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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, de tipo experimental, de enfoque cuantitativo y
nivel explicativo se desarrollé con el propdsito de comprobar el efecto antibacteriano
in vitro del aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona)
sobre Staphylococcus aureus, la planta fue recolectada de la provincia de Otuzco,
departamento de la Libertad. El aceite esencial se extrajo a traves del método de
arrastre de vapor, se obtuvo 18 ml para la preparacion de las distintas concentraciones
del 5%, 25%,50% y 75%. En la metodologia se utilizo el diluyente Tween 80 al 6%
en el grupo blanco, y para el control estandar amikacina para comparar el efecto
antibacteriano con las distintas concentraciones del aceite esencial de hojas y tallos de
Peperomia inaequalifolia (congona). EI promedio del grupo blanco fue de 6.0+ 0.0
mm este valor corresponde al diametro del disco, no produjo inhibicion sobre S.
aureus, en el control estandar tuvo un valor al 23.5 + 0.97 mm con amikacina, el cual
presentd un mayor efecto sobre la bacteria Staphylococcus aureus; sin embargo, los
didmetros de halo de inhibicion respectivamente para las concentraciones del 5%,
25%, 50% y 75% fueron del 12.39 + 0.11 mm, 13.42 £ 0.72 mm, 14.46 £0.74 mm y
16.39 +£0.78 mm demostrando mediante la prueba de ANOVA (p<0.05) una diferencia
significativa en la comparacion de grupos. Se concluye que la bacteria Staphylococcus
aureus es sensible al menos a una de las cuatro; siendo esta del 75% del aceite esencial

de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia “congona”

PALABRAS CLAVES: Aceite esencial, Efecto antibacteriano, Peperomia

inaequalifolia y Staphylococcus aureus



ABSTRATC

The present research work, of an experimental type, of quantitative approach and
explanatory level was developed with the purpose of checking the in vitro antibacterial
effect of the essential oil of leaves and stems of Peperomia inaequalifolia (congona)
on Staphylococcus aureus, the plant was collected from the province of Otuzco,
department of Freedom. The essential oil was extracted through the steam entrainment
method, 18 ml was obtained for the preparation of the different concentrations of 5%,
25%, 50% and 75%. In the methodology, the 6% Tween 80 diluent was used in the
white group, and for the standard control amikacin to compare the antibacterial effect
with the different concentrations of the essential oil of leaves and stems of Peperomia
inaequalifolia (congona). The average of the white group was 6.0 £ 0.0 mm. This value
corresponds to the diameter of the disc, did not produce inhibition on S. aureus, in the
standard control it had a value at 23.5 + 0.97 mm with amikacin, which had a greater
effect on the Staphylococcus aureus bacteria; however, the halo inhibition diameters
respectively for the concentrations of 5%, 25%, 50% and 75% were 12.39 £ 0.11 mm,
13.42 £0.72 mm, 14.46 £ 0.74 mm and 16.39 £ 0.78 mm demonstrating by the test of
ANOVA (p <0.05) a significant difference in the comparison of groups. It is concluded
that the Staphylococcus aureus bacteria is sensitive to at least one of the four; being
75% of the essential oil of leaves and stems of Peperomia inaequalifolia “congona”

KEY WORDS: Essential oil, Antibacterial effect, Peperomia inaequalifolia and

Staphylococcus aureus
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. INTRODUCCION

La dermatosis es causada por Staphylococcus aureus que incluyen infecciones
generalizadas o exantemas que pueden infectar la piel penetrando directamente o
a través de la via respiratoria, digestiva o conjuntiva. La piel es el factor
fundamental de defensa contra organismos patogenos. Debido a que nuestro
sistema inmunoldgico esta reforzado para poder contrarrestar cualquier tipo de

microorganismos @.

El Staphylococcus aureus es un microorganismo coagulasa positivo, es un
componente persistente de la flora microbiana en el 10 al 20% de la poblacion.
Estas bacterias se acumulan de preferencia en las cavidades nasales, axilas y
manos, produce diversos elementos celulares y productos extracelulares que
intervienen a su patogenicidad. En medios de cultivo incrementan después de 18-
24 horas de incubacion produciendo colonias de 1 a 3 mm de didmetro. formando
una consistencia cremosa, con coloracién amarillenta o dorada, debida a la
produccion de un pigmento carotenoide; sin embargo, la mayoria tienen un halo
de B - hemdlisis o hemolisis completa en torno de la colonia, cuando crecen en

medios de cultivo con sangre @.

A pesar de los avances diagnosticos y terapéuticos de las Ultimas décadas, las
infecciones por Staphylococcus aureus siguen teniendo una elevada morbilidad y
mortalidad .Por otro lado, la aparicion y diseminacion de cepas resistentes a los
antimicrobianos de primera linea de tratamiento en estas infecciones, en especial
la cloxacilina, han condicionado una enorme dificultad terapéutica y han

contribuido a mantener unas cifras elevadas de mortalidad, en parte, por la demora



en la administracion de un tratamiento adecuado en la mayoria de infecciones

graves.

