa, es decir, puede utilizar el oxigeno
para crecer, pero si éste no esta presente también puede sobrevivir; sin

embargo su crecimiento éptimo ocurre en anaerobiosis. 2°

Adquisicion del Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans se encuentra de forma permanente en la cavidad
oral después de la erupcion dental, debido a que requiere de tejido duro no
descamativo para su colonizacion. La principal fuente de adquisicién y
transmision de Streptococcus mutans en los nifios es la saliva de la madre
transmitida cuando hay un contacto salival con la comida que se le dara al
bebé, estas evidencias provienen de estudios que demuestran un patrén

idéntico de DNA cromosomal en las bacterias de los nifios y de las madres.

Se ha demostrado que el tiempo exacto de colonizacion de esta bacteria es
a los 26 meses de edad, coloniza especialmente las superficies duras de la
cavidad oral (esmalte y cemento), induce a las lesiones cariosas tanto en
superficies lisas, de fosas y fisuras como en zonas interproximales y en el
cemento radicular. A nivel extraoral el Streptococcus mutans esta
relacionado con endocarditis subagudas y raramente con otros procesos

patoldgicos. 28
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2.5.4.

2.6.

Factores de virulencia del Streptococcus mutans

Los factores de virulencia o caracteristicas del Streptococcus mutans que
lo hacen patégeno son:

Acidogenicidad. El Streptococcus puede fermentar los azlcares de la
dieta y producir principalmente &cido lactico como producto final del

metabolismo ocasionando que el pH baje y se desmineralice el esmalte.

. Aciduricidad. Capacidad del Streptococcus para producir acido en un

medio pH bajo. Acidofilicidad: el Streptococcus puede resistir la acidez del
medio, propiedad que es muy necesaria para sobrevivir y desarrollarse en

un pH bajo.

Producen dextranasas y fructanasas. Enzimas que son capaces de
metabolizar los polisacaridos extracelulares favorece la produccion de
acido y constituye un sustrato en los periodos en que disminuye el aporte

de oxigeno.

. Corto efecto post-pH. Requiere de poco tiempo para recuperar Su

actividad de crecimiento habitual tras ser sometido a un pH bajo. 8

GLUCONATO DE CLORHEXIDINA

2.6.1. Historia:

La clorhexidina se desarrolla en la década de los 40 por Imperial Chemical
Industries en Inglaterra por cientificos en un estudio contra la malaria,
aunque nunca fue utlizada con este fin. En ese momento los
investigadores fueron capaces de desarrollar un grupo de compuestos 20
denominados polibiguanidas que demostraron tener un amplio espectro
antibacteriano y sali6 al mercado en 1954 como antiséptico para las
heridas de la piel. Posteriormente comenz6 a utilizarse en medicina y

cirugia tanto para el paciente como para el cirujano.
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En odontologia empezo6 a utilizarse para desinfeccion de la boca y en
endodoncia. El estudio definitivo que introdujo la clorhexidina en el mundo
de la periodoncia, fue el realizado por Lée y Schiott en 1970 donde se
demostré que un enjuague de 60 segundos dos veces al dia con una
solucion de gluconato de clorhexidina al 0,2 % en ausencia de cepillado
normal, inhibia la formacion de placa y el desarrollo de gingivitis.

Segun Altannir y colaboradores en 1994 la clorhexidina es de uso
corriente en mas de noventa paises y que mas diez mil millones de
aplicaciones de gluconato de clorhexidina han sido llevadas a cabo en los

dos ultimos afios.3°

2.6.2. Caracteristicas del Gluconato de clorhexidina

La clorhexidina es una molécula bicationica simétrica, es un dimero
proguanil por lo que decimos que es una bisguanida, la cual esta
conectada por una cadena central hexametileno. En cada extremo se
enlaza un radical paraclorofenil (2 anillos 4 clorofenil), resultando su

nombre completo: paraclorofenilbiguanida.3°

Este compuesto es una base fuerte dicatiénica a pH superior a 3,5 con dos
cargas positivas en cada extremo del puente hexametileno. Es esta
naturaleza dicationica la que lo hace extremadamente interactiva con los
aniones, lo que es relevante para su eficacia, seguridad, efectos
secundarios colaterales y su dificultad para formularla en productos.
Aunque es una base, la clorhexidina se mantiene mas estable en su forma
de sal y la preparacibn mas comun es la sal de digluconato por su alta

solubilidad en agua.*®
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Figura 4. Estructura quimica de Clorhexidina.*®
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2.6.3.

2.6.4.

2.6.5.

Mecanismos de accién

Clorhexidina se une fuertemente a la membrana celular bacteriana, lo
gue a bajas concentraciones produce un aumento de la permeabilidad
con filtracion de los componentes intracelulares incluido el potasio
(efecto bacteriostatico). En concentraciones mas altas produce la
precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte celular (efecto
bactericida).

En boca se adsorbe rapidamente a las superficies de contacto, incluidos
los dientes con pelicula adquirida, proteinas salivales y a la
hidroxiapatita. Los depositos de clorhexidina se forman por la interaccion
reversible de la molécula de clorhexidina con grupos fosfato, sulfato y
carboxilo de los tejidos blandos y duros.

