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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de Schinus
molle L. para la elaboracion de un jabon liquido. Fue desarrollado en los laboratorios de Productos
Naturales, Quimica Analitica, Andlisis Bioquimico y Bacterioldgico de la Facultad de Ciencias
de la ESPOCH, se inici6 con la recoleccion del material vegetal, mediante un muestreo aleatorio
simple para obtener aproximadamente 2 kg de la especie vegetal en frescos con el control de
calidad por medio de ensayos organolépticos, fisicoquimicos ademas se evalu6 cualitativamente
la presencia de metabolitos secundarios en la planta mediante el tamizaje fitoquimico
identificando la presencia de triterpenos, flavonoides, alcaloides que le otorgan propiedades
antimicrobianas, también se determiné mediante analisis microbioldgico la efectividad del
extracto ante Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus
epidermidis y Candida albicans, se realizé tres formulaciones de jabén liquido a partir de una
base con 12500 ppm, 3125 ppm y 781 ppm usando excipientes de origen quimico, se evalu6
mediante ensayos organolépticos y fisicoquimicos que las formulaciones cumplen con los
parametros de calidad, obteniendo como resultado donde se pudo apreciar que para cada una de
los microorganismos, el crecimiento del halo de inhibicion, es menor a medida que disminuye la
concentracion del extracto, si bien este halo no se compara con el diametro del medicamento es
significativo, ya que el extracto contiene varios metabolitos secundarios propios que no estan
aislados y son estos los que atribuyen la actividad antimicrobiana. En conclusion, se elabor6 un
jabon liquido base la cual se distribuyd en tres recipientes previamente esterilizados en los cuales
se afladio tres concentraciones de 12500, 3125y 781 ppm, las cuales se comprobd su eficacia, se
recomienda realizar estudios de estabilidad para determinar la vida (til del jabén liquido y realizar

otros productos que ayudan a combatir las diferentes afecciones.

Palabras clave: < ACTIVIDAD ANTIMICROBIANO>, <EXTRACTO ETANOLICO>,
<JABON LIQUIDO>, <METABOLITOS SEGUNDARIOS>, <CEPAS BACTERIANAS >.
1119-DBRA-UPT-2023 ———
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ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the antimicrobial activity of Schinus molle L extract for
elaborating a liquid soap. It was developed in the laboratories of natural products, Analytical
Chemistry, Biochemical and Bacteriological Analysis of the Faculty of Sciences of the Espoch,
It began with the collection of plant material, through a simple random sampling to obtain
approximately 2kg of the plant species in fresh with quality control through organoleptic,
physicochemical assays, in addition the presence of secondary metabolites in the plant was
qualitatively evaluated by phytochemical screening identifying the presence of triterpenes,
flavonoids, alkaloids that give it antimicrobial properties, It was also determined by
microbiological analysis the effectiveness of the extract against Staphylococus aureus,
Escherichia coli, klebsiella pneumoniae, Staphylococus epidermis and Candida albicans, three
formulations of liquid soap were made from a base with 12500 ppm, 3125 ppm and 781 ppm
using excipients of chemical origin, it was evaluated by organoleptic and physicochemical tests
that the formulations meet the quality parameters, obtaining as a result where it could be seen
that for each of the microorganisms, the growth of the inhibition halo is lower as the concentration
of the extract decreases, While this halo is not compared to the diameter of drugs it is significant,
since the section contains several secondary metabolites of its own that are not isolated and it is
these that attribute the antimicrobial activity. In conclusion, a base liquid soap was developed,
which was distributed in three previously sterilized containers in which three concentrations of
12500, 3125, and 781 ppm were added, which proved its effectiveness; it is recommended to
perform stability studies to determine the useful life of the liquid soap and make other products

that help combat the different conditions.

Keywords: <ANTIMICROBIAL ACTIVITY>, <ETHANOLIC EXTRACT>, <LIQUID
SOAP>, <SECONDARY METABOLITES>, <BACTERIAL STRAINS>.

Lic. Edison Renato Ruiz Lopez
C.1. 0603957044
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INTRODUCCION

En la actualidad, el Ecuador es considerado uno de los 17 paises méas importantes del mundo
debido a su gran biodiversidad. Se ha establecido que cuentan con el 70% de la biodiversidad a
nivel mundial, debido al conocimiento tradicional de las plantas no varia significativamente entre
etnias y género. Debido a la riqueza vegetal con la cual cuenta el Ecuador, desde algin tiempo se

vienen realizando investigaciones en las cuales se utiliza diversas plantas con fines medicinales.
(Albuja et al., 2009, p.5).

En los tltimos afios ha cobrado gran importancia el uso de extractos vegetales y fitoquimicos con
propiedades antimicrobianas en el tratamiento farmacoldgico de diversas enfermedades. Se han
realizado estudios en diferentes paises para comprobar esta eficacia, asi se puede decir que el uso
de plantas medicinales evolucion6 con la humanidad desde tiempos prehistéricos hasta principios
del siglo XIX, a través de prueba y error, se usaron extractos de ellas para permitir la curacion de
dolencias, este conocimiento ha sido transmitido y mejorado de generacion en generacion y ahora

se considera una rama de la medicina denominada "medicina tradicional" (Aguirre, 2009, p.2).

Schinus molle L. (Molle), arbol nativo del Per, introducido en California a finales del siglo XVII.
Segun los relatos de los botanicos de este siglo, se cree que lleg6é a Europa al mismo tiempo.
Ahora vive en los tropicos, el Mediterraneo, Africa y la India. Schinus molle L. es un arbol llorén,
perennifolio y de rapido crecimiento, se encuentra en estado natural en los Andes. Varios estudios
han comprobado que esta planta tiene propiedades insecticidas, antibacterianas, medicinales y
farmacoldgicas, y varios paises la han importado y utilizado por sus propiedades en beneficio de

la sociedad. (Acero, 2000, p.9)

Debido a la actividad antimicrobiana que posee el extracto de Schinus molle L. se utilizara para
la elaboracién de un jabon liquido, el cual busca comprobar la eficacia en el control de
microorganismos de interés como Staphylococcus aureus. Escherichia coli, Klesbsiella
pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y Candida albicans, este es el aporte que como futura
profesional deseo promover, no solo para proporcionar productos naturales de facil acceso para

la poblacion, sino para revalorar nuestros recursos regionales en bien de la salud.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

En la actualidad, muchos problemas de salud han aparecido como resultado del estilo de vida de
las personas, incluyendo enfermedades inflamatorias del intestino, sindrome del intestino
irritable, diarrea aguda, estrefiimiento, hipertension arterial, diabetes; e incluso por la presencia
de enfermedades derivadas al uso de antibidticos o por procesos alérgicos, se han buscado formas
para poder mitigar los sintomas de estas enfermedades con el auge de la medicina ancestral. El
uso de plantas medicinales existié en diferentes culturas y fue transmitido de generacién en
generacion entre nuestros antepasados (Davicino et al., 2007, p.7).

Las enfermedades causadas por bacterias se han convertido en objeto de interés no solo desde una
perspectiva de salud publica, sino también desde una perspectiva investigativa y tecnoldgica, lo
que ha llevado a la elaboracion de productos vegetales con metabolitos antimicrobianos en su
estructura quimica. La eficacia y eficiencia del tratamiento han sido probadas por estudios in vitro.
En el Ecuador y a nivel internacional se han realizado estudios utilizando las plantas medicinales
como un buen tratamiento contra el atague de microorganismos que atentan contra nuestra salud
(Gallegos, 2016, p.5).

La industria fitocosmética del Ecuador esta subdesarrollada, por lo que hay pocas industrias que
producen cosméticos a base de plantas para el cuidado de la piel. Si bien existe interés en
cosméticos con minima o nula concentraciéon de sustancias sintéticas, uno de los factores
limitantes en el desarrollo de fitocosméticos es la necesidad de importar la mayor parte de las
materias primas de paises proveedores como Colombia, Estados Unidos y Brasil, lo cual afecta el
costo de produccion de la cosmética botanica (Cobos, 2015, p.4).

En Ecuador, el costo de produccion de los cosméticos naturales es mas alto que los cosméticos
convencionales gque se venden en el mercado, por lo que la demanda de industrializacion es baja.
Desde 2015, el pais ha importado productos de la industria cosmética por un valor de
220.571.660,48. Por lo tanto, el valor de importacion es alto. Ademas, por otro lado, el mercado
de cosméticos de Ecuador estd creciendo a una tasa anual de 18%. Desde 2014, el gobierno
ecuatoriano ha impulsado la produccién del pais a través del proteccionismo en la fabricacion
nacional, basado en la politica de “cambiar la matriz productiva”, para satisfacer a los
consumidores exigentes que no quieren solo productos naturales, apuntando a un auge de la

cosmética natural que hacen que la gente se sienta mejor, funcionando mejor que cualquier otro
(Guerrero et. al, 2017, p.2).



En el presente trabajo se pretende rescatar el empleo del Schinus molle L. como tratamiento contra
los agentes externos del medio, que nos ofrece esta planta milenaria y demostrar la actividad
antimicrobiana del extracto de las hojas de Schinus molle L. sobre las cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y Candida
albicans, con la finalidad de identificar la presencia de metabolitos secundarios esta actividad

para la elaboracion de un jabon liquido.

1.2. Justificacién

En un articulo de medicina popular, sobre Schinus molle L. mencioné que se utiliza esta planta
por sus propiedades antibacterianas, antivirales, antisépticas topicas, antifingicas, antioxidantes,
antiinflamatorias, antitumorales, antiespasmodicas, analgésicas, estimulantes y antidepresivas.
También en un estudio realizado en Italia, se evalué la actividad antibacteriana en extractos a base
de hojas del Schinus molle L. cultivadas en el centro de este pais, al utilizarlo contra cepas
bacterianas de como Staphylococcus aureus (Gualteri et al., 2009).

Actualmente existe una tendencia de investigacién en Ecuador para terminar con la era de los
antibidticos sintéticos y buscar alternativas mas efectivas contra la resistencia de las cepas
bacterianas, que ofrezca una serie de ventajas, como la, seguridad, rentabilidad y la presencia de
diferentes principios activos, para prevenir la futura aparicién de la resistencia bacteriana como
resultado de la adaptacién Por ello, el objetivo de este trabajo experimental fue determinar la
actividad antimicrobiana de las hojas del Schinus molle L.

Ademas, en todas las personas la higiene es esencial, para prevenir y mantener un buen estado de
salud e ahi la importancia de la realizacion de un jabon liquido a base del extracto de hojas de
Schinus molle L. el cuél va a poseer actividad antibacteriana, la cual se ha comprobado en muchos
estudios sobre esta planta. Algunos paises estan tomando medidas importantes para abordar este
problema como la prevencion de infecciones mediante un mejor saneamiento, acceso a agua
potable, control de infecciones en los establecimientos de salud y vacunacién para reducir la
necesidad de antibiéticos (Yaguana, 2015, p.21).

Para la realizacion de este trabajo se recopilo la informacion presente en articulos cientificos y en
los distintos repositorios de diferentes universidades en los que se pudo identificar que existen
estudios relacionados con Schinus molle L. como un potencial antimicrobiano. La propuesta del
trabajo experimental es viable ya que se cuentan con todos los equipos, materiales y reactivos
como medios de cultivo necesarios para realizar cada uno de los analisis en el laboratorio del area
de Microbiologia perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo, donde se ejecutaran todos los andlisis para el desarrollo de este trabajo de titulacion.



1.3. Obijetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de Schinus molle L. para la elaboracién de un

jabon liguido.

1.3.2. Objetivos especificos

e Obtener el extracto de hojas de Schinus molle L, mediante la técnica de macerado en frio.

¢ Realizar el tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios.

e Formular un jab6n usando el extracto de hojas de Schinus molle L

e Determinar la calidad de la formulacién de jabon liquido mediante ensayos fisicoquimicos y
microbioldgicos.

¢ Evaluar la actividad antimicrobiana de la formulacion mediante el método de Kirby Bauer.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacién

Schinus molle L. ha sido sugerido como un tratamiento alternativo contra Staphylococcus aureus
y Streptococo [-hemolitico, debido a la importancia de sus principios activos. Por lo que se
atribuyen propiedades antibacterianas a las hojas debido a la alta cantidad de taninos y principios
activos como alcaloides, flavonoides; Principios que poseen propiedades antiséptica, astringente,
balsdmica y emenagoga. Ademas, diversos tipos de extractos acuosos, hexano-etanol,
hidroalcoholes e incluso el aceite esencial de las hojas de Schinus molle L. muestran actividad
frente a diversas cepas patdgenas de microorganismos.

