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ACEITE ESENCIAL DE Schinus molle L. (Molle) COMO
POTENCIAL ANTIMICROBIANO SOBRE Streptococcus mutans.
ESTUDIO IN VITRO

ESSENTIAL OIL Schinus molle L. (Molle) AS AN ANTIMICROBIAL
POTENTIAL ON Streptococcus mutans. STUDY IN VITRO

Daysi Rivadeneira-Cajas '*, Patricia Alvarez-Velasco '

RESUMEN

Objetivos: Evaluar el potencial antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Schinus molle L. (S. molle) como sustancia natural
comparada con el gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans (S. mutans) (ATCC 25175) Materiales y
Métodos: Estudio experimental in vitro. Se utilizd 20 cajas con Agar sangre para la siembra con el método de difusién en disco por cada
concentracion del aceite esencial de S. molle al 100y 50%, a su vez, se utilizé el hidrolato o residuo de vapor de condensacion del aceite,
gluconato de clorhexidina (control positivo), agua destilada (control negativo), y comparar el efecto antimicrobiano de las sustancias
naturales con el gluconato de clorhexidina al 0,12% comportamiento que se evalué a las 24 y 72 h de exposicién. Los datos fueron
procesados a través del programa estadistico SPSS® mediante las pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis trabajados a un nivel de confianza del 95%. Resultados: Las concentraciones, ademas del residuo del aceite
de S. molle, provocaron efecto antimicrobiano frente a la cepa de S. mutans (ATCC 25175), con valores de significancia (p>0,05) y de la
comparacion, el gluconato de clorhexidina al 0,12% produjo mayor inhibicion, pero disminuyd parcialmente su efecto a las 72 h, mientras
que las concentraciones al 100 y 50% potencializaron su efecto en un 0,8% a las 72 h. Conclusioén: Existié6 un potencial efecto
antimicrobiano del aceite esencial de S. molle sobre la cepa bacteriana y en cuanto al gluconato de clorhexidina, fue cualitativamente
similar al aceite. KIRU. 2015;12(2):8-14.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antimicrobial potential of the essential oil of Schinus molle L. natural substance as compared with
chlorhexidine gluconate 0.12% on Streptococcus mutans (ATCC 25175) Materials and Methods: experimental, descriptive and
longitudinal study, 20 boxes blood agar was used for the seeding to the disk diffusion method for each concentration of the essential oil of
Schinus molle L. 100% and 50%, also it was used the hidrolato residue or oil vapor condensation, chlorhexidine gluconate as a positive
control, distilled water as negative control, and comparing the antimicrobial effect of the natural substances with chlorhexidine gluconate
0.12% behavior thatit was evaluated at24 and 72 hours of exposure. Data were processed through the SPSS® statistical software using
the Kolmogorov-Smirnov normality tests and Shapiro-Wilk and tests nonparametric Kruskal-Wallis it was work at a confidence level of
95%. Results: The concentrations and the residue Schinus molle L. provoked antimicrobial effect on Streptococcus mutans (ATCC
25175), with values of significance (p> 0.05) and of the comparison to, chlorhexidine gluconate 0.12% produced greater inhibition, but
partially the effect decreased at 72 hours, while concentrations at 100% and 50% potentiate their effect by 0.8% at 72 hours. Conclusion:
there was a potential antimicrobial effect by part of the essential oil of Schinus molle L. in the bacterian strain and the chlorhexidine
gluconate, was qualitatively similar to oil. KIRU. 2015;12(2):8-14.
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INTRODUCCION