La clorhexidina adsorbida se libera gradualmente en 8 -12 horas en su
forma activa. Después de 24 horas aun pueden recuperarse
concentraciones bajas de clorhexidina, lo que evita la colonizacion

bacteriana durante ese tiempo.*°

Espectro de accion

Clorhexidina tiene un extenso espectro de actividad antimicrobiana. Es
activa frente a un amplio rango de organismos Gram + , Gram - y en
hongos. Estos microorganismos no tienen el mismo grado de
sensibilidad a clorhexidina. Por ejemplo los microorganismos Gram +
son mas sensibles que los Gram -, mientras que los estreptococos son

mas sensibles que los estafilococos.*®

Farmacocinética

Los estudios farmacocinéticos de clorhexidina, indican que
aproximadamente el 30 % del principio activo, se retiene en la cavidad
oral después del enjuague. La clorhexidina retenida se libera lentamente
en los fluidos orales. Estudios realizados en animales y en humanos,
demuestran la escasa absorcion del farmaco en el tracto

gastrointestinal.*°
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2.6.6. Concentracioén

La clorhexidina suele presentarse en dos concentraciones al 0,12 %y al
0,2 %, se recomienda realizar un buche con 10 mL de producto a una
concentracion del 0,2 % y de 15 mL al 0,12 %, esto es debido a la dosis
total de clorhexidina ya que 10 mL al 0,2 % libera 20 mg y 15 mL al
0,12% libera 18 mg, observandose que los resultados con ambas

formulaciones son igual de efectivos.

Las dltimas investigaciones van encaminadas a conseguir una
formulacion de clorhexidina en medio no alcohdlico igual de efectiva que
la formulacion de la misma en solucion alcohdlica. Segun el estudio de
se consigue con una combinacion de clorhexidina al 0,12 % sin alcohol a
la que se afiade cetilpiridinio al 0,005 % (nueva formulacion de Perio
Aid), resultando igual de efectiva en el control de la formacion de nueva
placa que clorhexidina con alcohol al 0,12 % (Perio Aid) y que

clorhexidina con alcohol al 0,2 % (Corsodyl).%°

2.6.7. Indicaciones

2.6.7.1. Aplicaciones. Antisepsia de la piel en solucion acuosa al 4 % con
base detergente para el lavado corporal prequirdrgico del paciente y
lavado de manos quirdrgico. También y en solucion acuosa al 5 %
para antisepsia del campo quirurgico.
Por su afinidad con la piel tiene una accion remanente de varias
horas de duracion. Sobre heridas se utiliza a la concentracion 0,1 6
0,5 % en solucion acuosa.
Ademas puede emplearse en Ginecologia, en quemaduras (ya que
puede mezclarse con antibidticos de accién sinérgica) y en higiene
del personal hospitalario.
Se ha valorado su uso en antisepsia del cordon umbilical y, si bien,
se ha demostrado muy efectiva al reducir la colonizacién bacteriana,
alarga el tiempo de desprendimiento y aumenta la colonizacion
ulterior. Aunque uno de sus usos es la higiene bucal, no se suele
emplear, excepto si va unida a edulcorantes potentes, pues es muy

amarga.*°
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2.6.8. Efectos adversos

El efecto colateral mas frecuente en la utilizacién de clorhexidina es la
tincién de dientes. No parece claro si la tincion es dosis dependiente asi
Rebstein en 1978 concluyé que no lo era, ya que reduciendo la
concentracion de clorhexidina al 0,0025 %, seguian presentandose las

manchas.

Las tinciones suelen localizarse en el tercio cervical de la corona y en las
zonas interproximales. Las manchas son mas evidentes en la union
amelocementaria expuesta o superficies radiculares, fosas y fisuras.

La seguridad de la clorhexidina ha sido ampliamente documentada en la
literatura. Kenney en 1972 informa que una exposicion de dos minutos a
clorhexidina al 0,2 %, puede producir alteracion de la membrana celular
en algunos polimorfonucleares. Se han descrito también lesiones
descamativas en la mucosa alveolar después de enjuagues con
clorhexidina al 0,2 %. La descamacion de células epiteliales puede

suceder con alta concentracion mas frecuentemente que con baja. °

28



.  PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES
3.1.1 Lugar de ejecucion.

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 entre los meses de

Setiembre del 2016 a Febrero del 2017, en el laboratorio de productos

naturales — Universidad Privada Norbert Wiener.

3.1.2. Material vegetal.

Hojas de Schinus molle L. “Molle”

3.1.3. Materiales para la elaboracion del extracto.

Balanza mecanica “ Mettler’
Licuadora “Oster”

Beacker x 2 L “Pyrex”

Alcohol 70° “Aky”

Agua destilada “Aky”

Soporte Universal “Belart”

Embudo 75 mL “Pyrex”

Papel filtro 20 cm x 20 cm “Whatman”
Algodon x 500 g “Quirmex”

Gasa 20 cm x 20 cm “Quirmex”
Fuente de vidrio “Pyrex”

Frasco ambar

Estufa esterilizadora a calor seco circulacion natural de aire,

modelo 5NE40, marca Memmert - Alemania

3.1.4. Materiales para el andlisis cualitativo del extracto de las hojas

Schinus molle L. “Molle”.

Balanza analitica, modelo BT-260k. , serie 0012314
Tubo de ensayo 13 x 100 “Pyrex”

Beacker 50 y 100 mL“Pyrex”

Bagueta o varilla de vidrio “Metrix”

Espatula de metal “Nalgene”
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Goteros “Nalgene”

Gradilla para tubos de ensayo “ Eppendorf ”

Pinza de madera “Belart”

Pipetas 1 mL, 2 mL y 5 mL “Pyrex”
Propipeta de goma “Vicking”

Lampara de Luz UV 366nm”Ultraviolet”

3.1.5. Solventes

3.1.6.