La eleccion de un tratamiento apropiado con un farmaco con actividad bactericida
para mejorar el prondstico de esta enfermedad son los betalactdmicos una
excelente actividad frente Staphylococcus aureus, constituyendo el tratamiento
alternativo en la mayoria de los pacientes. En los Gltimos afios, se ha incorporado
a la terapéutica un nimero relevante de nuevos antibioticos con buena actividad
frente Staphylococcus aureus, tanto sensibles como resistentes a la cloxacilina,
aunque su papel en el tratamiento de las infecciones estafilococicas aun no se ha

definido de forma completa ©.

En el momento actual, estan en periodo de investigacion clinica nuevas moléculas
de utilidad potencial para el tratamiento de las infecciones por grampositivos,
como el ceftobiprole, la dalvabancina y el doripenem. Todas ellas podrian tener
utilidad para terapias alternativas de infecciones producidas por Staphylococcus

aureus @,

La congona es una planta oriunda de la serrania libertefia muy destacada por sus
propiedades medicinales, siendo sus aceites esenciales de la droga vegetal o de la
planta entera una buena opcion para erradicar las bacterias Staphylococcus aureus
que afectan generalmente a la piel, de modo que permita disminuir las

enfermedades causadas por estas en los pacientes ).

El proyecto de investigacion consiste en reducir las infecciones bacterianas
producidos por S. aureus a personas gque sufran de soriasis y dermatosis en la piel.

Reducir el porcentaje de estas molestias dando una forma curativa, en forma de



crema, que es la congona, mediante sus aceites esenciales un efecto antibacteriano,
a traves de métodos de estudios, de modo que se plantee garantizar su actividad,
en la poblacion constituyendo un elemento fundamental, que disminuya el
crecimiento de las bacterias que causan infecciones severas logrando difundir su
poder curativo, ya que presenta menos reacciones adversas y de bajo costo. Es por
ello que se plantea la siguiente pregunta ¢Presentara efecto antibacteriano in vitro
del aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona) sobre

Staphylococcus aureus?

OBJETIVOS
Objetivo General:

v" Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas y tallos

de Peperomia inaequalifolia (congona) sobre Staphylococcus aureus
Objetivos Especificos:

v Determinar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones
del aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona),
a través del didametro de inhibicion del crecimiento de Staphylococcus

aureus.

v' Comparar el efecto antibacteriano de las diferentes concentraciones del
aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona) con

el efecto antibacteriano de amikacina sobre Staphylococcus aureus



1. REVISION DE LITERATURA

2.1.Antecedentes

Séez, en el afio 2018, en Perd, El estudio fue determinar el efecto de la
concentracion del aceite esencial de hojas Peperomia congona Sodiro sobre la
actividad antimicrobiana frente a bacterias ATCC. Para la obtencion del aceite
esencial se utilizé el método de un destilador semi-industrial se determino que las
diferentes concentraciones de 100%, 50%, 25% y 12,5% presenté actividad
antimicrobiana frente a S. aureus ATCC 29923 evidenciandose halos de inhibicion
con un promedio de 9.4mm, 9.33mm, 9.3mm, 9.3mm y frente Salmonella entérica
sv enteritidis ATCC 13076 con promedios de 9.21mm, 9.21mm, 9.17mm vy
9.15mm respectivamente. Se concluye que se atribuye al contenido de sus

componentes como Safrol y Bisabolol ©.

Sandoval, en el afio 2008, en Perd, Se realiz6 el muestreo de la Peperomia
galioides H.B.K. en tres temporadas diferentes del afio procedentes del Valle de
Aymaraes para extraer el aceite esencial de las hojas y tallo se us6 el método de
arrastre de vapor y se caracterizd6 mediante GC-MS y comparando el indice de
Kovats para identificar a cada compuesto y variacion a cada temporada. El aceite
esencial fue ensayado in Vitro para evaluar su actividad frente a 4 bacterias Gram
(+) y 4 Gram (-), solo demostro actividad antibacterial frente a bacterias Gram (+).
Ademas, el aceite esencial de Peperomia galioides H.B.K. estuvo conformado por
monoterpenoides y sesquiterpenoides, siendo los compuestos principales:

Globulol, Limoneno, Cariofileno en promedio de este efecto (.