Hoy en dia se incrementa la medicina natural en las  medicamentos alternos, como parte de un fenédmeno de
alternativas terapéuticas de todo el mundo, principalmente  cambio de actitud hacia lo ecoldgico y natural”, se busca
en paises subdesarrollados y en el area rural, asi como  productos cuyo impacto sobre el ambiente sea menor,
paises cuyo desarrollo es mas avanzado y cada dia se tenga un origen natural con pocas modificaciones
encuentran en total investigacién para la produccion de  industriales y se fabriquen a partir de insumos locales®.
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La caries dental, considerada como una enfermedad
infecciosa, cronica, transmisible y multifactorial, se origina
de la interaccion de factores bioldgicos, socioecondmicos
y ambientales, los cuales pueden intervenir de forma
directa o indirecta en el establecimiento de los elementos
que forman la biopelicula dental®, esta enfermedad
infecciosa también depende de la resistencia del huésped
y un habitat adecuado para microorganismos en la cavidad
oral, lo cual favorece la acidificacién local del medio que
produce degradacion de hidratos de carbono de la dieta, a
su vez, seguida de la destruccién progresiva del material
mineralizado y proteico del diente” situacion que se
considera como un problema de salud publica en
diferentes paises®”, incluso, se demuestra en mdltiples
estudios que los microorganismos presentes en la boca
del nifio antes de la erupcion de la primera pieza dental son
del tipo Streptococcus mutans debido a la transmision de
madres a hijos®, teniendo en cuenta que otro factor es la
consiguiente colonizacion y acumulacién de placa en los
dientes, es decir, que cuanto mayor sea el nivel de S.
mutans, mayor es la acumulacién de placa y mayor el
riesgo de desarrollar caries”, de acuerdo con esto
se le menciona como el principal y mas virulento micro-
organismo en desarrollar la enfermedad cariogénica®.

Al ser el S. mutans uno de los principales implicados en
esta enfermedad, resulta necesario investigar métodos
efectivos para disminuir sus efectos patdgenos, métodos
desarrollados a partir de la quimica sintética®, debido a
que en los ultimos afios se ha evidenciado resistencia
bacteriana, relacionada al uso indiscriminado de farmacos,
los que pueden encontrarse al alcance de la poblacién en
varios productos de higiene oral®. Dentro de las sustancias
antibacterianas se considera al gluconato de clorhexidina
como uno de los agentes quimicos antimicrobianos que
permite controlar afecciones orales®, se presentan altas o
bajas concentraciones en enjuagues bucales, pastas
dentales, gel y sprays‘g’. La concentraciéon al 0,12% es la
mas empleada en colutorios dentales, como prevencién
ante enfermedades del periodonto y caries dental; la
recomendacion es que se debe hacer uso de este quimico
alamenor concentracién bactericida posible, debido a sus
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efectos toxicos®".

La alta demanda de productos naturales y la creciente
desconfianza hacia sus pares sintéticos, nos obliga a
proponer el uso de sustancias accesibles en zonas rurales
del pais™, se busca productos cuyo impacto sobre el
ambiente sea menor; que tenga un origen natural y con
pocas modificaciones industriales; que se fabrique a partir
deinsumos locales, y que permita restituir a los pobladores
parte de la ganancia, creciendo en la industria
farmacéutica™®.

La region andina de Sudamérica, principalmente Peru,
Chile, Bolivia y Ecuador, paises con diversidad vegetal“z),
posee variedad de plantas medicinales, ademas de una
gama de climas separados por regiones, de hecho, la
Regién Interandina del Ecuador, una de las cuatros
regiones naturales, ofrece climas calidos, templados y
frios, y es rica en flora y fauna". En las zonas rurales
anexas a la capital ecuatoriana se encuentra gran cantidad
de individuos de la especie nativa Schinus molle L. (S.
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molle) la cual es utilizada por etnias del Chimborazo,
Azuay, Pichincha, Loja, Imbabura, y Cafar, como
antimicrobiano en infecciones urinarias, antiinflamatorio
en trastornos menstruales, antifingico, en enfermedades
venéreas, descongestionante, purgante y analgésico para
tratar dolores articulares, musculares, incluso para tratar el
dolor dental™.