En un estudio realizado en Italia, en el afio 2012 en donde realizaron un estudio sobre “la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas y el extracto obtenido de los frutos del Schinus
molle L.”, en el cual se determind una buena actividad antibacteriana contra bacterias como
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) y Enterococcus faecalis (ATCC 29212) dando como
resultados CMI 16 pg/mL y CMB valores comprendidos entre 32 y 64 pg/mL, respectivamente.
También en un estudio realizado en la Universidad de Evora, Portugal, se evaluaron las
actividades que presentan los aceites esenciales de hojas y frutos de Schinus molle, en los cuales
se identificd una buena actividad antimicrobiana sobre las bacterias Gram(+), Gram-patogenas y
hongos que deterioran los alimentos (Martins et al., 2014, p.4).

En una investigacién realizada en Perd, se evallo la actividad antifungica que presenta el extracto
etanolico de las hojas de Schinus molle, sobre Lasiodiplodia theobromae. Demostrando que a la
concentracion de 30% del principio activo presentan una muy buena actividad antifingica sobre
Lasiodiplodia theobromae. Ademas, el estudio muestra que el carvacrol dependiendo de su
concentracion pueden generar inhibicion o inactivacion de los microorganismos, actuando sobre
la pared y membrana de la célula (Contreras et al., 2015, p.23).

Mediante la busqueda de informacion en distintos repositorios de universidades de Ecuador como
la Universidad Central del Ecuador, UTPL y la ESPOCH, se constat6 que si existen
investigaciones en las que se determina el efecto antifungico del extracto de Schinus molle y el
Myrtus communis frente a la Candida albicans (Cocios Toledo, 2021). También se encontraron
trabajos relacionados con la evaluacion la actividad cicatrizante de un gel elaborado a base de los
extractos de molle, cola de caballo (Equisetum arvense L.), linaza (Linum usitatissimum L.) en

ratones (Mus musculus) (Orozco, 2013, p.98). Ademas, se determind el efecto inhibitorio in vitro del



extracto de Schinus Molle L. (Molle), a diferentes tiempos y concentraciones sobre cepas de

Staphylococcus aureus. (Palomeque y Camacho, 2022, p.2).

2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Fitoterapia

La fitoterapia es la ciencia basada en el uso de plantas medicinales para tratar o curar
enfermedades. Se cree que esta practica comenz6 hace méas de 500 afios cuando las plantas
medicinales eran el principal y unico recurso disponible para los médicos. Por ello, se ha
profundizado en la composicion y propiedades de las especies vegetales para determinar sus
propiedades curativas y ampliar la experiencia respecto al uso de estas plantas en la elaboracién
de otros productos. (Echegaray et al., 2018, p. 259).

2.2.1.1. Caracteristicas de la fitoterapia

La fitoterapia posee caracteristicas especificas como se indica a continuacion (Avello y Cisternas,

2019, p. 1288):

o Las matrices vegetales complejas se utilizan en fitoterapia. Plantas enteras o partes especificas
como raices, hojas, tallos y flores.

e El procesamiento directo obtenido por extraccion con cualquier solvente de la planta también
se utiliza para obtener los llamados extractos.

¢ Se pueden elaborar fito complejos que resultan de la mezcla de las sustancias activos y otras
sustancias, para obtener un fin terapéutico.

e Las sustancias activas se denominan “metabolitos secundarios” y son aquellas sustancias que
resultan de la fotosintesis y actGan brindando proteccion ante rayos UV, patdgenos, entre otros.

e Las caracteristicas y propiedades de cada especie vegetal dependen de su fisiologia, genética

vegetal, ubicacion geogréfica, entre otros factores.

2.2.2. Planta medicinal

Segun la OMS, son aquellos que tienen en su composicidn principios activos procedentes de algin

material vegetal los cuales son eficaz y seguros para el tratamiento de diversas patologias (Gallegos,
2018, p. 328).



2.2.3. Actividad antimicrobiana

Es la capacidad que tiene un compuesto quimico para inhibir o eliminar el crecimiento de una
poblacién bacteriana, dicha capacidad puede observarse cuantitativamente mediante pruebas in

Vitro (Thaweboon, 2009, 1).

2.2.4. Especies vegetales como antimicrobianos

En la actualidad, la mayoria de los agentes antimicrobianos tienen un origen natural debido a los
mecanismos de defensa que utilizan los organismos vivos con el fin de adaptarse al medio. Dentro
de estos mecanismos esté la produccion de metabolitos secundarios. Por citas algunos ejemplos
se encuentran:

e La familia Amaryllidaceae consta de unas 160 especies aproximadamente y se usa
ampliamente en la medicina tradicional en todo el mundo. Los indigenas de Ecuador usaban
las flores de Cynoglossum amabile para tratar dolencias intestinales, gripe, reumatismo y
dolores de oido. Ademas, en el caso de la India es usada como expectorante, laxante e incluso
como tratamiento de vias urinarias.

o Lafamilia de las Anacardiaceae tiene algunas especies comestibles, ornamentales, industriales
y forestales. Schinus molle L. se utiliza como tratamiento en casos de bronquitis, especialmente
el asma, también en cuadros de malestar reumatico, estomacal o e incluso para la ciatica (las

hojas frescas o hervidas) (Marmolejo, 2018, p. 4).

2.2.5. Metabolitos secundarios

Las plantas han desarrollado varias estrategias a lo largo del tiempo como mecanismos de defensa
contra el estrés bidtico y abidtico. Para prevenir los dafios causados, las especies vegetales han
sintetizado enzimas que rompen las paredes celulares de los microorganismos. A medida que
cambia la composicion de la pared celular de la planta, se genera una barrera que es mas resistente

a las influencias externas ya que genera metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana
(Sepulveda, 2018, p. 355).
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llustracion 1-2: Metabolitos secundarios que inducen una respuesta vegetal
Fuente: (Sepulvera, 2018, p. 355).

Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales:

e Terpenos.

e Compuestos fendlicos: Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

¢ Glicésidos: Saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y glucosinolatos.
o Alcaloides (Sepulveda, 2018, p. 355).
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llustracion 2-2: Proceso de formacién de metabolitos secundarios
Fuente: (Sepulvera, 2018).

2.2.6. Cepas bacterianas

2.2.6.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria muy importante porque se asocia a diversas patologias, se
sabe que este microorganismo es de dificil tratamiento y es capaz de colonizar e invadir las células
de su huésped, lo cual es posible gracias a su fisiopatologia, donde se encuentran mecanismos de
resistencia como la formacién de biopelicula que crean una matriz extracelular compuesta
principalmente de proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos. La formacion de esta matriz
provoca que la interaccion entre antibi6ticos y bacterias se produzca de forma incorrecta,
provocando fracasos en el tratamiento (Pasachova et al., 2019, p.9).

Taxondémicamente, el género Staphylococcus pertenece a la familia Staphylococcaceae. El género
Staphylococcus actualmente incluye 32 especies y 8 subespecies aerobias y anaerobias
facultativas. Esta bacteria es un coco grampositivo que se agrupa en racimos,  hemolitico,
catalasa y coagulasa positivo. Este organismo se ha descrito como parte de la flora humana normal

y se encuentra principalmente en la piel, la nasofaringe, los pliegues inguinales y la axila (Pasachova
etal., 2019, p.9).



2.2.6.2. Klebsiella pneumoniae

Las Klebsiella pneumoniae son bacterias, facultativamente anaerobias, inmdviles, generalmente
formas encapsuladas de bacterias que estan ampliamente distribuidas en el medio ambiente, y se
encuentran especificamente en las superficies mucosas de mamiferos. En humanos, penetra en la
nasofaringe y el tracto gastrointestinal. Son bacterias gram negativas, en las cuales se pueden
observar la asimilacion y fermentacion de la lactosa en agar MacConkey con colonias rosas
(Puenayan, 2018, p.12).

Posee una betalaclamasa cromosémica de amplio espectro, por lo que eshaturalmente resistente
al amino y carboxipenicilinas. Gran parte de las cepas son sensibles al resto de los preparados
betalactdmicos, entre ellos se incluyen los monobactamos. Esta se caracteriza por presentar una
betalactamasa denominada SHV-1, reconocida como decodificacion plasmidica en la mayoria de
las especies donde se ha detectado. Esta enzima las puede hacer resistentes a ureidopenicilinas y
cefalosporinas de primera y segunda generacion (Schmidberger y Marin, 2019, p.3).

2.2.6.3. Escherichia coli

Escherichia coli es una de las especies bacterianas mas cuidadosamente estudiadas no solo por
su potencial patégeno sino también como sustrato y modelo para estudios metabolicos,
genéticos, de poblacion y de otro tipo. Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que consiste
en bacilos Gram-negativos no esporulados, moéviles con flagelos peritricos o inmoviles, aerobios-
anaerobios facultativos (Yaguana, 2015, p.15).

Esta es una bacteria mesdfila que se desarrolla de manera 6ptima cerca de la temperatura corporal
de los animales de sangre caliente (35-43 °C). Escherichia coli se caracteriza por poseer bacilos
gramnegativos, no esporulante, produccion de indol a partir de triptéfano, fermenta la glucosa y

la lactosa con produccién de gas (Lépez, 2018, p.10, p.2).

2.2.6.4. Candida albicans

Es un huésped habitual y patdgeno oportunista de la flora microbiana en las personas,
encontrandose principalmente en las membranas mucosas del tracto gastrointestinal y en la
vagina. También puede hallarse en el tracto respiratorio de los individuos sanos, cultivAndose en
su esputo. Solo suele causar infecciones sistémicas graves en pacientes inmunocomprometidos.

Posee morfologia parecida a la de los otros hongos de su grupo y al de las levaduras. Es un hongo
dimorfo que forma largas seudohifas, hifas y blastoconidios. Asimilan y fermentan azucares.
Numerosas clamidosporas unicelulares redondas u ovaladas, con gruesa pared refringente,

situadas al final de las hifas, seudohifas o laterales sobre los blastoconidios ovalados.
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2.3. Método de Kirby-Bauer

Los antibiogramas son métodos in vitro para determinan la susceptibilidad de los
microorganismos a diversos agentes antimicrobianos, en condiciones estandarizadas especificas
del laboratorio. El antibiograma disco-placa consiste en colocar, en la superficie de agar de la
placa de Petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante
impregnados con los diferentes antibiéticos. Cuando el disco se impregna con antibiético, entra
en contacto con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibi6tico se difunde
en el agar. El antibidtico se difunde radialmente desde el disco a través del espesor del agar,
formando un gradiente de concentracion. Después de 18-24 horas de incubacion, los discos
aparecen rodeados por una zona de inhibicién. La concentracidn de antibidtico en la interfase
entre las bacterias inhibidas y en crecimiento se conoce como concentracion critica y se aproxima

a la concentracion inhibitoria minima (CMI) obtenida por el método de dilucion (Picazo, 2000, p.5).

2.4. Extracto

La extraccion en si implica separar las porciones biol6gicamente activas de los componentes
inertes o inactivos en funcion del uso de solventes seleccionados y procedimientos de extraccién
apropiados. Deben contener sustancias aromaticas volatiles y solidas correspondientes a los
respectivos productos naturales.

La extraccion en si implica separar las porciones biol6gicamente activas de los componentes
inertes o inactivos en funcién del uso de solventes seleccionados y procedimientos de extraccién
adecuada. Deben contener sustancias aromaticas volatiles y solidas correspondientes a los
respectivos productos naturales. Se pueden representar como: Extracto liquido, sin separacién o
remocion parcial del solvente y extracto seco; obtenidos por la eliminacién del solvente (GMc,
2006, p.4).

Cada extraccion requiere un agente y un liquido de extraccion o disolvente que debe cumplir una
serie de requisitos. La calidad de los extractos de plantas depende de la calidad de los materiales
de partida. La potencia de una droga generalmente esta determinada por factores previos a la
cosecha, como el momento de la cosecha, la ubicacion, el tipo de fertilizante, el suelo, los factores
climaticos y los procesos de envejecimiento o degradacién que pueden ocurrir durante el secado
y el almacenamiento de la droga; por lo que se requiere estabilizacion de las mismas (Guerra 2005,

pp.1-162).
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2.4.1. Extraccién sélido-liquido

Describe la separacion preferencial de uno o mas componentes de una mezcla solida por
disolucion en un solvente liquido. Existen dos procesos basicos de extraccidn en la industria
farmacéutica: maceracion y permeacion, se afiade a estos métodos la extraccion por el sistema

Soxhlet (Guerra, 2005, pp.1-162).