Carvajal et al, en el afio 2012, en Ecuador, El estudio fue caracterizar
quimicamente y valorar la actividad antimicrobiana y antimicdtica del aceite
esencial de Peperomia inaequalifolia congona. Durante el estudio se investigaron
sus caracteristicas taxondmicas y etnobotanicas, se extrajo el aceite esencial por
hidrodestilacién con trampa de clevenger, cuyo rendimiento fue del 0,116%.
permitio evaluar ciertas propiedades fisico-quimicas como son: indice de acidez,
refraccion y peso especifico que arrojaron resultados similares a los que poseen
plantas de la misma familia o género. Asimismo, se caracterizé su composicién
quimica, por medio de cromatografia de gases acoplada a masa, la cual mostré que
el aceite posee 10 compuestos, siendo los mas abundantes safrol, Miristicina,

Elemisina y a-Bisabolol ®.



2.2. Bases Tedricas

Planta medicinal

Especies vegetales que producen sustancias que ejercen accion farmacoldgica,
teniendo por fin primordial o especifico servir como medicamento que alivie la

enfermedad y restablezca la salud del individuo ©.
Droga vegetal

Parte de la planta que contiene sustancias bioldgicas activas con actuacién

farmacoldgica para su uso terapéutico ©.
Principio activo

Componentes secundarios encontrados en la sustancia, cual efecto farmacolédgico

permite tratar o curar una enfermedad 9.
Extracto vegetal

Es el producto de consistencia liquida, solida o intermedia, obtenido a partir de la
droga vegetal que contiene los principios activos que son empleados en los campos

tecnoldgicos para el desarrollo de productos farmacéuticos %),
Aceite esencial

Son mezclas de muchos componentes volatiles de forma que se evaporan a

temperatura ambiente se obtienen por destilacion 2.

Método de extraccion



Técnicas de separacion utilizadas en el laboratorio quimico para la obtencion de
compuestos a parir de la droga vegetal buscando un elevado rendimiento del

producto deseado 3.
Metabolitos secundarios

Se dividen especialmente en grupos taxonomicos, con propiedades biologicas, que
desempefian diversos usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas,

herbicidas, perfumes o colorantes, etc 4.

Peperomia inaequalifolia

Definicion:

Planta medicinal, de 50 cm de altura, tallo cilindrico, y ramificado. hojas de color
verde brillante, redondas, verticiladas, de mayor tamafio las basales que las

superiores, opuestas y con el margen entero y flores de color verdoso y dan lugar

a un fruto pequefio 9.

Habitat

Crece en lugares hiumedos de la Sierra, se requiere de suelo fértil, con buen drenaje,
debe tener exposicion directa al sol 19,

Composicion quimica

El aceite esencial de la congona se caracteriza por sus cantidades importantes de
miristicina, elimicina, alfa-bisabolol y safrol. poseen efectos calmantes y

cicatrizantes, también usados para tratar infecciones como la otitis 7.



Toxicidad

Estudia los efectos indeseables del medicamento sobre el organismo, debido a su

administracion o a la aplicacion de dosis mayores a las toleradas por el paciente

(18)
Nombre cientifico

Staphylococcus aureus

Esta bacteria es el agente causal de la mayoria de las infecciones estafilococicas y
estd asociada a enfermedades tanto nosocomiales como extra hospitalarias
incluyen osteomielitis, neumonia, sepsis, endocarditis y sindrome de la piel

escaldada (19,
Factores de virulencia

Mecanismos con los que cuenta un microorganismo, que pueden dafar
directamente los tejidos o poner en marcha actividades biologicas destructivas,

responsables de los sintomas caracteristicos de muchas enfermedades 9.
Resistencia a agentes fisicos y quimicos

Resistente a condiciones ambientales normales, amplio de durar incluso 3 meses
en un cultivo a temperatura ambiente, pero muere a temperaturas mayores de 60
°C por 1 hora. En cuanto a los agentes quimicos, es sensible a los desinfectantes y

antisépticos, que lo matan en pocos minutos @Y.



I11.  HIPOTESIS

Hipdtesis alternativa (H1):

v" El aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona),

tiene actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus.

Hipdtesis nula (HO):

v" El aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona),

no tiene actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus



IV. METODOLOGIA

4.1.Disefo de la investigacion
El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, transversal, de
enfoque cuantitativa. Utilizando el método de disco de difusion o Kirby-bauer,

para la prueba de sensibilidad antibacteriana, referidos a continuacion.

Control blanco:

Conformado por 5 placas con cultivos de Staphylococcus aureus en medio de Agar
Muller-Hinton y con 5 discos por cada placa conteniendo el solvente de dilucién
Tween 80 al 6%, se incubo por un tiempo de 24 horas a temperatura de 37 °C,

transcurrido el tiempo determinado se realizé la lectura de los halos de inhibicién.