Etanol Q.P “Merck Peruana”

Metanol Q.P “Merck Peruana”
N-butanol Q.P “Merck Peruana”
Acetato de etilo Q.P “Merck Peruana”
Eter etilico Q.P “Merck Peruana”
Acetona Q.P “Merck Peruana”
Benceno Q.P “Merck Peruana”
Cloroformo Q.P “Merck Peruana”

Eter de petroleo Q.P “Merck Peruana”

Reactivos.

Tricloruro de aluminio
Reactivo de Shinoda
Tricloruro férrico

Reactivo de Molish
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Mayer
Reactivo de Popoff
Reactivo de Wagner
Reactivo de Bertrand
Reactivo de sonneschein
Reactivo de Lierbermann-Burchard
Reactivo de Fehling Ay B

Reactivo de Ninhidrina
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3.1.7. Material y equipos para la preparacion de medios de cultivo.

5 Pipetas 0,5 mL “ Pyrex”

5 Pipetas 1,0 mL “ Pyrex”

5 Tubos 10 mm x 100 mm “ Pyrex”

Gradilla para tubos de ensayo

Mechero de Bunsen “Neolab”

40 Placas petri esteriles descartables

Agar Sangre “ Merck”

Sangre de ovino desfibrinada

Anaerocult® de Merck

2 Asas de siembra de metal

2 Pinzas esteriles

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
Halos de papel filtro esteriles 47
Refrigerador, marca LG/ER, serie 27177 BQ
Autoclave , serie 01-00002591

3.1.8. Otros.

Gluconato de clorhexidina al 0,12%

Agua destilada

31



3.2.

METODO

3.2.1. Tipo de investigacion

De acuerdo a las caracteristicas de la investigacion y los objetivos
planteados se determind un estudio de tipo experimental, “in vitro”,

transversal, prospectivo, analitico y bibliogréfico.

eEs experimental debido a que se utiliz6 dos grupos experimentales
representado por discos de papel filtros embebidos con el extracto
etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle” y otro
representado por discos de filtro embebidos en gluconato de
clorhexidina al 0,12%

eIn vitro debido a que el estudio se realiz6 con medios de cultivo que
enriqguecen el crecimiento bacteriano, el cual se maneja en

laboratorios.

eEs transversal debido a que la observacion de variables fue en un

tiempo determinado y delimitado.

eEs prospectivo debido a que la recoleccion de datos depende de

los hechos ocurridos.

Es analitico debido a que se desintegraron cada uno de los temas a

tratar en la investigacion para obtener los objetivos planteados

eEs bibliografico ya que en esta investigacion es importante
basarnos en varios autores de textos, libros y articulos de revistas

indexadas que nos aporten informacién confiable.

3.2.2. Muestra

La seleccién de la muestra se realiz6 intencionalmente de una especie
de microorganismo puro: Streptococcus mutans ATCC 25175, se
comprobd la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas
de Schinus molle L. “Molle” a concentraciones del 500 y 1000 mg/mL,
agua destilada y gluconato de clorhexidina al 0,12%. Se realizé 20
repeticiones por cada sustancia con un tiempo de exposicién de 48 a 72

horas en el estudio.
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3.3. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO

3.3.1. Recoleccion, tratamiento y obtencion de las hojas de la especie de

Schinus molle L.”Molle”.

3.3.1.1. Recoleccion de la muestra vegetal
La muestra se recolect6 en la ciudad de Lima, distrito Surco (154
m.s.n.m.), las cuales fueron conservadas en condiciones 6ptimas
y requerimientos adecuados hasta su utilizacion para la

elaboracion del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L.

“Molle”. Aproximadamente se recolecto 5 kg de materia prima.

Figura 5. Recoleccion de la especie vegetal Schinus molle L. “Molle”
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3.3.1.2. Preparacion del extracto etanolico de las hojas de Schinus molle
L. “Molle”

Se uso6 5 kg de hojas frescas y limpias de Schinus molle L.”"Molle” se
procedié a licuar las hojas con alcohol al 70 %, se realizé una
maceracion etandlica durante una semana en un frasco ambar el
cual se agité diariamente, posteriormente se realizé el filtrado, el
extracto liquido obtenido se depositdé en una fuente de Pyrex y se
concentré en la estufa esterilizadora a calor seco modelo 5NE40,

marca Memmert a una temperatura de 40°C.

Figura 6. Lavado (1) y deshojado (2) de la especie Schinus molle L. “Molle”
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Figura 7. Licuado de las hojas de la especie Schinus molle L. “Molle”

Figura 8. Maceracion (1) y filtracion (2) del solvente destilado de la maceracién

de las hojas de Schinus molle L. “Molle”
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Figura 9. Extracto etandlico de las hojas de la especie de Schinus molle L.

“Molle”

36



Recoleccidn de las hojas de Schinus molle L.”Molle”

¥

Limpiar y deshojar las
hojas frescas.

Licuar las hojas.

¥

Macerar el licuado de las hojas con etanaol de
70° por una semana.

}

r ™)
Filtrar la solucion etandlica.

. w
r 1 “
Secar la solucién etandlica en la
estufa a 40°C.