La costumbre del uso terapéutico de esta planta se ha ido
perdiendo a través del tiempo, hoy es utilizado,
mayormente, como ornamenta de parques y avenidas";
es por ello que se pretende rescatar el empleo tradicional
de sus esencias como tratamiento alternativo para
preservar la salud oral, puesto que su estudio en el area
odontoldgica aun no se ha desarrollado completamente;
en este trabajo se pretende enriquecer y complementar las
propiedades antimicrobianas que ofrece esta especie
natural, de bajo costo y fuera de efectos adversos, y se
proporcione una base de tratamiento para enfermedades
frecuentes de la cavidad oral, ademas de sus posibles
usos en los tratamientos preventivos, teniendo en cuenta
que los medicamentos naturales son realmente puros y
que podrian poseer los mismos beneficios que los
medicamentos quimicamente formados. De acuerdo con
lo mencionado, nos planteamos: en qué proporcion el
aceite esencial de S. molle (Molle) ejerce actividad
inhibitoria sobre cepas de S. mutans, comparado
gluconato de clorexidinaal 0,12%?.

Como hipoétesis podemos mencionar que el aceite esencial
extraido de S. molle actia como agente biosida ante S.
mutans, similar al gluconato de clorexidina al 0,12%. Por lo
tanto, el objetivo fue evaluar el potencial biosida in vitro
que posee el aceite esencial de S. molle frente al gluconato
de clorexidina al 0,12% sobre S. mutans principal agente
cariogénico, a las 24 y 72 h de exposicion a través de los
siguientes objetivos especificos:

1) Determinar el efecto antibacteriano cuantitativamente,
mediante la longitud del halo de inhibicion procedente
del aceite esencial de S. molle a concentraciones del
100y 50%, del hidrolato del aceite esencial de S. molle
L.y de gluconato de clorhexidina al 0,12% en cultivos
bacterianos de S. mutans alas 24 y 72 h de exposicion.

2) Establecer el grado de sensibilidad cualitativa del S.
mutans ante las concentraciones de 100 y 50%,
hidrolato del aceite esencial de S. molle alas24y 72 h
de exposicion.

3) Relacionar la efectividad antimicrobiana del aceite
esencial de S. molle frente al gluconato de clorexidina
al0,12% de 24 a 72 h de exposicion.

MATERIALES Y METODOS

Estudio experimental, descriptivo y longitudinal, la
poblacién estuvo conformada por 20 placas con agar
sangre con siembras de Streptococcus mutans por cada
una de las concentraciones empleadas para el estudio,
evaluadas a las 24 y 72 h de incubacion. Cabe mencionar
que se utilizé la formula para estudios de contraste de
hipotesis, direccionada a lacomparacion entre dos medias
o proporciones, laféormula de calculo a usarse fue:
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 2(Za+ ZB) % 2
n= dZ

Donde n=40 (n,=20 n,=20), es el tamafo de la muestra a
investigar con factor tiempo 24y 72 h, Z,=1,96 y Z,=1,64:
valores correspondientes al riesgo deseado; S° = 1,2:
varianza de la variable cuantitativa (grupo de control
observado). La seleccién del microorganismo puro fue
intencional: S. mutans (ATCC 25175), proporcionada por el
laboratorio clinico y microbiolégico de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador.

La muestra vegetal fue recolectada personalmente en
Quito, Ecuador, sector Pomasqui en el mes de marzo de
2015; se obtuvo en temporada calida 140 g y en época
lluviosa 42 g. Todo lo colectado fue enviado al Laboratorio
de Fitoquimica de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia
de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE. Se
proceso el aceite mediante el método de hidrodestilaciéon
con reflujo de vapores de condensacion, con trampa de
Dean Stark, la cual permite recoger mayor cantidad de
aceite en menor tiempo" ™ teniendo en cuenta que la
cantidad de aceite depende netamente de la planta
independientemente de su peso.

Los compuestos organicos volatiles de la planta fueron
arrastrados por la corriente de vapor de agua que se
genera por la fuente de calor, luego dicha mezcla (vapor de
agua y aceite) se condensd mediante su paso por un
refrigerante de vidrio, y luego se separ6 el aceite del agua
de residuo o hidrolato por diferencias de densidades"”, se
obtuvo asi, 2 mL de aceite esencial con 140 mg de hojas
depuradas de S. molle por cada destilacion, el cual se
almaceno en un frasco ambar y puesto en refrigeracion
hasta su respectivo uso, caracteristica de conservaciéon
que se sugiere"® para mantener el aceite en perfecto
estado hasta su uso.