2.5. Maceracion

Inicia cuando el principio activo estd a un grado de finura especifico, para luego colocar el
solvente e ir agitando constantemente por varios dias. Para comenzar la extraccion el principio
activo debe estar en el punto maximo, con el pasar de los dias, pese a la agitacion, éste va
disminuyendo. Como regla general, la droga se macera durante 7 dias con agitacion frecuente y
proteccion contra el sol. Finalmente, el extracto se separa del residuo por medio de un colador o
prensado, el residuo se lava con el liquido de extraccion y ambos liquidos se llevan a una

concentracion de masa predeterminada (Ortiz, 2023, pp.1-78).

2.6. Tipos de extractos

2.6.1. Extractos fluidos

Se logran por percolacion al 70° de alcohol, luego concentracion al vacio y se estabiliza a dilucion
1:1. En general, primero se realiza una extraccién exhaustiva, obteniendo el 80% como liquido,
luego el resto se concentra al vacio hasta obtener una consistencia blanda y se mezcla por
estandarizacion en una proporcion de 1:1(Guerra, 2005, pp.1-162).

2.6.2. Extractos blandos

Son preparaciones semi solidas resultado de la evaporacion total o parcial de los solventes usados

para la extraccion. La concentracion es igual o superior a 2:1, por este mismo proceso 0 por

liofilizacion, se obtienen los extractos secos cuya concentracion es de alrededor de 5:1.
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2.7. Composicion quimica de los extractos y/o aceites esenciales

Los componentes que conforman los extractos o aceites esenciales son en su mayoria
monoterpenos y sesquiterpenos y procedentes aromaticos béasicos como sustancias
hidrocarbonadas: aldehido, fenol, peréxido, alcohol, éter, entre otros (Satidex, 2007, p.5).

Las sustancias naturales aportan una gran fuente de productos con actividades antimicrobianas,
como, por ejemplo, el extracto o aceite esencial de Schinus molle y arrayan pueden ser usados
para la produccion de tratamientos antifngicos (Evans et al., 2018, p.6).

2.8. Molle (Schinus molle L.)

2.8.1. Descripcion botanica

lustracién 3-2: Schinus molle L

Fuente: (Al-Zubairi & Al-Mamary , 2018).

Es un arbol de 10-12 metros de altura. El didametro del tronco es de 1,5 m desde la base y muy
ramificado en la parte superior. Su corteza es de color café claro, ligeramente grisaceo, y su
textura es un tanto aspera y agrietada. El follaje es perenne, denso y tiene ramas colgantes. Las
hojas son compuestas, lanceoladas, de margenes lisos o aserrados, muy aromaticas y miden de
1,5 a 4 cm de largo. Sus flores son pequefias, hermafroditas o unisexuales, y estan dispuestas en
paniculas alargadas. Los frutos son de un color rojizo muy llamativo, agrupados en racimos,
mesocarpio de sabor dulce y contienen una sola semilla. Las semillas son de color negruzco, de

textura rugosa, forma redondeada y varian en tamafio de 3 y 5 mm de didametro (Al-Zubairi & Al-
Mamary , 2018).
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2.8.2. Clasificacion taxonémica

Tabla 1-2: Clasificacién taxondmica de Schinus molle L

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Schinus

Especie Schinus molle L.

Fuente: Tropicos.org. Jardin Botanico de Missouri.

Realizado por: Chiliquinga Jessica, 2022.

2.8.3. Habitat y Distribucién

Schinus molle L., es un arbol originario del Perq, a fines del siglo XVII fue llevado a California,
debido a la descripcién de los botanicos de este siglo; supuestamente llegd a europa al mismo
tiempo, actualmente se encuentra en los trépicos, el mediterraneo, Africa e India. Schinus molle
L. es un arbol llorén, perennifolio y de rapido crecimiento. Se encuentra en estado natural en los
Andes entre 1.500 y 2.000 metros. Se cultiva como planta ornamental en México, Chile, el sureste
del Brasil, Uruguay, Ecuador y Colombia, en el Ecuador hay dos especies confirmadas de Scinus
molle L., estas especies pueden crecer entre 0-2800 msnm en bosques tropicales y regiones
andinas secas de las provincias de Azuay, Pichincha, Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Loja y

Cuenca (Martins, 2014, p.9).

2.8.4. Composicion morfologica

Schinus molle L., morfolégicamente se describe como un arbol bien ramificado, con un follaje de
color verde delgado y pardusco. Esta espectacular planta pertenece a la familia Anacardiaceas y

esta compuesta de diferentes partes que se mencionan acontinuacion:

e Hojas: son opuestas y alternas, lanceoladas, constituidas por una vaina envolvente y una
lamina fistulosa hueca y redondeada. Tiene compuestos como flavonoides (quercetina, rutina,
quercetina e isoquercetina, triterpenos, antocianidinas, Bsitosterol, taninos, acido galico, acido
protocatéquico, glucosa, fructosa, aceites esenciales (0,5%). Acido linolénico, linoleico,
lignocérico, y esteérico.

e Tallo: tiene forma de disco, con entrenudos muy cortos.
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¢ Fruto: drupas en racimos colgantes, cada fruto de 5 a 9 mm de diametro, con epicarpio rosado
o rojizo brillante, con exocarpo coriaceo, seco en la madurez, el mesocarpo forma parte de la
dispersion. Tiene sabor ardiente y picante Inmaduro es carnoso y de color verde.

o Semilla: es pequefia, de color negro, de superficie lisa mientras crece y rugosa al madurar,
debido a la pérdida de agua, en su estructura contiene &cido estearico. Frutos: aceites esenciales
(2,4 %); a-bergamontranseno, bourboneno, a y -canadineno, o y d-calacoreno, calameneno,
canfeno, carvacrol, B-cariofileno, y-copaenocroweacina, y- cubebeno, p-cimeno, butirato de
geraniol, hexanoato de nerol, a y B-felandreno, a y B-pineno, a—terpineol, y-terpineno, o y y-
muroleno, etc. Ademas: cianidina-3-galactésido, cianidina-3-rutinésido y peonidina-3-

glucdsido (Flores, 2014, pp.1-6).

2.9. Usos del Schinus molle L

Se le ha atribuido el poder antiséptico, antiespasmaodico y sedante, estimula la secrecidn gastrica
por lo que son digestivos, ademas de estimulacion uterina, antiinflamatorio en casos de cervicitis
Yy vaginitis (Gonzélez, 2009, p.25).

Las medicinas tradicionales practicadas en ambos lados del mar Mediterraneo utilizan los aceites
esenciales de Schinus molle L. como analgésicos, antiinflamatorios, antitumorales,
antibacterianos e insecticidas. Ademas, el extracto de las hojas de presentan un buen efecto
antimicrobiano contra microorganismos como: Agrobacterium tumefaciens y Bacillus subtilis.
Incluso se puede utilizar como tratamiento en casos de ceguera y reumatismo. Otros efectos
medicinales del aceite de corteza se conocen para tratar las Glceras, uretritis, verrugas, heridas y
enfermedades venéreas (Ayala et al., 1980, p.9).

Algunos microorganismos son sensibles frente al extracto de Schinus molle L, entre estos
podemos mencionar, Bacterias como: Clostridium sporogenes, Leuconostoc cremoris, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter calcoacetica, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Alcaligenes faecalis, Enterobacter aerogenes. Hongos como: Fusarium culmorum, Aspergillus

ochraceus, Aspergillus parasiticus entre otras especies (Gualtieri et al., 2012, p.7).

2.10. La piel

La piel es una cubierta externa del cuerpo de gran tamarfio que separa del medio ambiente externo,
asi como también permite la comunicacion con el exterior convirtiéndola en una barrera contra el
calor, frio, agentes toxicos, agresiones mecanicas y agentes patégenos . La piel es un érgano que
presenta una amplia variedad de funciones, incluyendo la protectora, la termorreguladora, la

sensitiva, la secretora, la inmunoldgica, la produccién de vitamina D y la excretora (Eisman et al,

2018, p.27).
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e  Estructura General de la Piel

Constituida por tres capas muy diferentes entre si en anatomia y funcion, pero con complejas

interrelaciones:

o Epidermis: Es la més superficial, la mas delgada y muy celular.

e Dermis: Es mucho més gruesa, estd constituida por tejido conjuntivo que es atravesado por
NUMErosos vasos Yy nervios y en esta se localizan los anejos cutaneos.

¢ Hipodermis: Es la capa méas profunda, esta constituida por un tejido adiposo que también se

conoce como tejido subcutaneo graso.

No es uniforme en toda su superficie, existe variaciones topograficas debidas a sus diferentes
funciones. Asi, en palmas y plantas tiene una importante mision de proteccion y, en consecuencia,
muestra una epidermis muy gruesa, con una gran capa cornea y una hipodermis también
voluminosa, mientras que en los labios menores de genitales femeninos la piel es muy fina,
exquisitamente sensible por la gran cantidad de terminaciones nerviosas libres que posee, y

practicamente carece de hipodermis. (Eisman et al, 2018, p.27).

2.10.1. Flora normal de la piel

La superficie de la piel forma un ecosistema complejo que soporta diferentes nichos ecolégicos.
El cudl estd compuesto por bacterias, hongos y paréasitos, se divide en flora permanente y

transitoria (Patifio y Morales, 2017, pp.147-158).

2.10.2. Factores modificadores de la flora normal

¢ El medio ambiente: Es un factor importante que modifica la flora normal de la piel debido al
aporte de humedad y cambios en la temperatura contribuye a la proliferacion de bacterias.

e La edad: En el caso de los lactantes la flora es inestable habiendo predominio de
Staphylococcus epidermidis y Streptococcus pyogenes, en los adolescentes y adultos se ve
aumentada la colonizacion por Propionibacterium freudenreichii.

e El sexo: En el sexo masculino se ha visto una mayor proliferacién de Staphylococcus aureus,

mientras que en el sexo femenino hay predominio de Micrococcus (Santamaria et al, 2002, p 23).

2.11. Jabon
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2.11.1. Definicion

Es un producto de higiene personal, destinada para el lavado de diferentes objetos o zonas

especificas, se lo puede utilizar en barra, crema, polvo y liquido. Este producto se obtiene por

saponificacion de los acidos grasos de elevado peso molecular con alcali (Pacheco et al, 2015, p. 177).

2.11.2. Componentes

Su composicion se basa en el uso de tensoactivos, aditivos y agua. Sin embargo, los componentes

tensoactivos pueden ser: i6nicos, no idnicos y protectores hidrofilicos coloidales.

Tensoactivos: También llamados surfactantes, son aquellos que reducen la tension superficial,
entre dos liquidos y sirven para ejercer la funcién de limpieza del jabdn. Existen tres categorias

de agentes tensioactivos: detergentes, agentes humectantes y emulsionante (Cruz et al, 2004, p.40).

Estos pueden ser anidnicos o catidnicos:

Anibnicos: Son detergentes sintéticos como los sulfonatos de alquilbenceno, agentes
espumantes como el lauril sulfato y humectantes tipo sulfosuccinato, que representan el
55% de la produccion mundial anual.
Cationes: Son compuestos nitrogenados del tipo sales de aminas grasas o sales de amonio
cuaternario. Se utilizan tanto en productos industriales como domésticos y son mucho méas
caros de producir que los surfactantes aniénicos.
Aditivos de apariencia: Son parte del material final del jabén y son importantes para satisfacer
la primera impresién del consumidor, mejorar la composicidn, el aromay la duracion.
Estabilizantes: Actian como agentes quelantes, previenen la precipitacion de compuestos
Nocivos.
Estabilizadores de espuma: Cocamide dietanolamina
Conservantes: tocoferol, el benzoato de sodio, las vitaminas A,Ey C
Fragancias y colorantes.
Reguladores de pH: Dado que los surfactantes tienen un pH alto (8-9), es necesario bajar el
pH a una zona de la piel humana menos agresiva de 5-7. Para ello se utilizan acidos organicos
débiles como el &cido citrico y lactico, que generan soluciones tampon con el exceso de alcali
de los surfactantes. Siendo el que més se utiliza el acido citrico por su eficiencia y precio
(Hilario, 2019, p. 73).
Ingredientes activos: Estos incluyen extractos de plantas y aceites esenciales, cuyos
ingredientes naturales otorgan al jabon liquido propiedades especiales como antibacterianas,

antifungicas y antioxidantes (Pacheco et al, 2015, p. 27).
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2.11.3. Jabones liquidos

Son jabones suaves disueltos en agua, alcohol, glicerina 0 una mezcla de estas sustancias, con o
sin esencia, lo que les confiere un olor agradable. EI método de elaboracion del jabon liquido
depende del pH, la saponificacion, la viscosidad y la temperatura. El jabon liquido de glicerina
por su formulacion humectante esté destinado al uso diario en el lavado de manos y cuerpo, forma
una excelente espuma gracias a la especial composicion de tensioactivos no ionicos, que facilita
la rapida eliminacion de la suciedad de la piel y gracias a la glicerina va a poseer propiedades
hidratantes (Almendarez et al, 2003, pp. 68-69).