\ J

|

Obtencidn del extracto etandlico
seco y concentrado.

l l

Analisis cualitativo del Prueba de
extracto etandlico de solubilidad.
las hojas de Schinus

molle L"Molle” l
l’ Solventes de
diferentes

Comprobar la
presencia de
metabolitos

polaridades

Figura 10. Andlisis cualitativo y prueba de solubilidad del extracto etandlico de

las hojas de Schinus molle L. “Molle”
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3.3.2. ANALISIS CUALITATIVO DE LAS HOJAS DE Schinus molle L.

“Molle”

3.3.2.1. Pruebade solubilidad.

La prueba de solubilidad permite conocer el comportamiento
del extracto en soluciones de diferente polaridad.®?

En 10 tubos de ensayo se coloc6 20 mg del extracto
etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”, se le
agrego6 a cada uno de los tubos 1 mL. del solvente asi como:
Agua destilada, etanol, metanol, N-butanol, acetato de etilo,
éter etilico, acetona, benceno, éter de petroleo, cloroformo.
Se agitd y se observo los resultados como se muestra en la

Tabla 2 y figura 23.

3.3.2.2. Analisis cualitativo

Se realizO para la deteccion preliminar de los diferentes
constituyentes quimicos del extracto etandlico, basado en la

aplicacion de pruebas de coloracién y precipitacion.®

Se solubiliz6 20 mg del extracto de las hojas de Schinus
molle L. “Molle” en etanol realizandose los siguientes
ensayos de coloracién y precipitacion observandose los

resultados mostrados en la Tabla 3 y figura 24-26
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Tabla 1. Reactivos utilizados en el analisis cualitativo del extracto etanélico

de las hojas de Schinus molle L. “Molle”

AICl; Flavonoides
Shinoda Flavonoides

FeClzal 1 % Compuesto fendlicos
Molish Carbohidratos totales
Draguendorff Alcaloides

Mayer Alcaloides

Popoff Alcaloides

Bertrand Alcaloides
Sonneschein Alcaloides

Wagner Alcaloides

Lierbermann-Bourchard

Esteroides y/o Triterpenos

Ninhidrina al 1 %

Grupo amino libre

Fehling Ay B

Azucares reductores
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3.3.3. ESTUDIO MICROBIOLOGICO

3.3.3.1. Actividad antimicrobiana

Método: Difusion de disco.1?

Técnica: Siembra en superficie.°

3.3.3.1.1.

3.3.3.1.2.

Obtencion de los microorganismos.

Se trabaj6 con una cepa de bacteria estandar de
Streptococcus mutans (ATCC® 25175) (American Type
Culture Collection). Producto disefiado solo para propdsito

de estudio en investigaciones cientificas in vitro.

Preparacién del medio de cultivo

Para el crecimiento de Streptococcus mutans (ATCC®
25175) (American Type Culture Collection). Se utilizé medios
enriquecidos como el Agar sangre, el cual es en donde
mejor se observa la actividad hemolitica de las especies.
Una vez escogido el medio previamente elaborado por el
laboratorio se procedié a rotular 20 cajas Petri las cuales

fueron utilizadas para la siembra.

" :
Sl i g . /
?) INSTITUTO NACIONAL DE sALUg
{ TR NACIONAL DE PRODU
3 BIOLOGICOS - DEPIV o
g OING DEsFIBRINADA
FRASCO X 50 mL- ¢
A SOD-152-19081
Y E AGOSTO 2016
", CE2° A 8°C

Ysar 1a totalidad de! ©

if’,ﬁ"

a"""“

Figura 11. Sangre de ovino desfibrinada controlada

40



Figura 12. Medios de cultivo Agar sangre

41



3.3.3.1.3. Inoculacion bacteriana.
Se prepard de acuerdo al tubo N° 0,5 de la escala de Mc
Farland. Se obtiene al tocar con un hisopo estéril la

superficie de una o varias colonias de cepas bacterianas. Se
utilizé Streptococcus mutans (ATCC® 25175)

Figura 13. Cepa de Streptococcus mutans comparada a la escala de Mac Farland.
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Debido a las sustancias volétiles con las que trabajamos se procedio a inocular,
todas las cajas Petri de Agar sangre con la bacteria, utilizando el hisopado, es
decir que un hisopo se tomo cierta cantidad de bacterias y se procedid a

realizar el sembrado en tres direcciones.

Figura 14. Inoculacién de placas Petri con Streptococcus mutans (ATCC® 25175)
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3.3.3.1.4. Discos de sensibilidad

El disco estandar se prepar6 con papel filtro WATMAN N°10 de 6
mm de diametro y posteriormente se procedié a esterilizar. Su
almacenamiento fue a temperatura ambiente antes de colocar sobre
la superficie de agar con una pinza estéril presionando suavemente
con la punta de la pinza para asegurar un contacto uniforme con el

agar, cuidando de no moverlos una vez colocados.

Figura 15. Discos de papel filtro WATMAN N°10

44



3.3.3.1.5. Preparacion de las sustancias en estudio.

Se utilizé el extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L.
“‘Molle” al 500 y 1000 mg/mL. Para realizar las diluciones en agua
destilada como agente disolvente . Asi mismo se utilizé gluconato de
clorhexidina al 0,12% como control positivo, y agua destilada como

control negativo.

Figura 16. Diluciones del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L.