Se determiné el porcentaje de rendimiento del aceite
esencial para medir la efectividad del procedimiento de
sintesis, el cual se realiz6 mediante el método de
gravimetria-volumétrico, utilizando 140 g de la muestra en
época calida de S. molle y el volumen obtenido de 2 mL,
logrando obtener un rendimiento de 1,42% en época
célida, determinado por la siguiente formula®?®, para
determinar la eficacia del aceite esencial utilizando 42 g de
muestra y obteniendo un volumen de 0,5 mL, se obtuvo un
rendimientode 1,19%.

VO|.AE (mI)

x100
Pmuestra (9)

%RAE =

La cepa bacteriana diluidade S. mutans (ATCC® 25175™),
obtenida en el Laboratorio Clinico y Bacteriologico de la
Universidad Central del Ecuador fue mantenida en
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refrigeracion de (2 - 8 °C) hasta su reactivacion; para el
crecimiento de S. mutans se utiliz6 medios enriquecidos
como el agar sangre, preparado previamente con un 5 por
100 de sangre de carnero, que es donde mejor se observa
la actividad hemolitica de esta especie *"*. La obtencién
del inéculo bacteriano fue por medio de la turbidez de
(1X10® UFC/mL) equivalente al tubo 0,5 de McFarland,
turbidez establecida por vision directa. Para la siembra se
determind primero inocular todas las cajas Petri de agar
sangre con el germen, utilizando la técnica de hisopado, en
tres direcciones ©".

Se escogieron 80 discos de papel filtro previamente
estériles, de 6mm de diametro, y se elimind aquellos que
tuvieron signos de deterioro. Se utilizé aceite esencial de S.
molle L. a concentracion del 100 y 50% vy residuo o
hidrolato del aceite esencial. Se realizé las diluciones en
agua destilada y Tween 20 al 1% como agente detergente
para disolver el aceite de S. molle y trabajar con las
mencionadas concentraciones. Se utilizé clorhexidina al
0,12% a la vez como control positivo y agua destilada
como control negativo.

Con micropipeta se colocd 0,2 uL de sustancia en cada
disco de papel filtro, se realizé 20 repeticiones de cada
sustancia, para luego sembrar los discos de papel filtro en
las cajas Petri, los cuales fueron llevados posteriormente a
incubacién en jarra de anaerobios a 37 °C, por 24y 72 h de
exposicion. El diametro de los halos de inhibicion resulta
ser un hecho importante ®” ya que de eso depende nuestra
investigacion, se utilizé calibrador milimétrico y se registré
los datos en la ficha correspondiente para la cepa,
alas24y72h.

Para la interpretacion de los resultados en la evaluacién de
tipo cuantitativa se tomd como referencia los diametros de
halo de inhibicién, y para lainterpretacion de los resultados
en la evaluacién de tipo cualitativa se tomé como
referencia las pautas establecidas por Duraffourd en 19883,

utilizadas en estudios microbiologicos *”:

1. Nula(-) sifue inferior oiguala 8 mm.

2. Sensible (sensible=+)de9a14 mm.

3. Muy sensible (muy sensible =++)de 15a19 mm.

4. Sumamente sensible (S.S.= +++) sifue igual o superior a
20mm.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el
programa SPSS®, que permitid obtener referencias y
célculos estadisticos, utilizando pruebas de normalidad
Kolmogorov - Smirnov y Shapiro — Wilk, las cuales
ayudaron a determinar estadistica no paramétrica bajo
analisis de Kruskal-Wallis, para comparar el efecto de
varias sustancias empleadas en el estudio alas 24y 72 h,
con una confiabilidad del 95% y con valores de
significancia (p>0,05), datos agrupados en tablas y
gréficos; ademas, se utilizd un disefio completamente
aleatorio. Al analizar las medidas de los halos de inhibiciéon
ante las sustancias empleadas en el estudio, frente a la
cepa de S. mutans (ATCC 25175), para efectos del trabajo
estadistico para cada grupo de sustancias se determiné el
valor de la media, desviacion tipica y la distancia de cada
dato con respecto a la repeticion experimental.
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RESULTADOS