Control estandar farmacoldgico:

Conformado por 5 placas con cultivos Staphylococcus aureus en medio de Agar
Muiller-Hinton y con 5 discos de 25 ul de solucion inyectable amikacina 500 mg
colocados a cada placa, se incubo por un tiempo de 24 horas a temperatura de 37
°C, transcurrido el tiempo determinado se realizd la lectura de los halos de
inhibicion.

Grupo experimental 1:

Conformado por 5 placas con cultivos Staphylococcus aureus en medio de Agar
Muiiller-Hinton y con 5 discos por cada placa de 25 ul del aceite esencial de hojas
y tallos de Peperomia inaequalifolia al 5%, se incubo por un tiempo de 24 horas a
temperatura de 37 °C, transcurrido el tiempo determinado se realizo la lectura de

los halos de inhibicion.

10



Grupo experimental 2:

Conformado por 5 placas con cultivos Staphylococcus aureus en medio de Agar
Muiller-Hinton y con 5 discos por cada placa de 25 ul del aceite esencial de hojas
y tallos de Peperomia inaequalifolia al 25%, se incubo por un tiempo de 24 horas
a temperatura de 37 °C, transcurrido el tiempo determinado se realizo la lectura de

los halos de inhibicion.

Grupo experimental 3:

Conformado por 5 placas con cultivos Staphylococcus aureus en medio de Agar
Muiller-Hinton y con 5 discos por cada placa de 25 ul del aceite esencial de hojas
y tallos de Peperomia inaequalifolia al 50%, se incubo por un tiempo de 24 horas
a temperatura de 37 °C, transcurrido el tiempo determinado se realizo la lectura de

los halos de inhibicion.

Grupo experimental 4:

Conformado por 5 placas con cultivo de Staphylococcus aureus en medio de Agar
Muiller-Hinton y con 5 discos por cada placa de 25 pl del aceite esencial de hojas
y tallos de Peperomia inaequalifolia al 75%, se incubo por un tiempo de 24 horas
a temperatura de 37 °C, transcurrido el tiempo determinado se realiz6 la lectura de

los halos de inhibicion.

4.2. Poblacion y muestra

a) Poblacion vegetal.

11



La planta Peperomia inaequalifolia (congona) es proveniente de la sierra Libertefia
_ provincia Otuzco. Crece en tierras planas, de valles fértiles bien drenados y

hamedos de origen aluvial para el crecimiento de la planta.

b) Muestra vegetal.

Para la recoleccion de material vegetal se visitara la provincia de Otuzco_sierra
Libertefia, donde se obtendra la planta Peperomia inaequalifolia (congona) para
nuestra muestra en especial las hojas y tallos de la droga vegetal, fueron

seleccionados bajo criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion:

o Hojas y tallos frescos de Peperomia inaequalifolia (congona), en buenas
condiciones organolépticas y libres de microorganismos.

o Hojas y tallos no expuestos a la luz solar del sol.

Criterios de exclusion:

o Hojas y tallos secos de Peperomia inaequalifolia (congona) que no

cumplieron con las caracteristicas organolépticas

c)Muestra bioldgica:

Se utiliz6 Staphylococcus aureus aislada e identificada a partir de una muestra
bioldgica, obtenido de la Universidad Nacional de Trujillo, Facultad de Ciencias
Biologicas, en el respectivo trabajo de investigacion se emple6 placas Petri y agar

en Muller-Hinton

Criterios de inclusion:

12



o Placas Petri debidamente esterilizadas, libres de algin contaminante que

pueda interferir en los resultados

Criterios de exclusion:

o Agar Miiller-Hinton con signos de contaminacion y dafio del material

bioldgico provocado directamente por la humedad.

13



4.3. Definicion y operacionalizacion de variables.

Variables

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicadores

Escala de medicién

Variable Independiente
El extracto del aceite

esencial de hojas y tallos

Son fracciones liquidas
volatiles que inhibe el

crecimiento  bacteriano,

Se utiliz6 el aceite
esencial en 4

concentraciones

Grupos experimentales al
5%,25%,50% y 75% del

aceite esencial de

Cualitativa nominal

Efecto antibacteriano in
vitro sobre

Staphylococcus aureus.

un farmaco o recurso
natural sobre una bacteria

sea matandola o

ya
haciendo maéas lento su

crecimiento.

medicion de los halos de
inhibicion en  cultivo
sobre Staphylococcus

aureus

inhibicién en Milimetros

(mm)

de Peperomia | generalmente destilables | diferentes Peperomia inaequalifolia
inaequalifolia (congona). | por arrastre con vapor de (congona)
agua
Variable Dependiente Capacidad que presenta | Se evalu6 mediante la | Diametro del halo de | Cuantitativa de razon

14




4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
a) Técnica: Extraccion del aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia
inaequalifolia (congona):
1. Para la extraccion se selecciono las hojas y tallos a emplear, con los menores
dafos posibles, evitando manchas, mohos, amarillamientos, y hojas muy

Secas.