“Molle” al 500 y 1000 mg/mL. Agua destilada (control negativo) y

gluconato de clorhexidina al 0,12%.
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3.3.3.1.6. Inoculacion de las sustancias en estudio.
Se tomo con la pipeta, 1mL de cada sustancia y se deposité en tubos
de ensayo estériles, rotulados con el nombre de cada sustancia a
utilizar para luego colocarlos en la gradilla. Posteriormente se utilizd
una micropipeta para colocar 0.2ul de sustancia que se colocé en el
disco de papel filtro, procedimiento que se repitié en todos los discos
con todas las sustancias a analizar. Se procedi6é a sembrar los discos
de papel filtro en las placas Petri, segun la rotulacién que
correspondia en ella con cada sustancia. Finalmente las placas se

llevaron a incubacion a 37°C, por 48 y 72 horas respectivamente.

Figura 17. Proceso de inoculacion de discos de papel filtro embebidos de la

sustancia de estudio en placas petri.
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Figura 18. Material limpio y estéril para la realizacion del estudio antimicrobiano
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Figura 19. Discos de papel filtro embebidos con las sustancias de estudio.

Figura 20. Colocacién de los discos de papel filtro embebidos con las sustancias

de estudio.
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Figura 21. Incubacion de las placas Petri en jarra anaerobia a 37°C.

Figura 22. Estufa esterilizadora a calor seco circulacién natural de aire, modelo

5NE40, marca Memmert - Alemania
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4.1.

IV. RESULTADOS

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

El extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle” es soluble en

agua destilada y etanol e insoluble en solvente apolares. Tabla 2 y Figura

23.

Tabla 2. Prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de

Schinus molle L. “Molle” (20mg del extracto de hojas /1mL del solvente).

Agua destilada +
Etanol +
Metanol +
N-butanol -

Acetato de etilo -
Eter etilico -
Acetona -
Benceno -

Cloroformo -

Eter de petroleo -

Leyenda: Soluble (+), Insoluble (-)
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Figura 23. Prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”
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4.2. ANALISIS CUALITATIVO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS

DE Schinus molle L.”Molle”

Se realizd el analisis cualitativo del extracto etandlico de las hojas de

Schinus molle L.”"Molle” el cual presenta metabolitos primarios los cuales

son los azucares reductores asi como también el grupo amino libre y los

secundarios que son los compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides y

ausencia de saponinas.

Tabla 3. Andlisis cualitativo del extracto etandlico de las hojas de Schinus

molle L. “Molle” (20mg del extracto de hojas /1mL del solvente).

AICl3 Flavonoides
Shinoda Flavonoides

FeClsal 1 % Compuesto fendlicos
Molish Carbohidratos totales
Draguendorff Alcaloides

Mayer Alcaloides

Popoff Alcaloides

Bertrand Alcaloides
Sonneschein Alcaloides

Wagner Alcaloides
Lierbermann-Bourchard Esteroides y/o Triterpenos
Ninhidrina al 1 % Grupo amino libre
Fehling Ay B Azlcar reductores

Leyenda: Presencia (+), Ausencia (-)

+
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Figura 24. Reconocimiento de flavonoides del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”
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Figura 25. Reconocimiento de alcaloides del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”
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Figura 26. Identificacion de metabolitos presentes en el extracto etandélico de las hojas de Schinus molle L. “Molle”
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4.3. ACTIVIDAD MICROBIANA

4.3.1. Medicion del diametro de los halos de inhibicién de crecimiento
bacteriano

Para la medicién de los halos se utilizé el instrumento vernier “Caliper®.

Se verificé cada una de las fichas para evitar errores u omisiones en

los datos que pudieran perjudicar la investigacion.

Figura 27. Medicion de los halos de inhibicion con el instrumento vernier “Caliper®
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Figura 28. Halos de inhibicion de gluconato de clorhexidina al 0,12%, extracto etandlico de Schinus molle L. “Molle” al 500 y

1000 mg/mL y agua destilada. A las 48 horas de exposicion.
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Figura 29.Halos de inhibicién de gluconato de clorhexidina al 0,12%, extracto etandlico de Schinus molle L. “Molle” al 500 y

1000 mg/mL agua destilada. A las 72 horas de exposicion.
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4.4.

4.5.

TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS DE
RESULTADOS

Se efectué una ficha de datos en donde se anotaron los resultados del
método de difusion en placas con discos de papel filtro. La recoleccion de

los datos se realiz6 de forma manual y vision directa.

Para la interpretacion de los resultados en la evaluacion de tipo cuantitativa
se tom6 como referencia los diametros de halo de inhibicion y para la
interpretacion de los resultados en la evaluacion de tipo cualitativa se tomo
como referencia la escala de Duraffourd (utilizada para determinar
cualitativamente el efecto inhibitorio in vitro, segun diametro de

inhibicion).3t

l. Nula (-) si es inferior o igual a 8 mm
Sensible (Sensible =+) de 9 a 14 mm

Muy sensible (muy sensible = ++) de 15a 19 mm

WD

Sumamente sensible (S.S=+++) si fue igual o superior a 20 mm.3!