Se evidencioé una variacién entre las sustancias expuestas
alas 24 y 72 h, existiendo un aumento de las medias del
halo de inhibicién a las 72 h de exposicion mostrando el
gluconato de clorhexidina al 0,12% un incremento del
1,8%; la concentracion de S. molle L. al 100% incrementé
en un 0,8%, la concentracién de S. molle L al 50%
incrementd en un 0,8%, no existiendo aumento ni
disminucion de la media del hidrolato del aceite.

La prueba de Shapiro-Wilk muestra que los valores de
significancia son menores (p>0,05), (95% de
confiabilidad), con esto se determiné realizar pruebas no
paramétricas para demostrar la igualdad de medias, una
de estas pruebas es la Kruskal-Wallis, prueba no

Aceite esencial de schinus molle I. (molle) como potencial antimicrobiano

paramétrica utilizada para la comparacién de varias
muestras.

Al relacionar cada sustancia de estudio y las medias de los
datos obtenidos de los halos de inhibicién en milimetros a
las 24 y 72 h, se destact la efectividad del aceite esencial
de S. molle L. tanto a las concentraciones del 100y 50% ,
esta primera tiene tendencia a incrementar su poder de
accion frente al agente microbiano a lo largo del tiempo, y
la segunda manteniéndose estable, con tendencia de
medias dispersas hacia el limite superior de la figura, sin
embargo, a pesar de que la clorhexidina presenta las
medias mas altas de halos de inhibicion esta presenta una
tendencia a la baja en su poder de accion a través del
tiempo (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Prueba de Kruskal-Wallis entre las muestras en estudio a las 24 horas

2
% 15,00
) 1
“ —
o 12 50
<<
a
& 10,00 o
=
7 50—

_1

}_

f
CLOREHEXIDINA
0,129

%

f f f
SHINUS MOLLE ~ SHINUS MOLLE 50 %  SHINUS MOLLE
100 % RESIDU

0]

SUSTANCIAS

Figura 2. Prueba de Kruskal-Wallis entre las muestras en estudio a las 72 horas

Buscando determinar qué sustancias son similares o
diferentes entre si, se utilizé la prueba dos a dos del
sistema SPSS® la cual arrojo valores de significancia
inferiores a (p>1,00), siendo estadisticamente similares el
aceite esencial de S. molle al 100% vy el aceite esencial de
S. molle al 50%; sin embargo, se encontré similitud en bajo
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grado entre el residuo del hidrodestilado del aceite
esencial de S. molle L. y el aceite esencial de S. molle L. al
100% en rango de (p=0,004); de igual manera, S. molle al
50% y gluconato clorhexidina al 0,12% en un rango de
(p=0,003) (Tabla 1y Figura 3).
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Muestral Muestra2 es':;g?;?ca tIiE';Ii'g; D:sst\;dl?;;xiiga Sig.  Sig. ady.
ML fhoyLE RESIDUO -SHIMUS 54 450 7 236 3 379 001 004
PO NLE sooLLE RESIDUO-SHIMUS 34 675 7 236 7 378 000 000
CLOREHEXIDINA 012 % 56,975 723 7,874 000 000
MOLLE 800 7 SHINUS 7,225 7,236 - 999 318 1,000
CHOR e DIty 32 525 7 236 4 495 000 000
SHINUS MOLLE 50%- 25 300 7 236 3 497 000 003

CLOREHEXIDINA 0,12 %

Tabla 1. Prueba dos a dos de las sustancias en estudio, Sistema SPSS®

SHINUS MOLLE RESIDUO
12,22

@)

43,90

SHINUS MOLLE 100%
36,68

SHINUS MOLLE 50%

CLOREHEXEDINADO, 12 %

69,20
@

@)
@)

Figura 3. Comparaciones por parejas de sustancias en estudio

En el andlisis cualitativo, segun las pautas de Duraffourd

descrita en la metodologia, se mostré que dentro de los
rangos de sensibilidad de 9 mm a 15 mm (sensible y muy
sensible), el aceite esencial del S. molle al 100y 50%, y el
gluconato de clorhexidina al 0,12% no tienen una
significativa diferencia, debido a que se encuentran
separadas por distancias de medias de halos de inhibicion
muy cortos. Se puede concluir que el grado de sensibilidad
entre las dos sustancias de estudio es similar en cuanto a
sus caracteristicas cualitativas.