2. Se llevo a lavado y posteriormente se redujo el material vegetal mediante
cortes para obtener un tamafio de particula adecuado para la extraccion.

3. Se llevo por el método de arrastre de vapor en lo cual se procedio a depositar
previamente cortadas 5.7 kg de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia
(congona) en el destilador, para ello se conecto el equipo de destilacion para
proceder con la extraccion, el cual incluyo la olla a presién con la respectiva
muestra vegetal con el agua destilada hasta la mitad de la olla unido a un
refrigerante longo de vidrio enlazado al condensador, se calentd durante de 6
horas, ya conseguido el resultado del hidrolato junto con el aceite esencial se
finaliz6 a la separacion a través de la pera de decantacion de las dos fases y
mediante esta técnica se obtuvo 18 ml de aceite esencial de hojas y tallos de
Peperomia inaequalifolia (congona), se almaceno en un frasco ambar y se
guardo6 a temperatura de 8 °C a fin de conservar sus caracteristicas hasta su
posterior utilizacion, el cual se divido en diferentes concentraciones al 5%,
25%, 50% y 75% para poder comprobar el debido efecto antibacteriano sobre

Staphylococcus aureus 2.
Dilucion del (Tween 80) al 6%

Se utiliz6 500 pl de Tween y se agregd 4500 pl de agua destilada.

15



Dilucion del aceite esencial de Peperomia inaequalifolia (congona) al 5%

Un 1 ml de aceite esencial de Peperomia inaequalifolia es el 100%, para
obtener la concentracion del aceite esencial al 5% se utilizé 0.05 ml. Se
necesitdo un volumen total de 700 ul (35 pl de aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia al 5% + 665 ul de Tween 80 al 6%) para el grupo de
experimentacion conformado por 5 placas conteniendo 5 discos cada uno. Se
administr6 a cada disco 25 pl (1.25 pl de aceite esencial al 5% + 23.75 ul de

Tween 80 al 6%)

Dilucién del aceite esencial de Peperomia inaequalifolia (congona) al 25%

Un 1 ml de aceite esencial de Peperomia inaequalifolia es el 100%, para
obtener la concentracion del aceite esencial al 25% se utiliz6 0.25 ml. Se
necesitdé un volumen total de 700 pl (175 pl de aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia al 25% + 525 pl de Tween 80 al 6%) para el grupo de
experimentacion conformado por 5 placas conteniendo 5 discos cada uno. Se
administro a cada disco 25 pl (6.25 pl de aceite esencial al 25% + 18.75 ul de

Tween 80 al 6%)

Dilucién del aceite esencial de Peperomia inaequalifolia (congona) al 50%

Un 1 ml de aceite esencial de Peperomia inaequalifolia es el 100%, para
obtener la concentracion del aceite esencial al 50% se utiliz6 0.50 ml. Se
necesitd un volumen total de 700 pl (350 pl de aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia al 50% + 350 ul de Tween 80 al 6%) para el grupo de
experimentacion conformado por 5 placas conteniendo 5 discos cada uno. Se
administro a cada disco 25 pl (12.5 pl de aceite esencial al 50% + 12.5 ul de

Tween 80 al 6%)
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Dilucion del aceite esencial de Peperomia inaequalifolia (congona) al 75%

Un 1 ml de aceite esencial de Peperomia inaequalifolia es el 100%, para
obtener la concentracion del aceite esencial al 75% se utiliz6 0.75 ml. Se
necesitd un volumen total de 700 pl (525 pl de aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia al 75% + 175 pl de Tween 80 al 6%) para el grupo de
experimentacion conformado por 5 placas conteniendo 5 discos cada uno. Se
administr6 a cada disco 25 pl (18.75 pl de aceite esencial al 75% + 6.25 pl de

Tween 80 al 6%) @3,
Meétodo de difusion de discos

El método mas utilizado en la evaluacion de la actividad antimicrobiana es el
ensayo Kirby — Bauer. Los discos empleados fueron impregnados del aceite
esencial de Peperomia inaequalifolia en diferentes concentraciones para
colocarlas en cada placa a una distancia establecida. Al ser sometidos a un
grado de incubacién de 37°C en 24 h. para Staphylococcus aureus, el aceite
esencial difundié radialmente desde el disco a través del agar, el cual la
concentracion disminuyo al extenderse y alejarse desde el punto de disco.
Llego a un punto en que el aceite esencial con actividad antibacteriana no
ejercera dicho efecto frente a los cultivos de Staphylococcus aureus. Se medio
el didmetro del area de inhibicién alrededor del disco, se pudo clasificar en
diferentes categorias de sensible, intermedio o resistente (S, | y R). Segun
especificaciones de la Asociacion Argentina de Fitomedicina, frente a
Resultados teoricos de la Concentracion Minima Inhibitoria son

o Positivo: Si el radio del halo es mayor a 9mm (Didmetro > a 18 mm)
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o Actividad Intermedia: Si el radio del halo es de 6-9 mm (Diametro entre
12-18 mm)
o Negativo (sin actividad): Si el radio del halo es inferior a 6mm (Diametro