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se realiz6 el estudio in vitro en la especie bacteriana: Streptococcus
mutans ATCC 25175, de la actividad antimicrobiana del extracto etandlico
de las hojas de Schinus molle L. “Molle”, gluconato de clorhexidina y agua
destilada trabajandose 20 repeticiones por cada sustancia a las 48 y 72

horas. Comprobandose sensibilidad de la bacteria mencionada.
Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas realizadas al Schinus

molle L. “Molle” en estudio han sido agrupados en tablas y graficos, para la

mejor interpretacion de los resultados que se detallan a continuacion.
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45.1. Datos estadisticos

Evaluacion de la susceptibilidad de la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175 por método de difusion en placas con discos de papel

filtro, impregnados en: Gluconato de clorhexidina 0,12 %, extracto

etanodlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle” a concentraciones

de 500 y 1000 mg/mL y agua destilada.

Tabla 4. Datos estadisticos de los halos de inhibicion de gluconato de

clorhexidina 0,12 %, extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. “Molle” a

concentraciones de 500 y 1000 mg/mL; y agua destilada en 48 y 72 horas

SCHINUS MOLLE

SCHINUS MOLLE

CLORHEXIDINA 0.12 % 1000 mg/mL 500 mg/mL AGUA
48H | 72H 48H | 72H 48H ‘ 72H 48H 72H
i HALOS DE INHIBICION | HALOS DE INHIBICION HALOS DE INHIBICION | HALOS DE INHIBICION
REPETICION (mm) mm) (mm) (mm)
1 16 17 13 14 12 12 0 0
2 17 17 14 14 13 13 0 0
3 15 16 14 14 13 13 0 0
4 17 17 13 14 13 13 0 0
5 16 17 12 13 12 13 0 0
6 15 16 14 14 11 12 0 0
7 16 16 12 13 11 12 0 0
8 16 16 13 13 12 13 0 0
9 18 18 14 14 11 12 0 0
10 17 17 13 14 12 13 0 0
11 15 16 12 13 13 13 0 0
12 15 16 13 13 13 13 0 0
13 17 17 13 13 12 12 0 0
14 17 17 14 14 11 12 0 0
15 18 18 13 13 12 12 0 0
16 18 18 13 13 12 12 0 0
17 17 17 14 14 13 13 0 0
18 16 16 12 13 13 13 0 0
19 17 17 12 13 13 13 0 0
20 18 18 14 14 12 13 0 0
MEDIA 16,55 16,85 13,1 13,5 12,2 12,6 0 0
DES. STAN 1,05006 | 0,7452 |0,78807 | 0,512989 |0,767772|0,502625 0 0
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En la Tabla 4. Se presenta las medidas de los halos de inhibicibn ante las

sustancias empleadas en el estudio, frente a la cepa de Streptococcus mutans

ATCC 25175, mediante el método de difusién en disco en milimetros, para efectos

del trabajo estadistico para cada grupo de sustancias se determiné el valor de la

media, desviacion tipica.

45.1.1. Mediade halos de inhibicién alas 48 horas

La siguiente figura describe la distribucion de las medias de halos de
inhibicion en base al efecto del gluconato de clorhexidina al 0,12 %,
extracto etanolico de las hojas de Schinus molle L. “Molle” a
concentraciones de 500 y 1000 mg/mL; y agua destilada empleados
en el estudio frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175. A las 48 horas.

HALOS DE INHIBICION (mm)

[EnY
[ee]

[EEY
(o2}

[ =Y
n

[EY
N

[EnY
o

(0]

16.55
13.1
0
Clorhexidina Schinus Schinus Agua
0.12% molle 1000 molle 500
mg/mL mg/mL

CONCENTRACION DEL EXTRACTO

Figura 30. Media de halos de inhibicién a las 48 horas
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En la figura 30. Se muestra la media de los halos de inhibicion producido por las
sustancias en estudio a las 48 horas frente a la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175, provocando una tendencia superior de gluconato de clorhexidina al
0,12 % con una media de 16,55 mm, seguido del extracto etandlico de las hojas
de Schinus molle L. al 1000 mg/mL presentado una media de 13,10 mm, extracto
etanolico de las hojas de Schinus molle L. al 500 mg/mL con 12,20 mm y agua

destilada con 0 mm.

451.2. Mediade halos deinhibiciéon alas 72 horas

18 16.85
16
E 14 135
(Z) 12
@)
o 10
T
Z 8
L
8 6
S
<
I
2
0
0
Clorhexidina Schinus molle Schinus molle AGUA
0.12% 1000 mg/mL 500mg/mL
CONCENTRACION DEL EXTRACTO

Figura 31. Media de halos de inhibicion a las 72 horas

En la figura 31. Se muestra la media de los halos de inhibicién producido por las
sustancias en estudio a las 72 horas frente a la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175, provocando una tendencia superior de gluconato de clorhexidina al
0,12 % con una media de 16,85 mm, seguido del extracto etandlico de las hojas
de Schinus molle L. al 1000 mg/mL presentando una media de 13,50 mm,
extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L. al 500 mg/mL con 12,60 mm y

agua destilada con 0 mm.
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4.5.1.3. Grado de sensibilidad segun Duraffourd a las 48y 72 horas.

Determinar el grado de sensibilidad de Streptococcus mutans ATCC 25175 frente
a las sustancias en estudio a distintas concentraciones en 48 y 72 horas de

exposicion.

Tabla 5. Grado de sensibilidad segun pautas de Duraffourd.3!