2.11.4. Factores que determinan la calidad del jabon

e pH: Los valores de pH entre 5,5 a 10,5 corresponden a los valores de pH de la piel, dentro de
este rango se deberia encontrar los jabones destinados al uso en la piel, sin embargo, se
considera ideal un pH neutro (Aguirre et al, 2013a: p. 125).

e Aspecto y homogeneidad: Se comprueba por observacion directa que tenga las siguientes
caracteristicas, buena transparencia, espesamiento debido a los agentes viscosantes y
uniformidad. Para ello se hace una extensién de una muestra de jabon liquido sobre un
portaobjetos, situandolo sobre una superficie negra y se comprueba con una lupa la ausencia
0 presencia de particulas o0 grumos (Aguirre et al, 2013a: p. 125).

o Viscosidad: Se usa un viscosimetro para medir esta propiedad fisica, y si la viscosidad es alta,
se puede usar el método de Mahler (analisis de consistencia de gel). Se considera el rango
Optimo: 2000-3000 Pcs (Aguirre et al, 2013b: p. 67).

¢ Nivel de espuma: este es un método para determinar el nivel de espuma del agente tensoactivo,
el cual consiste en medir la cantidad de espuma que se forma al agitar una solucién de

tensoactivo, se determina el valor mediante una ecuacion (Aguirre et al, 2013a: p. 125).

2.11.5. Efecto del jabon en la piel

Usar un jabon para lavarse las manos es mas eficaz que usar agua sola, ya que los agentes
tensioactivos del jabon levantan la suciedad y los microbios de la piel; las personas tienden a
fregarse las manos mas cuidadosamente cuando usan jabon que elimina ain mas los microbios.

El lavado de manos salva vidas, y es la medida mas econdmica, sencilla y eficaz para reducir el
riesgo de infecciones y hace parte de las recomendaciones en la lucha contra la resistencia
antimicrobiana (RAM), una de las 10 principales amenazas para la salud publica a las que se

enfrenta la humanidad (OMs, 2021, p.4).
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Descripcion de los procesos

3.1.1. Recoleccion de la materia vegetal

El presente trabajo experimental fue desarrollado en los laboratorios de Productos Naturales,
Quimica Analitica, Andlisis Bioquimico y Bacteriol6gico de la Facultad de Ciencias de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo. La recoleccion del material vegetal se realizo6 en la provincia
de Chimborazo, cantén Guano mediante un muestreo aleatorio simple para obtener

aproximadamente 2 kg de la especie vegetal en fresco.

3.1.2. Secado, molienda y control de calidad de la planta

Una vez realizada la limpieza del material vegetal, se secé de manera natural durante una semana,
con el fin de conservar la mayoria de los metabolitos secundarios en el proceso de secado. Para
el control de calidad de la materia vegetal se realizaron pruebas fisico quimicas para determinar

la calidad y analizar si esta cumple con las hormas establecidas en la Farmacopea Espafiola.

3.1.3. Elaboracion del extracto etanélico al 96 % y screaning fitoquimico

Una vez realizado el control de calidad de la materia vegetal, se pes6é 1000 g de la planta seca y
se agregaron 1600 ml de etanol al 96 %, se llevé a maceracion durante 3 dias. Una vez transcurrido
este tiempo, se llevd el contenido a un proceso de extraccion por arrastre de vapor, para la
obtencidn final de un extracto fluido. La identificacion de los metabolitos secundarios, se realiz6
mediante el tamizaje fitoquimico donde se pudo evidenciar diferentes metabolitos propios de la

planta.

3.1.4. Analisis microbiol6gico

Por otro lado, para evaluar la actividad antimicrobiana se utilizaron cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y
Candida albicans, para comprobar mediante el método de Kirby-Bauer por difusion en discos, si

el extracto fluido posee actividad o no. Para este proceso se tomaron 50 mg de extracto puro, el
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cual se diluyé en 1000 uL de dimetilsulfoxido (DMSQO), obteniendo una concentracién de 50000
ppm. A esta dilucion patron se realizaron 6 micro diluciones sucesivas, diluidas cada una con 100
pL de DMSO, se procedio a la siembra con las cepas bacterianas y hongo previamente activados.
Se colocé discos en blanco distribuidos uniformemente a los cuales, se les adiciono 10 pL de cada
micro dilucidn, descartando las primeras y tomando en cuenta la segunda dilucion de 12500 en

adelante, esto con el fin de tener una mejor dilucién del extracto en el medio.

3.1.5. Elaboracidn de jabdn liquido

Se procedi6 a la elaboracion del jabon liquido con tres concentraciones de 12500, 3125 y 781
ppm, a los mismos que se realiz6 pruebas de control de calidad, en el cual se pudo comprobar
mediante bibliografia que contiene los valores establecidos para su uso, tal como lo establece la
norma NTE INE 850.

3.1.6. Determinacion de la actividad antimicrobiana del jabdn liquido

Finalmente, se determind la actividad antimicrobiana en cepas bacterianas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y en el hongo
Candida albicans, dando como resultado halos de inhibicion prominentes ante estos
microorganismos.

3.2. Materiales

3.2.1. Materiales de escritorio

Tabla 1-3: Materiales de Escritorio

Computador Cuadernos, libreta de apuntes

Lapiceros Impresiones de archivos
Realizado por: Chiliquinga Jessica, 2022

3.2.2. Material bibliografico

Tabla 2-3: Material bibliografico

Copias de documentos, articulos Apuntes

Libros Guias
Realizado por: Chiliquinga Jessica, 2022
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3.2.3. Materiales de laboratorio

Tabla 3-3: Materiales de Laboratorio

Crisol de porcelana

Vaso de precipitacion de 50 mL

Pipetas graduadas de 5 mL

Pinzas de crisol Vaso de precipitacion de 25 mL Pipetas graduadas de 1 mL
Frascos ambar Vaso de precipitacion de 100 mL 100 tubos de ensayo

Papel de filtro Vaso de precipitacion de 250 mL Gradilla

Papel aluminio Probeta de 50 ml Espétula

Kitasato Probeta de 100 ml Pizeta

Mechero Pipetas graduadas de 10 mL Vidrio reloj

Pera de succion Capilares Espéatula

Cuba Frascos tipo splash Guantes

Placa de silicagel Cajas Petri Mascarilla

Mandil Discos de papel filtro

Realizado por: Chiliquinga Jessica, 2022

3.2.4. Equipos

Tabla 4-3: Equipos

Mufla. Balanza analitica Bomba al vacio

Desecadora Calculadora Rotavapor

Estufa Sorbona Estufa de secado
Cémara UV Bafio maria

Realizado por: Chiliquinga Jessica, 2022

3.2.5. Reactivos

Tabla 5-3: Reactivos

Acido clorhidrico al 10 %

Hidrdxido de sodio al 10%

Reactivo Wagner

Agua destilada
Acido nitrico

Solucién de nitrato de amonio
10g/100mL
Perdxido de hidrogeno
concentrado
Etanol

Magnesio metalico

Acido clorhidrico concentrado
Hidréxido de amonio

Concentrado

Acido sulfarico concentrado

Hidréxido de potasio al 5%

Cloroformo

Reactivo Mayer,

Reactivo Dragendorff

Reactivo Fehling A

Reactivo Fehling B

Solucion patrdn de Solasodina

Anhidrido acético

Reactivo Rosenthaler

Reactivo de gelatina

Cloruro férrico al 1%
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Realizado por: Chiliquinga Jessica, 2022

3.2.6. Material microbiol6gico

Tabla 6-3: Materiales microbiolégico
Cepas Bacterianas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 25922
Klesbsiella pneumonia ATCC 10031
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Candida albiccans ATCC 10231

Realizado por: Chiliquinga Jessica, 2022

Tabla 7-3: Agares

Agares

Agar Mueller-Hilton
Agar MacConkey
Agar PCA

Agar Manitol

Agar Peptona

Agar Sabouraud

3.2.7. Infraestructura

Laboratorio de Productos Naturales, Quimica Analitica, Analisis Bioquimico y Bacteriol6gico de

la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo

3.3. Normas y enfoque

3.3.1. Normas

e USPn°28
e NTE INEN 2867
e NTE INEN 850

3.2.2. Enfoque
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El presente trabajo experimental tuvo un enfoque cuantitativo y experimental, ya que se
manipularon las diferentes concentraciones del extracto vegetal, para determinar el efecto

antimicrobiano para la elaboracion de un jabén liquido.

3.4. Alcance

El alcance de este trabajo experimental tuvo como objetivo determinar la actividad antimicrobiana
del extracto de Schinus molle L., para la elaboracion de un jabén liquido que cumpla con todas
las normas de control de calidad y a la vez dejar un aporte de investigacion de esta planta milenaria
gue pasa ante nuestros ojos inadvertida.

3.5. Disefio de la investigacion

El presente trabajo tuvo un disefio experimental basado en la actividad antimicrobiana del extracto

fluido etandlico de hojas de Schinus molle L.

3.6. Tipo de investigacion

De acuerdo con las caracteristicas de la investigacion y los objetivos planteados, se trata de un
estudio de tipo experimental in vitro, transversal, prospectivo y analitico, en el cual se evaluaréa la

actividad y efectividad de la planta estudiada para la elaboracion del jabén antimicrobiano liquido.

3.7. Poblacion de la muestra

La poblacidn de estudio fueron las hojas de Schinus molle L y se recolectaron aproximadamente
2 kg de la especie vegetal en fresco mediante un muestreo aleatorio simple, en la provincia de
Chimborazo, cantén Guano, siendo las coordenadas geograficas:

Latitud: 1°36'14.3"S

Longitud: 78°35'15.0”0
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llustracién 1-3: Ubicacion de la zona de estudio
Fuente: (Goggle Earth, 2023).

3.7.1. Criterios de inclusién
¢ Las hojas en buen estado
¢ Que tenga caracteristica de superficies integras.
o Cepas bacterianas ATCC

3.7.2. Criterios de exclusion

¢ Hojas que se encuentren en proceso de descomposicion

e Contaminacion microbioldgica.

3.7.3. Identificacion de variables

3.7.3.1. Variable dependiente

e Actividad antimicrobiana

3.7.3.2. Variable independiente

e Extracto fluido de Schinus molle L.

e Variacién de concentraciones para la elaboracion jabdn

3.8. Métodos y Técnicas e instrumentos de investigacion empleadas

3.8.1. Recoleccion de plantas e identificacion botanica
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La recoleccion de la muestra vegetal se realizé en la provincia de Chimborazo mediante un
muestreo aleatorio simple para obtener aproximadamente 2 kg de la especie vegetal en fresco.
Una vez que las especies vegetales fueron recolectadas en el cantén Guano provincia de
Chimborazo, se procedio a identificar botanicamente para establecer su especie, para lo cual
fue necesario de la colaboracién del Ing. Jorge Caranqui, quien es botanico responsable del
Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, con quien se compar6 las

estructuras de la planta junto con las especies documentadas el lugar.

3.8.2. Acondicionamiento de la droga vegetal y lavado

Una vez recolectada e identificada la especie, se procedié a lavarla con agua clorada con la

finalidad de eliminar impurezas.

3.8.3. Secado

La especie vegetal se procedi6 a secar a una temperatura ambiente, por una semana
aproximadamente, en papel periddico con la finalidad de no alterar y perder los metabolitos

presentes en la muestra vegetal.

3.8.4. Molienda

Procedido ese tiempo se continud a triturar en un molino de cuchillas a un tamafio de particula de
2-3mm; se recogieron en una funda ziploc para evitar que las partes de droga vegetal obtenidas

de la planta absorbiesen humedad y las mismas arrojen valores erréneos en los resultados.

3.8.5. Control de calidad de la materia prima

El control de calidad de la droga vegetal es un pardmetro transcendental para garantizar la
seguridad, eficacia e inocuidad de ésta. Ademas, es una medida que ayuda a identificar la especie

en uso.