<al2mm)®),
Preparacion del medio de cultivo:

Para el cultivo de bacterias, el medio adecuado para su crecimiento es el agar
Muiller-Hinton. La composicién del medio de cultivo, Agar Miller-Hinton
(Caseina acida hidrolizada 17.5¢g/L, Pasta de extracto de corazén 5.0g/L,
almidon 1.5¢/L, Agar 12.0g/L.). Para la preparacion se procedio a pesar 349
del medio deshidratado en un litro de agua destilada y se ajustara a un pH 7.4
Luego se dejé embeber de 10 a 15 minutos, se comenzo a calentar con
agitacion fuerte y constante y se llevd a hervir durante 1 minuto. A
continuacion, se procedio a esterilizar en autoclave a 121°C durante 15
minutos, se dejo enfriar hasta que llegd a una temperatura entre 45°-50°C y se
procedio a distribuir de 25 a 30 ml en las placas Petri, de manera que el grosor

del agar en la placa sea de 4 mm. @3,
Preparacion del in6culo para Staphylococcus aureus:

De una placa de cultivo con agar no selectivo e incubada por 18-24horas, con
ayuda de un hisopo estéril, se seleccionan colonias aisladas y se prepara una
suspension directa en solucion salina. La suspension debe ser inmediatamente
ajustada a la escala 0.5 de Mc. Farland. Esta solucion tendra una concentracion

de 1x108 - 5x108 UFC/ml 23,
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b) Ejecucidn de ensayos:

1. Se realizo a meter el hisopo estéril en el indculo bacteriano preparado, de
modo de empaparlo totalmente. Antes de quitarlo se escurrié sobre las paredes
del tubo para apartar la abundancia de liquido del mismo.

2. Se sembrd en agar de Muller-Hinton de manera de conseguir un crecimiento
confluente, para lo cual se estrio con el hisopo en forma paralela y bien
compacta abarcado toda la superficie de la misma. Luego se repitid el
procedimiento rotando la placa 60° en dos oportunidades mas.

3. Se dejo secar 3 a 5 minutos antes de colocar los discos.

4. Se procedio a colocar los discos impregnados de diferentes concentraciones
de aceite esencial. Estos deben ser colocados con pinza estéril. Luego de estar
sobre el agar se presiond los discos levemente para que queden adheridos al
mismao.

5. Luego de colocados los discos en las placas, se incub6 de 37°C en grupos no
mayores a cinco placas durante 24 hs. Las placas deben colocarse en forma
invertida para que el agua condensada no caiga sobre el agar, lo que cambiaria

las condiciones del medio y por lo tanto no serviria para la lectura de los halos

(24)

c) Lecturay evaluacion de los resultados

Para la lectura de los halos de inhibicién de las diferentes concentraciones se utilizé
una regla milimetrada que abarco el didmetro del halo en mm. y se procedio a

recolectar datos en una tabla los cuales posteriormente se proceso estadisticamente.
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4.5. Plan de analisis de resultados

Son presentados en tablas, utilizando el programa Microsoft Excel, donde se
encuentran las pruebas estadisticas T_Student y el analisis de varianza (ANOVA)
para determinar si existe o no diferencia significativa para la comparacion entre los

grupos de experimentacion @5,
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4.6. Matriz de Consistencia