GRADOS DE SENSIBILIDAD DURAFFOURD

Sustancias Tiempo de @ Sensibilidad = Sensible Muy Sumamente
exposicion = nulamenos @ entre9a @ sensible sensible de
de 8 mm. 14 mm. entre 15y 20 mm a
19 mm. mas.
Gluconato de ' 48 HORAS 16,55
clorhexidina 0,12 %
Extracto Schinus molle L 48 HORAS 12,2
500 mg/mL
Extracto Schinus molle L | 48 HORAS 13,1
1000 mg/mL
Agua (control negativo) 48 HORAS 0
Gluconato de ' 72 HORAS 16,85
clorhexidina 0,12 %
Extracto Schinus molle L = 72 HORAS 12,6
500 mg/mL
Extracto Schinus molle L | 72 HORAS 13,5
1000 mg/mL

Agua (control negativo) 72 HORAS 0

En latabla 5 se observa el analisis cualitativo segun las pautas de Duraffourd que
indican el grado de sensibilidad de las sustancias empleadas segun el tiempo de
exposicidén, donde se mostré que dentro de los rangos de sensibilidad de 9 mm a
16 mm (sensible y muy sensible), el extracto de Schinus molle L al 500 y 1000
mg/mL y el gluconato de clorhexidina al 0,12 % no tiene una significativa
diferencia, debido a que se encuentran separadas por distancia de medias de
halos de inhibicion muy cortos podemos concluir que el grado de sensibilidad
entre dos sustancias de estudios es similar en cuanto a sus caracteristicas

cualitativas.
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4.5.2. Andlisis de datos
Se utilizé el programa SPSS® 22 , programa estadistico que permitié obtener
referencias y calculos estadisticos, utilizando estadistica no paramétrica bajo
pruebas de normalidad Kolmogorov - Smirnov y Shapiro — Wilk.

Tabla 6. Pruebas de normalidad Kolmogorov - Smirnov y Shapiro — Wilk de las

muestras en estudio obtenido de SPSS® version 22

Pruebas de normalidad®-°

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Estadistico o] Sig.* Estadistico Gl Sig.*
Gluconato de clorhexidina 0,216 20 0,015 0,880 20 0,018
0,12 % 48 HORAS
Extracto Schinus molle L. 1000 0,223 20 0,010 0,809 20 0,001
mg/mL 48 HORAS
Extracto Schinus molle L. 500 0,251 20 0,002 0,800 20 0,001
mg/mL 48 HORAS
Gluconato de clorhexidina 0,230 20 0,007 0,809 20 0,001
0,12 % 72 HORAS
Extracto Schinus molle L. 1000 0,335 20 0,000 0,641 20 0,000
mg/mL 72 HORAS
Extracto Schinus molle L. 500 0,387 20 0,000 0,626 20 0,000
mg/mL 72 HORAS

*p<0,05

La Tabla 6. Se muestra la prueba de Shapiro-Wilk, donde se tiene que los valores
de significancia son menores que 0,05 (95 % de confiabilidad), por ello se rechaza
hipétesis nula (Ho) para todas las muestras debido a que menciona que las
muestras proceden de poblaciones con la misma distribucién de probabilidad
(Medias similares), por lo tanto se toma la hipétesis alternativa (Ha) donde

ninguna de las sustancias proviene de una poblacién con distribucién normal.
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V. DISCUSION

En la presente investigacion de tipo experimental in vitro se buscé comprobar la
actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L.
“Molle”, para ello se realizd concentraciones de 500 y 1000 mg/mL del extracto
etanodlico de las hojas de Schinus molle L, gluconato de clorhexidina al 0,12 %
como control positivo y agua destilada como control negativo sobre Streptococcus
mutans “ATCC 25175”, basandonos en estudios de Rivadeneira D. (2015)*
donde determiné que el aceite esencial de Schinus molle L. presenta efecto

antimicrobiano ante cepas de Streptococcus mutans .

En la tabla 2 de la prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de
Schinus molle L. “Molle”, se observé que la muestra es soluble en agua destilada,
etanol y metanol por lo que se deduce que los componentes quimicos son de
estructura y naturaleza polar, cabe sefialar que estos resultados coinciden con los
parametros descritos por la Autora Olga Lock de Ugaz “Investigacion

Fitoquimica”.®?

La Tabla 3 muestra los resultados del andlisis cualitativo del extracto etandlico de
las hojas de Schinus molle L. “Molle”, donde se encontré6 la presencia de
diferentes metabolitos como: flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides,
esteroides y/o triterpenos, carbohidratos totales y azucar reductores, resultados
similares fueron encontrados por Herrera N. (2013)8 quien trabaj6 con la corteza y

hojas de Schinus molle L. “Molle”.

Segln Herrera N. (2013)8 la actividad antimicrobiana de las hojas de Schinus
molle L. “Molle”, se debe a que los flavonoides son pigmentos vegetales que
posee un esqueleto carbonado, tiene actividad antimicrobiano debida
probablemente a su habilitada para formar complejos con las proteinas solubles y
extracelulares y complejo con la pared bacteriana, y los alcaloides, constituyen un
grupo heterogéneo de bases nitrogenadas, la mayoria contiene un anillo
aromatico y su efecto antimicrobiano puede estar relacionado con la capacidad

gue presenta para inhibir la biosintesis de acidos nucleicos.
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En la presente investigacion se trabajé con cepa estandar de Streptococcus
mutans principal bacteria implicada en el proceso de caries dental coincidente con
el estudio realizado por Huertas M. (2015)33 donde evidencia que existe un gran
namero de métodos para determinar el efecto antibacteriano dentro de los cuales
el més utilizado es el de difusién en agar. Esta técnica estad basada en el método
de Kirby-Bauer que se puede realizar a través de discos. El método de difusién en
agar con discos se realiza utilizando el papel filtro Whatman .