3.8.6. Determinacion del contenido de Humedad

El contenido de humedad se determiné por un método gravimétrico en estufa de aire caliente
(Miranda 2006). Se pesaron 2 g de la muestra de planta secada y molida de Schinus molle y se

transfirio a un pocillo de aluminio previamente tarada y desecada a 105 °C hasta masa constante
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durante 3 horas. El pocillo se colocé con la muestra en la maquina de humedad, donde el equipo
arrojo un valor transcurrido los 20 minutos, repitiéndose la técnica, hasta que se obtuvo una masa

constante.

3.8.7. Determinacion de cenizas totales

Es equivalente al residuo orgénico que queda después de calcinar la droga vegetal orgénica. La
cantidad de cenizas totales se evaluard mediante el método gravimétrico de incineracion en mufla
(Miranda, 2006, p.12).

Se determiné la masa de 2 g de la porcion de muestra pulverizada y tamizada en un crisol de
porcelana previamente tarado. Calentamos suavemente la porcién de ensayo aumentando la
temperatura hasta carbonizar y posteriormente incinere en un horno mufla a una temperatura de
700 a 750 ° C, durante 2 horas. Se enfrio el crisol en una desecadora y se peso, repitiéndose el
proceso hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en més de 0.5 mg por g (masa constante).

Para obtener la masa constante los intervalos entre calentamiento y pesada son de 30 min.

Para la expresion de los resultados, se aplico la siguiente formula:

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = masa del crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcidn de ensayo (g)
M2= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos

3.8.8. Determinacion de cenizas solubles en agua

Este método consiste en evaluar la cantidad de material inorganico soluble en agua presente en
las cenizas totales. La determinacion de cenizas solubles en agua se realizara por un método
gravimétrico se incineracion en mufla (Miranda, 2006, p.3).

A las cenizas totales obtenidas en la primera parte de cenizas totales, se afiadié de 15 ml de agua.
El crisol se tapd y se hirvié suavemente a la llama del mechero durante 5 min. La solucién se
filtro a través del papel de filtro libre de cenizas. El filtro con el residuo se transfirié al crisol

inicial, se carboniza en un mechero y luego se incinera en un horno mufla de 700-750 ° C, durante
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2h. Posteriormente se colocd en una desecadora y cuando alcance la temperatura ambiente se
pesa. Se repite el procedimiento hasta alcanzar peso constante (Real Farmacopea Espafiola, 2002, p.6).

Para la expresion de los resultados, se aplicé la siguiente férmula:

c _Mz—Ma 10
a= Ml—Mx

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.

M = masa del crisol vacio (g)

Ma= masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
M1= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M2= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos

3.8.9. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Este método se basa en determinar el contenido de substancias minerales insolubles en &cido
clorhidrico contenido en la droga vegetal. Son indicativas de la materia arenosa. La determinacion
de las cenizas insolubles en &cido clorhidrico se realizara por un método gravimétrico de
incineracion en mufla (Miranda, 2006, p.2).

A las cenizas totales obtenidas seguln la técnica, se afiadié 2 ml de 4cido clorhidrico al 10%. El
crisol se tapd con un vidrio reloj y se calentd sobre un bafio de agua hirviente durante 10 min. Se
lavé el vidrio reloj con 5 ml de agua caliente y se unié al contenido del crisol. La solucion se filtra
a través de un papel de filtro libre de cenizas; se lava el residuo con agua caliente hasta que el
filtrado acidulado con &cido nitrico; al cual se le afiade una o dos gotas de solucion de nitrato de
plata 0.1 mol/L, no muestre presencia de cloruros. El filtrado con el residuo se deseca de 100 a
105 ° C, para luego transferir al crisol inicial y se incinera en un horno mufla a una temperatura
de 700-750 © C durante 2 h (si no se sefiala otra temperatura en la norma especifica).
Posteriormente se coloca en una desecadora y cuando alcance la temperatura ambiente se pesa.
Se repite el procedimiento hasta obtener masa constante (Real Farmacopea Espafiola, 2002, p.2).

Para la expresion de los resultados, se aplicé la siguiente férmula:

B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.

M = masa del crisol con la porcion de ensayos (g)
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M2= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico.

3.8.10. Obtencion de extracto

La planta seca y previamente molida, se someti6 a una extraccién etandlica usando 1000 g de
planta, con 1600 ml de etanol 96°, donde se logro obtener el extracto de las hojas tras 3 dias de
maceracion inicial y una segunda maceracion del residuo del primer filtrado por dos dias mas,
seguidamente el filtrado obtenido se procedi6 a llevar al equipo de rota vapor para asi, obtener
del extracto etandlico una consistencia tipo jalea.

3.8.11. Tamizaje fitoquimico

Tabla 8-3: Tamizaje Fitoquimico

Método Resultado

Se disuelve el extracto en 5 mL de

Prueba

FLAVONOIDES
Pruebas quimicas

etanol y dividir en dos tubos.

Se coloca 2.5 ml colocar un trozo de | Si se obtiene una coloracion roja

Reaccion de Shinoda: magnesio metalico, adicionar 2 gotas | indica la presencia de auronas o

de &cido clorhidrico concentrado. chalconas, si se forma una
coloracion naranja a rojo, indica
la presencia de flavonas; si es
rojo flavonoles y si es magenta

flavononas.

Reaccion de hidréxido de sodio al Si se forma una coloracion de

10%

Con el mismo proceso del anterior se

procede adicionar 0,5 mL de hidroxido | amarillo a rojo, indica la

de y
flavonas; de café a naranja de

de sodio. presencia xantonas
flavonoles; de purpura a rojizo
de y de

antocianinas.

chalconas azul

Cumarinas Ensayo: Se disuelve una porcion del extracto en 3 mL de etanol y dividir

en dos tubos, para realizar las siguientes pruebas

Reaccion de Erlich

Al primer tubo se coloca 1.5 ml del
extracto, se procede agregar dos gotas
de Reactivo Erlich y una gota de acido
clorhidrico concentrado.

La coloracién naranja, indica

presencia de cumarinas.

Reaccion con hidréxido de amonio

Con el mismo procedimiento que el

anterior, al segundo tubo adicionar dos

Se considera positiva la prueba

si se presenta una fluorescencia
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gotas de hidroxido de amonio

concentrado.

azul-violeta bajo la luz

ultravioleta.

Quinonas/Antraguinonas

Ensayo: disolver una porcion del extracto en 3 mL de etanol y dividir en

dos tubos, para realizar las siguientes pruebas:

Reaccion de hidroxido de amonio

Se adiciona una gota de hidréxido de

amonio concentrado al extracto.

Se considera positiva la prueba
para antraquinonas al tener la
presencia de una coloracion roja
que aparece en los dos primeros

minutos.

Reaccion con acido sulfarico

Se agrega 1 gota de &cido sulfirico
concentrado a otra porcién del

extracto.

La formacion de una coloracion
roja indica la presencia de

quinonas

Reaccion de Bérntraguer

Se diluye una porcion del extracto con
6 mL de agua destilada, se filtra, al
liquido filtrado, se le afiaden 3 mL de
hidréxido de potasio al 5%; calentando
a ebullicién por 3 minutos, enfriando 'y
realizando una extraccion con 6 mL de
cloroformo. Se elimina la fase acuosa
y a la fraccion cloroférmica se le
adicionan 4 mL de hidroxido de
potasio al 5%.

Un color rojo indica la presencia
de benzoquinonas; si es amarillo
verdoso, adicionar 1 gota de
peroxido de hidrogeno al 6%. Si
la coloracion cambia a roja, se
considera positiva para
derivados de antrona

Alcaloides

Pruebas quimicas

En este ensayo se utilizaran los reactivos de: Mayer, Wagner y

Dragendorff, haciendo la aclaratoria que existen otros reactivos para

realizar esta prueba.

Precauciones:

- Todos los ensayos deben hacerse siempre con la muestra disuelta o

redisuelta en HCI 10 % acuoso.

- Lasolucidn acuosa acida debe estar libre de turbiedad y precipitados

antes de hacer los ensayos para alcaloides.

- Luego de realizados los ensayos, se deben desechar las muestras en

un frasco dispuesto para ello en el laboratorio, esto con el fin de no

contaminar el ambiente con metales pesados.

Ensayo: tomar una porcion del extracto etandlico y adicionar entre 6 mL

de &cido clorhidrico al 10 %, calentar en bafio de Maria por cinco minutos,

enfriar y filtrar.

Mayer Se coloca 2ml del filtrado previamente
diluido y se coloca el reactivo de
Mayer.

Drgendorff Se realiza el mismo procedimiento que

en el anterior, en este se coloca el

reactivo de Dragendorff.

(+) Opalescencia
(++) Turbidez

(+++) Precipitado
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Wagner

El mismo procedimiento que en el
anterior, en este se coloca el reactivo

de Wagner.

Triterpenos y/o esteroles

El ensayo se realiza con muestras disueltas en cloroformo 6 diclorometano

Unicamente.

Adicionar el 4cido sulfirico lentamente a través de las paredes del tubo de

ensayo, hacerlo en la campana de extraccién. La reaccion libera calor,

utilizar pinza para tubo de ensayo. Si la solucion ¢ el tubo de ensayo no

estan completamente secos puede haber salpicaduras.

Reaccion de Lieberman Bouchard

En un tubo de ensayo limpio y seco, tomar
una pequefia cantidad de extracto etandlico
previamente llevado a sequedad, adicionar
cloroformo o diclorometano en cantidad
suficiente que cubra la muestra, colocar en el
ultrasonido hasta disolver la muestra, afiadir
0,5 mL de anhidrido acético, adicionar
cuidadosamente por la pared del tubo, dos
gotas de acido sulfurico concentrado

Se considera positiva la
prueba cuando aparecen
coloraciones violeta,
verde o azul. Al formarse
una coloracion azul o
verde en la interfase, hay
presencia de esteroides; si
la coloracién es rosa,
rojo, magenta o violeta
habra  presencia  de
triterpenos.

Saponina

Ensayo: tomar una porcién del extracto acuoso y dividir en dos tubos,

para realizar las siguientes pruebas:

Prueba de altura y estabilidad de

En un tubo de ensayo colocar 1 mL de

Si se forma abundante

espuma solucion acuosa del extracto, agitar | espuma, estable
vigorosamente durante un minuto y tomar la | aproximadamente 5
altura de la espuma, en caso de que se | minutos es  prueba
presentara. presuntiva de la presencia
de saponinas en la
muestra.
Reaccion de Rosenthaler | A una porcién del extracto concentrado, | Si se forma coloracion

(Reactivo de Vainillina):

adicionar dos gotas del reactivo Rosenthaler
y estratificando con dos gotas de Aacido

sulfurico concentrado.

violeta, se considera
positiva para sapogeninas
triterpenoidales y una
coloracion verde para

sapogeninas esteroidales.

Taninos/compuestos fendlicos

Ensayo: disolver una porcidn del extracto en
dos tubos, para realizar las siguientes pruebas

3 mL de agua y dividir en

Reaccidn con gelatina

Se coloca 1.5 ml en un tubo de ensayo y se

coloca 2 gotas de reactivo de gelatina.

La formacién de un
precipitado blanco indica

presencia de taninos.
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Reaccion de cloruro férrico Al segundo tubo se afiade 1.5ml del extracto, | La formacion de
se adiciona al tubo una gota de cloruro férrico | coloraciones indica la
al 1% presencia de compuestos
fendlicos: de azul a negro
derivados  del  4cido
galico y coloraciones
verdes de derivados del
catecol. . La formacion de
una coloracién  azul
indica la presencia de
taninos hidrolizables y
una coloracién verde
identifica a los taninos
condensados.

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

3.8.12. Analisis Cromatogréafico en capa fina

En el procedimiento, la fase estacionaria se mantiene en la capa fina de un adsorbente (puede
ser alumina, gel de silice o celulosa) colocada sobre una columna plana, como una placa de
vidrio, aluminio o plastico. La CCF es un método analitico y tiene como objetivo estudiar la
mezcla de componentes (Lorenzo et al., 2019, p.30).

En una placa de cromatografia de capa fina, de vidrio cubierta con una fina capa de un sélido
adsorbente (gel de silice o alimina). Se colocé una pequefia cantidad del extracto fluido en
disolucién en un punto en la parte inferior de la placa, se introdujo la placa en una cubeta
cromatografica, de forma que sélo la parte inferior de la placa quedo inmersa en el liquido.

El liquido o eluyente es la fase movil y subi6 por la placa de CCF por capilaridad, mientras que
el eluyente paso por la zona donde esta la mancha de la mezcla. Una vez que el eluyente alcanzo
la parte superior de la placa, se retiré de la cubeta, se secd, y los componentes separados de la

mezcla se visualizardn. (Lorenzo et al., 2019, p.30).