DISCUSION

La actividad biosida del aceite esencial de S. molle ha sido
probada en varios microorganismos Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis,
S. mitis, S. sobrinus, S. sanguise, Escherichia coli,
Enterobacter, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae,
hongos como Céndida albicans y Aspergillus niger ®**%;
sin embargo, en esta investigacion se comprob6 los
efectos antimicrobianos sobre S. mutans, similar a
estudios de Cedamanos & Mejia *” el cual fue realizado con

12

la cepa de S. mutans (ATCC 25175), obteniendo efectos
antimicrobianos positivos utilizando el aceite esencial de
S. molle L, dichos resultados se comprobaron en este
estudio, por lo que se enriquecio el efecto antimicrobiano
de esta especie.

La utilizaciéon del método de hidrodestilado para
elaboracion de aceites esenciales proporciona, ademas de
facilidad de acceso, un control del volumen de extraccion,
en cuanto a la recuperacién de sustancias a partir de
plantas seguin Guarnizo A. ™, lo que se concierta con esta
investigacion, ya que se extrajo un aceite esencial con alto
rendimiento, en poco tiempo, y muy Uutil para pruebas
biolégicas.

Resulta importante tomar en cuenta la época del afio en la
cual se debe extraer el aceite esencial, una de las
limitaciones son los cambios climaticos extremos lo cual
puede afectar su produccion; a su favor, S. molle en toda
época del afo es gran productor de aceite y se ha
adaptado a los cambios climaticos, como se demostrd en
este estudio, principalmente en época célida.
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Con el fin de determinar el interés de un cambio hacia lo
ecoldgico y natural se compararon sustancias quimicas
ante las sustancias naturales enfrentandolas a la cepa de
S. mutans (ATCC 25175), algunos estudios comprobaron
que el gluconato de clorhexidina al 0,12% disminuye su
efectoalas 72 h segiin Modesto A”,Basconez™, por lo que
un tratamiento basado en colutorios era prolongado, sin
embargo, se busca alternativas medicinales que
disminuyan efectos adversos®”; en este estudio se da a
conocer una sustancia natural como el aceite esencial de
S. molle que puede llegar a ser una base medicamentosa
ante el principal productor de caries presentando alto
grado de inhibicion a concentraciones del 100y 50% a las
24 h, potencializando su efecto alas 72 h de exposicion.

Estudios previos de Pefia A.*® y Ramos A*?, demostraron
que existe eficacia antimicrobiana en los hidrolatos de los
aceites esenciales, determinaron que existen elementos
del aceite esencial que fueron arrastrados durante la
destilacion, y probaron su efecto antimicrobiano, por lo
tanto, en este caso se realizo el estudio del hidrolato de S.
molle L. ante dicha especie bacteriana, y se obtuvo
resultados positivos en una de las repeticiones
manteniendo surango alas 24y 72 h de exposicion.

Se concluye que existe potencial efecto antimicrobiano del
aceite esencial de Schinus molle L. frente a la cepa de S.
mutans, este efecto es cualitativamente similar al
gluconato de clorhexidina al 0,12%, uno de los
medicamentos quimicos mas usados en productos de
higiene oral. Se propone investigar con mas detalle los
efectos adversos en la poblacién, y poner énfasis en
medicamentos alternativos al alcance de nuestra
poblacién que provengan de una base natural y con menos
modificaciones industriales, pretendiendo disminuir, sobre
todo, resistencias bacterianas ante la caries dental.
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