Titulo de la Formulacion del Obijetivos Hipo6tesis Tipoy Variables Definicién Indicadores y Escala de Plan de Analisis
Investigacion Problema Disefio Operacional Medicion
Efecto ¢Presentara efecto | Objetivo general: Hipotesis  alternativa | EI  presente | Dependiente Se determino el | Grupo  blanco:  Agar | Son presentados
antibacteriano antibacteriano in (H1): El aceite esencial | trabajo de crecimiento Muiller Hinton + S. aureus | en tablas,
In vitro del | vitro el aceite | Evaluar el efecto antibacteriano del aceite | de hojas y tallos de | investigacion Efecto bacteriano. + solvente de dilucion | utilizando el
aceite esencial | esencial de la | esencial de hojas y tallos de Peperomia | Peperomia fue de tipo | antibacterianoin Tween 80 al 6% programa
de hojas y tallos | Peperomia inaequalifolia (congona) sobre | inaequalifolia experimental. | vitro sobre | ElI producto se Microsoft Excel,
de Peperomia | inaequalifolia Staphylococcus aureus. (congona), tiene | Transversal y | Staphylococcus | extrajo, a través | Grupo  Patron:  Agar | donde se
inaequalifolia (congona)  sobre actividad antibacteriana | de  enfoque | aureus. por el método de | Muller Hinton +S. aureus | encuentran las
(congona) sobre | Staphylococcus Objetivos especificos: sobre  Staphylococcus | cuantitativo arrastre de | + solucién inyectable | pruebas
Staphylococcus | aureus? aureus. Independiente | vapor, Amikacina 500 mg estadisticas
aureus. Determinar el efecto antibacteriano in vitro de obteniendo el T Student y el
diferentes concentraciones del aceite esencial | Hipo6tesis nula (H0): El extracto del | aceite esencial | Grupo Experimental 1: | andlisis de
de hojas y tallos de peperomia inaequalifolia | EI aceite esencial de aceite esencial | de hojas y tallos | Agar Miller Hinton +S. | varianza
(congona), a través del didmetro de inhibicion | hojas y tallos de de hojas y tallos | de (congona) en | aureus + aceite esencial | (ANOVA) para
del crecimiento de Staphylococcus aureus. Peperomia de Peperomia | diferentes congona 5% determinar si
inaequalifolia inaequalifolia concentraciones existe 0 no
Comparar el efecto antibacteriano de las | (congona), no tiene (congona). del Experimental 2: Agar | diferencia
diferentes concentraciones del aceite esencial | actividad antibacteriana 5%,25%,50%y7 | Muller Hinton +S. | significativa para
de hojas y tallos de peperomia inaequalifolia | sobre  Staphylococcus 5% aureus+ aceite esencial | la  comparacion
(congona) con el efecto antibacteriano de | aureus congona 25% entre los grupos de
amikacina sobre Staphylococcus aureus. experimentacion
Experimental 3: Agar
Mdueller ~ Hinton  +S.
aureus+ aceite esencial
congona 50%
Experimental 4:  Agar
Mdeller ~ Hinton  +S.
aureus+ aceite esencial
congona 75%
Mediciéon del halo de

inhibicion, orificio y zona
de crecimiento bacteriano
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4.7.Principios éticos

En el presente trabajo se manejo la biodiversidad, segin codigo de ética para la
investigacion version 002 de la Universidad Catolica los Angeles de Chimbote, de
emplear las precauciones por encima de los fines cientificos, al cuidado del medio

ambiente y de los beneficios al desarrollo de las investigaciones 9.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados:

Tabla 1: Efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones del aceite esencial
de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona), a través del diametro de
inhibicion del crecimiento de S. aureus

GRUPOS Promedio + Desviacién ANOVA
Estandar del didmetro de halos Sig. (P)
de inhibicién en “mm”
Blanco 0.000
Tween 80 al 6% 6.0+0.0

Estandar Farmacoldgico
Amikacina 500mg Sol. Inyectable 23.5+0.97

Aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia al 5% 12.39 +0.11

Aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia al 25% 13.42 £0.72

Aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia al 50% 14.46 +0.74

Aceite esencial de Peperomia

+
inaequalifolia al 75% 16.39 +0.78

(P<0.05) Prueba ANOVA. Son estadisticamente significativos, se acepta la hipotesis

alternativa y se rechaza la hipétesis nula.
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Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano de las diferentes concentraciones del
aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona) con el efecto
antibacteriano de amikacina sobre S. aureus

GRUPOS Significancia
Valor (p)*
Amikacina 500 mg vs Aceite esencial de Peperomia 0.000

inaequalifolia al 5%

Amikacina 500 mg vs Aceite esencial de Peperomia 0.000
inaequalifolia al 25%

Amikacina 500 mg vs Aceite esencial de Peperomia 0.001

inaequalifolia al 50%

Amikacina 500 mg vs Aceite esencial de Peperomia 0.001

inaequalifolia al 75%

(p<0.05) Prueba T _ Student: Comparativos para dos muestras
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5.2.Andlisis de resultados
En la tabla 01 se muestra los promedios por grupo, en el grupo blanco el valor es de
6.0+ 0.0 mm este valor corresponde al diametro del disco, es decir no se produjo

inhibicion del crecimiento de S. aureus por el solvente de dilucién Tween 80 al 6%.

En el grupo que corresponde a Amikacina 500 mg, el promedio fue de 23.5 £ 0.97
mm este valor es el esperado para Amikacina segun lo reportado por el Instituto de
Estandares Clinicos de Laboratorio, CLSI, que reporta el estdndar de referencia para
S. aureus el valor mayor a 20 mm con un farmaco de referencia Amikacina para
establecer la sensibilidad antibacteriana. En los grupos experimentales que
corresponde al A. E. Congona al 5%, 25%, 50% y 75%, los promedios fueron de
12.39 + 0.11 mm, 1342 £+ 0.72 mm, 14.46 +0.74 mm y 16.39 £0.78 mm
respectivamente; estos valores indican actividad antibacteriana del aceite esencial
segun lo reportado por el CLSI. La prueba de ANOVA (p<0.05) indica una diferencia

estadisticamente significativa en la comparacion de grupos ¢7).