3.8.13. Formulacién de jabon liquido antimicrobiano

3.8.13.1. Ingredientes

1. Texapon 500 g

2. Comperland KD 15 ¢
3. Cloruro de Sodio 50 g
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Glicerina50 g

Vitamina E 50 g

Color y fragancia al gusto
H-0 2 litros

N o g s

3.8.14. Andlisis microbiolégico

3.8.14.1. Control microbiol6gico

Preparacion del agar

Se peso6 4.5 g de Agar Sabouraud dextrosa (SDA), 11.19 de Agar EMB, 1.35 g de Agar Manitol
y 2.99 g de Agar PCA, en matraces de 500 ml, luego se agreg6 180 ml de agua destilada en cada
uno, se mezclo y se llevo a calentamiento hasta ebullicion, luego se dejé enfriar y se coloco el
agar en envases de vidrio esterilizados para su autoclavado. Por Gltimo, se colocd el agar en las

placas de Petri para su respectiva gelificacion.

Preparacion de Agua de peptona

Se pes6 0.99 g de Agar agua peptonada, se coloc en un matraz de 500 ml, luego se agregd 99 ml
de agua destilada, se mezcld y para la autoclave durante una hora. Por Gltimo, se colocé un tubo
de ensayo 9 ml de la solucion madre para tener una dilucién a la -1 y -2. Este proceso se realiz6
6 veces.

Activacion de las bacterias

Se tomd las cepas bacterianas que se van a utilizar, en este caso Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y Candida albicans se agrega 20 pulL
de cada cepa y se agrega en 2 ml de caldo soya-triptocaseina (TSB). Se dejé incubar los tubos
durante 18 h a 37°C en la estufa.

Preparacion de la muestra Stock

De la muestra del extracto etanohdlico del Schinus molle L. se pesaron 50 mg del extracto y se le

agrego 1000 pL dimetilsulfoxido (DMSO) con un total de 50000 ppm, para obtener una solucién
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homogénea. A partir de esta solucidn, se tomo un volumen de 100 uL y se agregd 100 uL del

DMSO, realizando una dilucién sucesiva hasta obtener una dilucion final de 781ppm.

Control de calidad de la materia prima

Se pes6 10 g de cada ingrediente y se agregd en cada matraz del agua peptonada, una vez
homogenizados, se tom6 1000 uL con una pipeta automatica y se coloco en el tubo de cada uno
de los ingredientes. Se procedid a la siembra colocando en dos cajas petri 100 uL de la disolucion
-1y -2 de cada agar y se incubo durante 24 horas.

3.8.15. Kirby-Bauer (sensibilidad a los antibi6ticos)

En el método de Kirby Bauer, el microorganismo se inocula en la superficie de una placa de
agar, sobre la cual se colocan discos impregnados con una concentracion conocida del
antibiotico. Las placas se inoculan durante 16-18 horas a una temperatura de 35- 37°C. Durante
la incubacidn, el farmaco se difundedesde el disco a través del agar, por lo que su concentracion
va disminuyendo a medida que sale del disco. En cierta etapa, la concentracion del antibi6tico
en el medio no puede inhibir la bacteria en estudio (Montero et al. 2018, pp.15-44).

El didmetro del area de inhibicion en torno al disco es convertido a las categorias de sensible,
intermedio o resistente (S, I, 0 R) acorde a tablas publicadas por los organismos encargados del
control de tales métodos, como, por ejemplo, el Comité Nacional de Estandar de Laboratorios
Clinicos de los Estados Unidos de Norteamérica (National Committee for Clinical Laboratories

Standards) (Montero et al., 2018, pp.15-44).

3.8.16. Elaboracion de la formulacion del jabon liquido

En un recipiente plastico, se agreg6 2 L de agua y disolvié el Texapon dando ligeros movimientos
sin levantar espuma, hasta que éste desaparezca.

Se colocardn los siguientes ingredientes como glicerina, coperlan KD, dando ligeros movimientos
sin levantar espuma a esta base preparada, afiadimos colorante y aroma. A esta formulacion base
se agregaron en tres recipientes estériles, las diferentes concentraciones de 12750 ppm como una
concentraciéon maxima, 3125 ppm concentracion media y finalmente 781 ppm como una
concentracién minima, Se termin6 agregando el cloruro de sodio sin dejar de remover hasta

obtener una consistencia homogénea.
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3.8.17. Control de calidad del jabon liquido
3.7.17.1. Determinacidn de las caracteristicas organolépticas

e Color: Se colocé una cantidad suficiente de muestra sobre la superficie de un vidrio reloj, el
cual se determin6 mediante visualizacion con ayuda de un circulo cromético.

e Olor: Se afiadié una pequefa cantidad de muestra sobre el vidrio reloj, el cual se percibi6 en
cada una de las muestras y se determiné el tipo de olor: floral, citrico, lefioso, dulce o
mentolado.

e Aspecto: Se tom6 una cantidad suficiente de muestra y se la extendié sobre la superficie del

vidro reloj y se observo y determind la homogeneidad del producto.
3.8.17.2. Determinacion del pH

La medida del pH permite conocer el grado de acidez o alcalinidad de una solucién. La medicién
de este parametro se hizo a las 12 formulaciones. Se utiliz6 un pH-metro de marca HDM, previo
a la determinacidn se utilizaron soluciones buffer de 4 y 7. El siguiente paso fue colocar 1 g de
muestra en un vaso de precipitacion de 100 ml, luego se afiadié 20 ml de agua destilada, se agit6

suavemente hasta obtener espuma, y finalmente se realizé la lectura del pH y se registré los datos.
3.8.17.3. Determinacion de la densidad

Para esto, se usO el picnémetro, y se realiz6 a las 12 muestras de jabones con las distintas
combinaciones y concentraciones. El procedimiento se basé en la normativa INEN 35 que
consistio en lavar y secar el picnémetro, pesarlo y registrar su masa. Luego se lleno el picndmetro
con agua y se colocd la tapa hasta que rebase y se sec6 suavemente con un pafio y se procedio a
pesar, como ultimo paso se llen6 el picndmetro con la muestra hasta sobre pasar el capilar, se
esper6 10 minutos y se anotd su masa. Para la determinacion de este parametro se debe aplicar la
siguiente formula:
M1-M

D=vz—m
Donde:
 D: Densidad relativa
* M: Peso del picnémetro vacio
* M1: Peso del picnémetro con la muestra.

* M2: Peso del picnometro con agua destilada.
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3.8.17.4. Determinacion de viscosidad

La Viscosidad es un pardmetro de los fluidos, es un indicador cuantitativo de calidad en las
industrias de los aceites, a nivel petroquimico, alimenticio, farmacéutico, entre otros, ya que es
un punto de referencia en la formulacién de un producto, facilitando la reproduccion de la
consistencia de un lote a otro. La determinacién de la viscosidad segun la normativa NTE INEN
1013, se ejecutd con el viscosimetro rotacional (marca FUNGILAB modelo L de la serie Alpha a
20°C con spin de N°2 y N°3 en las muestras de jabon liquido, en un vaso de precipitacion de 100
ml, se coloc6100 ml de muestra, se prepar6 el equipo para su lectura, luego se colocé la aguja
correspondiente del viscosimetro y se leyd.

3.8.17.5. Determinacion del nivel de espuma

El método consiste en la medicidon de la cantidad de espuma que se forma al agitar una solucién
tensoactiva en agua (jabon liquido) como lo indica la normativa INEN 831, las condiciones de
preparacion de la solucidn, agitacion y medicion de la espuma se deben observar minuciosamente
para que el método sea reproducible.
Para esto se procedi6 a pesar 1g de muestra, y se disolvié en 200 ml de agua destilada caliente, se
completd el volumen a 1000 ml con agua destilada fria. De esta solucion preparada se transfirio
50 ml de la solucién a un vaso de precipitacion de 250 ml, el cual se tapé y se agitd
aproximadamente 60 veces de forma enérgica y rapida.
Posteriormente se dejo reposar por 1 minuto y se anoté el volumen de agua en la parte superior;
luego se resto el volumen total (agua + espuma) al volumen de agua hasta la interfaz. Las lecturas
se repitieron a los 2, 5y 15 minutos. El volumen de espuma se determina utilizando la ecuacion
siguiente:

V=V1-V2
Donde:
V = Volumen de la espuma, en ml.
V1 = Volumen total (agua + espuma).

V2 =Volumen de agua en la interface

3.8.18. Determinacion del efecto antimicrobiano

El método de difusion en agar o método de antibiograma fue empleado para medir la actividad
antimicrobiana de las tres formulaciones seleccionadas contra las diferentes bacterias y hongos,

en primera instancia se prepardé el medio de cultivo Mueller-Hinton, luego se realizo la
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preparacion del in6culo bacteriano, donde a partir de una placa de cultivo de 24 h con la cepa de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis,
Candida albicans, se tomé de 4 a 5 colonias con el asa y se suspendid el indculo en un tubo con
suero fisioldgico a una turbidez equivalente a 0,5 de la escala de MacFarland. Para la siembra de
la muestra, se sumergié el isopo dentro de la suspensién del microorganismo y se colocd el isopo
por encima del nivel del contenido del tubo y se desliz6 contra las paredes para remover el exceso
del in6culo. Posteriormente se sembré el indculo uniformemente en cuatro direcciones sobre la
superficie del medio, luego con ayuda de una pinza estéril se coloco los discos en blanco, donde
con una pipeta, se colocd 10 uL de cada una de las muestras de jabon liquido con extracto de
Schinus molle L, a diferentes concentraciones sobre la superficie del disco con un control negativo
de DMSO y un control positivo de un jabon comercial. Finalmente se incub6 las cajas petri a 37°
y se realizo las lecturas después 24 h.

3.8.19. Etiquetado y envasado del jabén liquido

Los productos cosméticos constituyen un aspecto primordial en el desarrollo social y cultural,

desde la antigliedad hasta el dia de hoy son importantes para el cuidado personal (Vivanco, 2016a:

p.11).

Actualmente, existe una creciente tendencia por el consumo de productos de origen natural, que

39 corrija algun defecto de la piel y que no perjudique al medio ambiente (Vivanco, 2016b: p-81).

Las normas para el etiquetado y envasado del producto fueron consideradas de la normativa

NTEINEN 2867, mencionando que el envase de los productos cosméticos debe cumplir con las

siguientes caracteristicas:

a) Nombre y marca del producto

b) Nombre o razén social del fabricante o del responsable de la comercializacion del producto
cosmético.

¢) Nombre del pais de origen.

d) El contenido nominal en peso, volumen o unidades cuando aplique en el Sistema Internacional
de Unidades.

e) Las precauciones particulares de empleo establecidas en las normas internacionales sobre
ingredientes y restricciones o condiciones de uso.

f) EI nimero de lote o la referencia que permita la identificacion de la fabricacion.

g) El nimero de Notificacion sanitaria obligatoria (NSO) con indicacion del pais de expedicion.

h) La lista de ingredientes precedidos.
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3.8.20. Mapa metodologico

IDENTIFICACION Y RECOLECCION DEL MATERIAL

VEGETAL Schinus molle L.

SELECCION DE HOJAS DE Schinus molle L.

LAVADO

SECADO

|
MOLIENDA

HOJAS DE Schinus molle MOLIDAS

v | v
IDENTIFICACION OBTENCION DEL
CONTROL DE CALIDAD CUALITATIVA DE LOS EXTRACTO
DE LAPLANTA METABOLITOS ETANOLICO
» Ensayos SECUNDARIOS
organolépticos o o
e Ensayos botanicos Tamizaje fitoquimico
e Ensayos
fisicoquimicos
Control de calidad del
extracto
Control microbioldgico
Evaluacion de la actividad Método de de
Antimicrobiana del extracto. .
| Kirby-Bauer
Elaboracion de un jaboén liquido en
concentraciones de 12570 ppm, 3125
ppmy 781 ppm.
|
Control de calidad
- pH, viscosidad,
densidad. esbuma
e I - Método de de
Determinacion de la actividad Kirby-Bauer

Antimicrobiana en el jabon.

lustracion 2-3: Proceso de obtencion del jabén liquido
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Caracteristicas fisicas e identificacion

Tabla 1-4: Caracteristicas organolépticas del Schinus molle L. e identificacion

Parametro Schinu molle L.
Forma Lanceoladas, colgantes
Tamarno Entre los 15 a 30 centimetros.
Peso 1 kilogramo
Color Verde Claro
Sabor En general picante, sin embargo, también amargo
Olor Olor acre

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Se identifico la especie Schinus molle L. en el herbario de la ESPOCH, mediante busqueda

bibliogréafica y fisica. Luego de una exploracion fisica de la planta, se pudo identificar varias

caracteristicas de las mismas como: el tamafio, peso, olor y sabor de esta especie vegetal. Asi el

botanico encargado certificé que se trata de una plata introducida y cultivada en el Ecuador.