Se utiliz6 una suspension bacteriana de Streptococcus mutans en una
concentracion que se ajustd de acuerdo con el Standard de McFarland 0,5 y esto
garantiz6 que la cantidad de bacterias inoculadas en cada placa sea la misma.2

En los datos obtenidos segun se muestra en la tabla 4 indican la evidencia accion
antimicrobiana que presenta el extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L.
“‘Molle” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 donde las medias inhibitorias
de concentracion mas altas a las 48 y 72 horas fueron por el gluconato de
clorhexidina al 0,12 % a 16,55 mm y 16,85 mm respectivamente, seguida del
extracto etandlico de Schinus molle al 1000 mg/mL con una media de inhibicion a
las 48 y 72 horas de 13,1 mm y 13,5 mm respectivamente, segun Herrera N.
(2013)® observé que a medida que aumentan las concentraciones de extracto
hidroalcoholico de hojas de Schinus molle L. “Molle” aumenta el diametro del halo
de inhibicion de crecimiento de Streptococcus. Sin embargo es necesario tener en
cuenta que la composicion de los extractos vegetales pueden variar incluso dentro
de una misma especie debido a la localizacion geografica, estado de crecimiento

de la planta y condiciones de siembra.

En la tabla 5, indican el grado de sensibilidad de las sustancias empleadas segun
las pautas de Duraffourd, donde se mostrd que el extracto de Schinus molle L. al
500 y 1000 mg/mL presentan un grado de sensibilidad de 9mm a 14 mm
(sensible) y el gluconato de clorhexidina al 0,12 % tiene un grado de sensibilidad
de 15 a 19 mm (muy sensible), no tiene una significativa diferencia, debido a que
se encuentran separadas por distancia de medias de halos de inhibicion muy
cortos. La utilizacion de este andlisis se bas6 en el estudio de Rivadeneira D.

(2015)*° que estudi6 el potencial biosida del aceite esencial de Schinus molle L.
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“‘Molle” frente al gluconato de clorhexidina al 0,12 % sobre Streptococcus mutans,

usando los parametros de Duraffourd, encontrando diversa actividad

antimicrobiana.

No se hall6 halos de inhibicibn mayor a 20 mm; rango correspondiente, segun
Duraffourd, al valor (sumamente sensible), ya que extracto de Schinus molle L. a
1000 mg/mL se obtuvo como promedio 13,5 mm en 72 horas, lo que equivale en
la escala de Duraffourd (sensible), a diferencia del estudio de Herrera N. (2013)2
donde determinaron halos de inhibicibn mayores a 20 mm en concentracion de
1000 mg/mL.
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VI. CONCLUSION

Se comprobé la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de
Schinus molle L. “Molle” y sus concentraciones de 1000 mg/mL, con una media de
13,1 a 13,5 mm, de 500 mg/mL con una media de 12,2 mm a 12,6 mm, y
gluconato de clorhexidina al 0,12%, con una media de 16,55 mmy 16,85 mm, a

las 48 y 72 horas de exposicion respectivamente.

En el andlisis cualitativo del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L.
“Molle” se comprobd la presencia de los siguientes componentes quimicos como
flavonoides, alcaloides, esteroides y/o triterpenos, carbohidratos totales y

azucares reductores.

Se determiné la accion antimicrobiana que presenta el extracto etandlico de las
hojas de Schinus molle L. “Molle” al 500 y 1000 mg/mL, se comprueba que posee
similar accion antimicrobiana como el gluconato de clorhexidina al 0,12 % que se

encuentra en la industria farmacéutica.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacion de este estudio como base para futuras
investigaciones en cuanto al estudio fitoquimico, componentes y concentraciones
gue permitan establecer el uso de los efectos antimicrobianos que poseen las
hojas de Schinus molle L. “Molle”, ante productos quimicos.

Se debe valorar el uso que se ha dado a la especie vegetal Schinus molle L.
“‘Molle”, por nuestros antepasados en el campo medicinal, por lo tanto se
recomienda la utilizacion de la misma para el tratamiento antimicrobiano en el
area Farmacéutica desde una perspectiva médica alternativa, enfocada
principalmente a regiones rurales donde el uso de medicamentos es escaso, por

las condiciones geograficas o econdémicas.

Se recomienda la utilizacion del extracto etanolico de las hojas de Schinus molle
L. “Molle” como principio activo para la elaboracion de colutorio bucal siendo esta

una alternativa natural.
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ANEXOS 1.

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

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Historia
Natural

“Afio de la Consolidacién del Mar de Grau”

CONSTANCIA N°216-USM-2016

EL JEFE (E) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

_La muestra vegetal (planta completa) recibida de Claudia Elizabeth CLEMENTE
SOTTECCANI y Rosmery PAUCAR LOPEZ, estudiantes de la Universidad Privada
NORBERT WIENER ha sido estudiada y clasificada como: Schinus molle L., tiene la
siguiente posicion taxonémica, segln el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE
ORDEN: SAPINDALES
FAMILIA: ANACARDIACEAE
GENERO: Schinus

ESPECIE: Schinus molle L.

Nombre vulgar: molle
Determinado por: Asuncién Cano Echevarria
Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de estudios.

Fecha, 05 de octubre de 2016
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