Otros estudios como el de Fajardo et al. Se basaron en identificar que componentes
del aceite esencial le confiere el efecto antibacteriano mencionandolos que el mas
abundante es el safrol (69,48%), a-bisabolol (34,56%), xantoxilina (7,45%) y

miristicina (5,77%) @9,

En la tabla 02 se presentan los valores comparativos entre dos grupos, se observa que
en las comparaciones todos los valores de p < 0.05, lo que significa una diferencia
estadisticamente significativa en cada una de ellas, es decir el estandar mostro el
mayor efecto comparado con todas las concentraciones, y el grupo de A. E. Congona
al 75%, es el que mostré mayor actividad antibacteriana, ademas los valores son

significativamente superiores al de la concentracion 5%, 25% y 50%.
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Estos resultados se refrendan con lo expuesto por Noriega et al. reporta en el aceite
esencial de P. inaequalifolia como el safrol (32,10%), miristicina (13,29 %),
elemicina (10,07 %) vy viridiflorol (5,24 %) al indicar que tienen propiedades

antimicrobianas especialmente contra las bacterias Gram+ @9,

Mecanismo de accion del principio activo del safrol es la capacidad de acoplarse a la
membrana celular de las bacterias y las mitocondrias haciéndolos mas permeables al
alterar las estructuras celulares. Esto finalmente resulta en la muerte de las células
bacterianas debido a la fuga de moléculas criticas e iones de la célula bacteriana en
gran medida y se ha demostrado que tiene actividad frente a las bacterias gran (+)
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis mostro una inhibicion moderada del

crecimiento de S. aureus ©9,
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CONCLUSIONES

1. El aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia inaequalifolia (congona) a
medida que aumenta las concentraciones, incrementa su actividad

antibacteriana sobre los Staphylococcus aureus.

2. Se logro comparar que la amikacina presento mayor efecto a la sensibilidad
frente la bacteria S. aureus, en una diferencia significativa del aceite esencial

al 75% de la Peperomia inaequalifolia (congona)

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

1. Se sugiere proseguir la determinacion del efecto antibacteriano a través de la
utilizacion de nuevos métodos de extraccion, o de nuevas especies de la clase
de Peperomia para considerar nuevas investigaciones involucradas al

mejoramiento de la salud.

2. Abarcar investigaciones del aceite esencial de Peperomia inaequalifolia

probando su capacidad, frente a diferentes especies de bacterias que

comprometan infecciones agudas y graves.

3. Realizar pruebas de toxicidad de los metabolitos activos.
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ANEXO |

Certificado de identificacion del espécimen vegetal Peperomia inaequalifolia

(congona) HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) de la Universidad Nacional de
Trujillo
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ANEXO I
Seleccidn; lavado, secado, corte de la planta y extraccion del aceite esencial de hojas y

tallos de Peperomia inaequalifolia (Congona)

Figura N° 1: Material vegetal fresco de la Figura N° 2: Revision de las partes en mal
Peperomia inaequalifolia “congona” estado y lavado de la planta de Peperomia

% 6

inequalifia “congona”

Figura N° 3: Secado y luego Pesado de la Figura N° 4: Corte de la planta congona en
planta Peperomia inaequalifolia de las pequefias fracciones para la extraccion del
hojas y tallo “congona™ aceite esencial

Figura N° 5: Preparacion del equipo Figura N° 6: Posteriormente separacion de las
Destilacion por arrastre de vapor del aceite dos fases y obtencion del aceite esencial
esencial hojas y tallos de peperomia
inaequalifolia “congona™




ANEXO 111

Ensayo del efecto antimicrobiano del aceite esencial de hojas y tallos de Peperomia

inaequalifolia (congona) sobre las cepas de Staphylococcus aureus

Figura N° 9: Introducir el hisopo estéril en el
inéculo bacteriano. escurrir sobre las paredes
del tubo para retirar el exceso de liquido del
mismo

Figura N° 11: Proceder a colocar los discos
impregnados de diferentes concentraciones de
aceite esencial. colocados con pinza estéril
presionar los discos levemente para que
queden adheridos al mismo.

Figura N® 13: Medicién del halo de
inhibicion y Comparacion de los
tamaiios de los halos formados
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Figura N° 10: Se siembra en agar de
Mueller-Hinton de manera de obtener un
crecimiento confluente.

Figura N° 12: Una vez inoculadas las placas
se procede a la incubacién de las placas en
forma invertida de 35°C a 37°C por 24
horas.
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