(Cipra, et al. 2020, p.2) en su articulo publicado mencionan estas caracteristicas que posee la planta

Schinus molle L lo cual corrobora las caracteristicas organolépticas estudiadas

4.2. Determinacion del control de calidad de la planta

Tabla 2-4: Resultado de los ensayos de control de calidad de la planta

Ensayo Materia Resultado Limites segun
vegetal (%) la UPS N°28
(%)
Determinacion de | Hojas Adultas | 7.21 7 a 14 en hojas
jévenes y adultas
Humedad . y
Determinacion de | Hojas Adultas | 5.55 12 en hojas jovenes y
. adultas
cenizas totales
Cenizas insolubles en | Hojas Adultas | 6.42 7 en hojas jovenes y
adultas
agua
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Cenizas solubles en | Hojas Adultas | 6.26

acido clorhidrico

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Para el control de calidad, se realizd en primer lugar la determinacion de humedad, para lo cual
se utiliz6 en un equipo llamado Mettler Toledo. Asi mismo para cenizas totales, insolubles en
aguay solubles en &cido clorhidrico, se realiz6 con el método tradicional y podemos observar que
los valores en porcentaje obtenidos se encuentren dentro del rango establecido determinado por
la USP N° 28 como se puede observar en la tabla 2-4

Segun la USP N°28 y la Real Farmacopea Espafiola, se establece que los valores estan dentro del
rango, por lo cual se considera un analisis valido de la calidad de la planta estudiada, asi se
demuestra que las condiciones de conservacion y almacenamiento de la droga vegetal seca, fueron
las adecuadas debido a que, el contenido de humedad es un indicativo de la estabilidad de la materia

prima frentea la degradacidn causada por bacterias u hongos.

4.3. Obtencidn del extracto etanodlico

llustraciénl-4: Extracto etandlico fluido

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Como se puede observar en la llustraciénl1-4, se obtuvo el extracto etan6lico con 1000 g de hojas
molidas y 1600 ml de alcohol al 96%, el mismo que paso por un proceso de maceracion y
evaporacion, obteniendo un concentrado puro con un total de 200 g el mismo que nos da un
rendimiento 20 %, esto con el fin de tener una mayor concentracién de metabolitos presentes en
la planta.

(Caceres en el 2018), en un estudio realizado para la elaboracién de cremas con extractos
hidroalcolicos con hojas de Schnus molle, menciona que los bajos tiempos de residencia que se

emplean y el efecto refrigerador debido a la evaporacion, posibilita trabajar eficazmente con
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productos sensibles a la temperatura dando un rendimiento mayor. Asi podemaos establecer que el

extracto obtenido con un 20% de rendimiento, esta acorde y éptimo a lo establecido.
4.3.1. Control de calidad del extracto etanélico de Schinus molle L

Tabla 3-4: Determinacién de caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas

Ensayos Caracteristica Formulacion

Caracteristicas

fisicoquimicas

Densidad 1.003
pH 5.69
Caracteristicas Apariencia Liquido

Organolépticas

Color Amarillo Verdoso
Olor Aromatico
Sabor Amargo

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

En la Tabla 3-4, se observan las caracteristicas fisicoquimicas con una densidad de 1.003 g/ml y
un pH 5.69, mientras que en las organolépticas del extracto de Schinus molle L. presentaron un
color amarillo verdoso, un olor aromatico caracteristico de la planta y sabor amargo, propios de
la droga vegetal y del solvente empleado.

Las caracteristicas organolépticas de la planta permiten identificar su estado de conservacion,
pero cuando existe una pérdida del color o un olor raro, indica que se realizd un incorrecto

procesamiento con la planta (Gutiérrez y Gonzéles 2021, p.25).
4.3.2. Determinacion de metabolitos secundarios
4.3.2.1. Tamizaje fitoquimico

Tabla 4-4: Resultados del tamizaje Fitoquimico

Ensayo Metabolito Resultado Representacion
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Shinoda
Reaccion de
hidroxido de sodio
al 10%

Reaccion con
hidréxido de
amonio

Reaccién con
hidréxido de
amonio

Reaccién con

acido sulfarico
Reaccion de
Borntraguer
Mayer

Drgendorff
Wagner

Reaccion de
Lieberman

Bouchard

Prueba de altura vy

estabilidad de espuma
Reaccion de

Rosenthaler

(Reactivo de
Vainillina):
Reaccion con
gelatina

Flavonoides

Flavonoides

Cumarinas

Quinonas

Quinonas

Antraquinonas

Alcaloides
Alcaloides
Alcaloides

Triterpenos y/o

esteroles

Saponinas

Saponinas

Taninos/
compuestos

fenodlicos

Coloracion Roja

Coloracion amarilla

Coloracion roja

Coloracién marron

Coloracién verdosa

Coloracion amarillo

verdoso

Opalencia
Precipitado

Opalencia

Coloracién verde oscuro

No presenta espuma

No presenta cmbio de

color

Precipitado blanco

++

++



Reacciodn de Taninos/ Verde oscuro ++

;. compuestos
cloruro férrico
fenolicos

Interpretacion de datos: (-) Sin presencia del metabolito, (+) baja evidencia, (++) evidencia, (+++) alta evidencia.
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Con base en los resultados obtenidos mediante el analisis fitoquimico en los extractos etanolicos,
se evidencio que los componentes méas abundantes en la planta Schinus molle L fueron los
alcaloides, seguido por flavonoides, quinonas, triterpenos y taninos, mismos que se adjudican la
actividad antimicrobiana. No existe evidencia acerca de la presencia de antraquinonas ni
saponinas, esto se debe a factores externos en el entorno de crecimiento de la planta, mas no
significa la ausencia de estos metabolitos en su composicidn quimica.

En algunos estudios realizados (Maravi, 2012, p. 28) se demuestra que los metabolitos secundarios,
tales como alcaloides, flavonoides, triterpenos, taninos, y otros compuestos de naturaleza

fendlica son responsables de las actividades antimicrobianas que Schnus molle L posee.

4.3.3. Andlisis Cromatografico en capa fina

Tabla 5-4: Cromatografia en capa fina

CCF: 1
Placa de silica gel (9,5x4cm)

Longitud de la banda 366
Solvente de corrido Hexano y acetato
Muestra Extracto etandlico de Schinus molle L.
Revelador H2S04 vainillina al 1%

Banda Recorrido Recorrido R Color

S del dela f

disolven muestra
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te

1 6,4 1,3 0,20 Naranja
2 1 0,16 Fosforescente
6,4

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

En la tabla 7-4, se observan 2 bandas en la cromatografia, las cuales indican la presencia de
metabolitos secundarios terpenos, cada uno de los resultados de los Rf se detalla de manera clara
en la misma tabla.

En un articulo publicado por Audizzo y Chamorro (2006), sobre la composicion quimica del
aceite esencial de hojas de arboles de Schinus molle L. mediante cromatografia de gases y
espectroscopia de masas, determinaron como componente mayoritario al a-felandreno, canfeno
y a—pineno , en un Rf=0.20, por lo cual se puede establecer que a un Rf=0.2031 estan presentes

estos mismos metabolitos que dan la actividad deseada al extracto.

4.4, Analisis microbioldgico

4.4.1. Método de Kirby-Bauer

Tabla 6-4: Tamafio del halo de inhibicién (mm) de los antibi6ticos comerciales

Concentraciones ppm Escherichia coli ATCC 25922
12500 10mm 8mm

5250 8mm 8mm

3125 8mm 7mm

1563 7mm 7mm

781 6mm 7mm

Control (-) DMSO - -

Control (+) CXM/DA 24mm 28mm

Interpretacion: DMSO: Dimetilsulféxido, CXM: Cefuroxima, DA: Clindamicina, mm: Milimetros, ppm: Partes por millon.
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Tabla 7-4: Tamafio del halo de inhibicién (mm) de los antibidticos comerciales

Concentraciones ppm Staphylococcus aureus ATCC
25923
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12500 10mm 10mm
6250 Imm omm
3125 8mm 8mm
1563 7mm 8mm
781 7mm 7mm
Control (-) - -
Control (+) AZM/DA 32mm 33mm

Interpretacién: DMSQO: Dimetilsulféxido, AZM: Azitromicina, DA: Clindamicina, mm: Milimetros, ppm: Partes por millon.

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Tabla 8-4: Tamafio del halo de inhibicién (mm) de los antibidticos comerciales

Concentraciones ppm Klesbsiella pneumoniae ATCC
10031

12500 11mm 10mm

6250 10mm 9mm

3125 9mm 9mm

1563 8mm 8mm

781 7mm 8mm

Control (-) - -

Control (+) AZM/AZM 33mm 26mm

Interpretacion: DMSO: Dimetilsulféxido, AZM: Azitromicina, mm: Milimetros, ppm: Partes por millén.

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Tabla 9-4: Tamafio del halo de inhibicién (mm) de los antibidticos comerciales

Concentraciones ppm Staphylococcus epidermidis ATCC
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12228

12500 10 mm 9 mm
6250 9 mm 8 mm
3125 8 mm 7 mm
1563 7 mm 7 mm
781 6 mm 6 mm
Control (-) - -
Control (+) AZM/NO 33 mm 21 mm

Interpretacion: DMSO: Dimetilsulféxido, AZM: Azitromicina, NO: Gentamicina, mm: Milimetros, ppm: Partes por millén.

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Tabla 10-4: Tamafio del halo de inhibicion (mm) de los antibidticos comerciales

Concentraciones ppm Candida albicans ATCC 10231
12500 7mm 7 mm
6250 7 mm 6 mm
3125 6 mm 6 mm
1563 6 mm 6 mm
781 5mm 6 mm
Control (-) - -
Control (+) FLU/FLU 28 mm 21 mm

Interpretacion: DMSO: Dimetilsulféxido, FLU: Fluconazol, mm: Milimetros, ppm: Partes por millon.
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Con base en las tablas 6,7,8,9,10-4, se puede apreciar que para cada una de los microorganismos,
el crecimiento del halo de inhibicion, es menor a medida que disminuye la concentracién del
extracto, si bien este halo no se compara con el diametro del medicamento es significativo, ya
que el extracto contiene varios metabolitos secundarios propios que no estan aislados y son estos
los que atribuyen la actividad antimicrobiana.

Con base en los datos del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS),
Staphylococcus aureus es sensible frente azitromicina cuando se presenta un halo de inhibicion
> 18mm y es resistente cuando el halo de inhibicion es < 13 mm, de acuerdo con los resultados
obtenidos, el halo de inhibicién es de 32 mm, es decir que esta bacteria es sensible frente a este
antibiotico. Ademas, Staphylococcus aureus es sensible frente a la clindamicina cuando se
presenta un halo de inhibicion > 28 mm y es resistente cuando el halo de inhibicion es <29 mm,

de acuerdo con los resultados, se pudo observar que el halo de inhibicion fue de 33 lo que indica
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gue es sensible a este medicamento (Picazo 2018, p. 15).

4.5. Formulacion del jabén liquido

lustracion 2-4: Control microbioldgico de la materia prima
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Segun la Norma Oficial Mexicana y la FDA el intervalo de microorganismos se considera un
rango menor a 10 UFC/mL con un méximo de 100 UFC/mL, sin embargo no consideran ningun
criterio microbiol6gico para este tipo de productos si no de manera general, sin embargo es
importante ya que méas del 50 % de los contenedores recargables de jabdn liquido presentan
contaminacién microbiana, incluyendo algunos géneros de enterobacterias, por lo que la OMS
considera importante un andlisis microbiolégico previo a la elaboracion de un producto para
tener una adecuada calidad microbiologica.

Como se observa en el analisis previo a la elaboracion del jabén liquido, no presento el
crecimiento microbiano, por lo cual se establece que la materia utilizada esta apta para la
elaboracion y posterior uso, siguiendo las diferentes normas y sobre todo en un espacio limpio
y estéril.
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llustracion 3-4: Elaboracion del jabon liquido

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

4.6. Pruebas fisicoquimicas del jabon
Control de calidad del jabon liquido mediante pruebas fisicoquimicas.

Tabla 11-4: Control de calidad del jabon liquido
Caracteristicas Organolépticas Apariencia Liquido Viscoso

Color Amarillo

Olor Aromatico
Ensayos Formulaciones
Concentraciones 781 ppm 3125ppm 12500 ppm
Viscosidad 1800 cst 17900 cst 17800 cst
Densidad 1.002 g/ml 1.001 g/ml 1.001 gml
pH 7.59 7.55 7.5
Capacidad de Espuma =~ =" 1> cm 15cm

Interpretacion: cst: centistoke, ppm: Partes por millén, g: gramo, ml: mililitro.
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

47



Se elabor6 una base de jabdn la cual se distribuyd en 3 recipientes previamente esterilizados, a
diferentes concentraciones con el extracto de Schinus molle L., las cuales fueron 12500 ppm, 3125
ppmy 781 ppm, para el posterior andlisis de control de calidad y la determinacién de la actividad
antimicrobiana. En cuanto a las caracteristicas organolépticas, se pudo apreciar un color amarillo,
con apariencia liquida, olor aromatico a percepcién personal.

Los valores determinados en comparacion con un articulo cientifico en las tres formulaciones
observadas en la tabla 11-4, se encuentran dentro de los rangos permitidos para el control de
calidad, como en la viscosidad (1000 cPs y 5000 cPs), densidad (1,00 — 1,05 g/ml) (Medina y
Santillan, 2019, p. 209).

El valor descrito de pH se encuentra dentro de los limites establecidos que varian entre 4.5y 7.5,
este pardmetro se considera un indicador de estabilidad fisica. Segun la normativa NTE INEN
850, debido a que toda sustancia que se aplique sobre la piel debe encontrarse dentro de este
rango, para evitar que se genere irritacion y sequedad.

4.7. Analisis microbioldgico

Actividad antimicrobiana del jabon liquido

Tabla 12-4: Actividad antimicrobiana del jabén liquido a diferentes concentraciones
Formulaciéon del jabon en Escherichia coli ATCC 25922

concentraciones ppm

12500 10 mm 11 mm
3125 10 mm 10 mm
781 10 mm 10 mm

Control (-) DMSO -

Control (+) Jabén comercial 9 mm 8 mm

Interpretacion: DMSO: Dimetilsulféxido, ppm: partes por millén, mm: milimetro.
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Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Tabla 13-4: Actividad antimicrobiana del jabén liquido a diferentes concentraciones

Formulacion del jabén Staphylococcus aureus ATCC
en concentraciones ppm 25923

12500 16 mm 17 mm

3125 15 mm 18 mm

781 15 mm 15 mm

Control (-) DMSO - -

Interpretacion: DMSO: Dimetilsulféxido, ppm: partes por millén, mm: milimetro
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Tabla 14-4: Actividad antimicrobiana del jabdn liquido a diferentes concentraciones

Formulacion del jabon Klesbsiella pneumoniae
en concentraciones ppm ATCC 10031
12500 11 mm 10 mm
3125 8 mm mm
781 7 mm 7 mm

Control (-) DMSO - -

Control (+) Jabén comercial 7mm 7-mm
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Interpretacion: DMSO: Dimetilsulféxido, ppm: partes por millén, mm: milimetro

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Tabla 15-4: Actividad antimicrobiana del jabén liquido a diferentes concentraciones

Formulacion del jabén

Staphylococcus epidermidis

en concentraciones ppm ATCC 12228
12500 15 mm 14 mm
3125 18 mm 19 mm
781 19 mm 20 mm
Control (-) DMSO - -
Control (+) Jabén comercial 12 mm 12 mm

Interpretacion: DMSO: Dimetilsulfoxido, ppm: partes por millén, mm: milimetro

Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.
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Tabla 16-4: Actividad antimicrobiana del jabén liquido a diferentes concentraciones

Formulacion del jabén Candida albicans ATCC 10231
en concentraciones ppm
12500 8 mm 8 mm
3125 8 mm 8 mm
781 8 mm 8 mm
Control (-) DMSO - -
Control (+) Jabén comercial 8 mm 8 mm

Interpretacion: DMSO: Dimetilsulféxido, ppm: partes por millén, mm: milimetro
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

Se muestra los resultados del jabdn liquido, con extracto de Schinus molle L. en las diferentes
tablas 12,13,14,15,16-4, con concentraciones maximas, intermedias y minimas, donde se observo
que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus
epidermidis y Candida albicans presentan un halo de inhibicion bastante pronunciado,
demostrando la eficiencia del jabon a diferentes concentraciones contra estos microorganismos.

La Asociacion Oficial de Quimica Analitica, menciona que no existe un didmetro estandarizado
que indique sensibilidad o resistencia, si no que de acuerdo al tamafio del halo es la eficiencia del
detergente es decir a mayor halo mayor eficiencia, sin embargo, se concluye como sensible una

vez exista inhibicién (AOAC, 2006, p.8).
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4.8. Etiquetado y presentacion del producto final

Jabon Antibacterial

500 mL

N

llustracion 4-4: Etiqueta del producto
Realizado por: Chiliquinga, Jessica, 2022.

El etiquetado del jabén liquido se realizé de acuerdo con las normas NTE INEN 2867, respetando
los pardmetros establecidos. EI nombre del producto final es Schinus-Soap, jabén liquido
antimicrobiano, pensado especificamente en el nombre de la planta y sus beneficios a nivel
dérmico. La etiqueta mide aproximadamente 35cm, la cual brindara informacion completa de los
beneficios que aporta el producto, detalle de los ingredientes que se utiliz6 para su elaboracion y
la forma de uso.

La presentacion final del producto es de 500 ml, con una concentracion de extracto de 781 ppm,
se establece esta concentracion luego del analisis microbioldgico donde se observa la sensibilidad
de las bacterias y hongos ante esta concentracion, si bien esta es una concentracion minima, se
tomé a consideracion para evitar reacciones alérgicas en las personas evidenciandose también su
efecto significativo. Como empaque principal, envasado un frasco elegante, con bordes ovalados
y dispensador, transparente que permitira la visualizacién del contenido si bien el consumo es
consciente y atentos al cuidado del medio ambiente, presenta un envase biodegradable con tapa

rosca, con aromas de algoddn de azucar y manzanilla.
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CONCLUSIONES

o Se obtuvo el extracto etandlico de Schinus molle L., mediante un proceso de macerado en frio
durante 3 dias y mediante extraccion por arrastre de vapor, se obtuvo un concentrado final
para el posterior analisis de las diferentes pruebas para la identificaciéon de metabolitos
segundarios en el mismo. Ademas de acuerdo con los pardametros fisicos y quimicos se pudo
establecer que la materia prima esta en condiciones Optimas para su utilizacion, puesto que el
porcentaje de humedad se encuentra dentro de lo establecido por la normativa USP N°28, por
lo hay una buena conservacion, los valores de las cenizas totales, solubles en agua e insolubles
en &cido se encuentran dentro de los valores establecidos de cada especie vegetal.

o El tamizaje fitoquimico del extracto de Schinus molle L. demostré la presencia de compuestos
como flavonoides, compuestos fenodlicos, triterpenos, esteroides, y alcaloides en su
composicién, mediante el analisis microbioldgico se comprob6 la actividad antimicrobiana
por el método de Kirby Bauer, en los cuales los halos de inhibicion fueron bastante
significativos, si bien estos comparados con los diferentes medicamentes presentan un menor
tamario, se deduce que en si el extracto contiene todos los metabolitos secundarios juntos y
no estan aislados especificamente el que le otorga la actividad antimicrobiana.

e Se elabord una formulacion de jabdn liquido base la cual se distribuy6 en tres recipientes
previamente esterilizados en los cuales se afiadié tres concentraciones de 12500, 3125y 781
ppm, las cuales se comprobé su eficacia frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y Candida albicans, donde se apreciaron
halos de inhibicion bastante pronunciados, previo a esto se realizd pruebas microbioldgicas a
todos los excipientes para evitar contaminaciones en el proceso.

¢ Finalmente se evaluaron diferentes ensayos de control de calidad y se establece que el jabon
esta dentro de los pardmetros establecidos por la normativa NT INEN 850 y que es apto para
su uso, tomandose a consideracion la concentracion minia del jabon de 781 ppm, esto con el

fin de prevenir reacciones alérgicas en las personas a una concentracion mas alta.
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RECOMENDACIONES

e Cuando se realice el secado y macerado de estas especies, controlar la temperatura para que
lamateria vegetal no se calcine.

e Una vez la materia primaria se encuentre triturada, colocar alcohol al 96% y almacenar en
frascosdmbar en la oscuridad para evitar que esta se evapore.

e Cuando se realice el tamizaje de cada especie vegetal, realizar de 2 a 3 repeticiones con
laintencion de obtener resultados precisos y reales.

e Cuando se realice la cromatografia en capa fina seleccionar los solventes de acuerdo a la
polaridadde cada especie vegetal.

o Para realizar las pruebas de control de calidad de la especie, realizar al menos 2 repeticiones
para obtener mayor certeza en los resultados.

e Al momento de anotar los resultados del crecimiento bacteriano, hacerlo a las 18 horas
desembradas, pues es el tiempo en donde se da el méximo crecimiento bacteriano.

e Cuando se realice al antibiograma, emplear muy bien la técnica para evitar posibles errores y

contaminaciones.
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ANEXOS
ANEXO A: SECADO Y MOLIENDA

Interpretacion: A.Secado natural, B.Materia vegetal seca, C.Schinus molle L.

ANEXO B: CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA VEGETAL

Interpretacion: A. Determinacion de humedad, B. Determinacion de cenizas, Determinacion de cenizas solubles en agua.,
D. Determinacion de cenizas insolubles en HCI.



ANEXO C: ELABORACION DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96%

Interpretacion: A. Maceracion del extracto con etanol al 96%, B. Filtracion al vacio, C. Rota vapor, D. Obtencion
del extracto fluido



ANEXO D: TAMIZAJE FITOQUIMICO

ol
R .

Interpretacion: A. Flavonoides: 1. Ensayo de Shinoda, 2. Reaccidn de hidroxido de sodio al 10%, 3. Reaccion con
hidréxido de amonio. B. Quinonas: 4. Reaccioén de hidréxido de amonio, 5. Reaccion con acido sulfirico. C.
Antraquinonas: 6. Reaccion de Borntraguer, D. Alcaloides: 7. Mayer 8. Dragendorff 9. Wagner. E. Triterpenos
y/o esteroles: 10. Reaaccion Lieberman-Bouchard. F. Saponina: 11. Prueba de altura y estabilidad de espuma, 12.
Reaccion de Rosenthaler. G. Taninos/ Compuestos Fenolicos: 13. Reaccion con gelatina, 14. Reaccion de cloruro

férrico



ANEXO E: ANALISIS CROMATOGRAFICO

Interpretacion: A, Reactivos en relacion 1:1, B. Cromatografia en capa fina.,C, D. Rebelado

ANEXO F: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
A. B. C,

Interpretacion: A. Activacion de las bacterias, B. Dilucién del extracto fluido en DMSO, C. Siemembra en discos-
Antibiograma, D. Resultados del antibiograma de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klesbsiella

pneumoniae, Staphylococcus epidermidis Candida albicans..



ANEXO G: ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA MATERIA PRIMA




ANEXO H: ELABORACION DE UN JABON LIiQUIDO

Interpretacion: A. Materia prima, B. Jabon base, C, Diferentes concentraciones del extracto de Schinus molle L., 12756,
3125y 781., D. Mezcla de cada formulacion, E. Jabon liquido a diferentes concentraciones.

ANEXO I: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL JABON

Interpretacion: A. Preparacion de Agar Mueller Hinton, B. Dilusién de las diferentes concentraciones de jabon liquido,
C, Bacterias reactivadas, D. Siembra con discos para antibiograma, E. Resultados del antibiograma de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans.



ANEXO J: PARAMETROS DE CONTROL DE CALIDAD DEL PRODUCTO FINAL

Jabén Antibacterial

S 500 mL

Interpretacion: A. Caracteristicas Organolépticas del jabon, B. Ph, C, Densidad, D. Capacidad de espuma, E.
Viscosidad , F. Elaboracion de la etiqueta., G. Envasado.



Direccion de Bibliotecas y
Recursos del Aprendizaje
I—

espoch

——

UNIDAD DE PROCESOS TECNICOS Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y
DOCUMENTAL

REVISION DE NORMAS TECNICAS, RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA

Fecha de entrega: 11/ 07 /2023

INFORMACION DEL AUTOR/A (S)

Nombres — Apellidos: Jessica Maribel Chiliquinga Villacis

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Bioguimica y Farmacia

Titulo a optar: Bioquimica Farmacéutica

f. Analista de Biblioteca responsable: Ing. Rafael Inty Salto Hidalgo

1119-DBRA-UPT-2023




