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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Theobroma
grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum (Copoazu) frente a bacterias

patdgenas S. pyogenes y S. aureus.

Métodos: La muestra fue 1,814 Kg., se trabajé con las concentraciones de 25,
50, 75 y 100% diluidas con N-Hexano y 150 ml de AE. Se utiliz6 el método de
prensado en frio para la obtencion del AE de Theobroma grandiflorum (Willd. Ex
Spreng) K. Schum (Copoazu) y la técnica de difusion en disco para evaluar la

actividad antibacteriana. La marcha fitoquimica se realizé en forma cualitativa.

Resultado: En la marcha fitoquimica se encontrd alcaloides, lactonas a, -
insaturadas. Se evidencia que el mayor halo de inhibicion medio lo obtuvo el
grupo vancomicina con 22.44 mm frente a Staphylococcus aureus. Sin embargo,
el grupo experimental al 100% evidencié un halo inhibicion medio de 9.02 mm,
seguido de los aceites al 75, 50 y 25% con halos de inhibicion medios de 8.24,
7.32 y 6.82 mm. Por otro lado, el ensayo frente a Streptococcus pyogenes
evidencio que el mayor halo de inhibicion medio lo obtuvo el grupo vancomicina
con 22.87 mm frente a Streptococcus pyogenes. Sin embargo, el grupo
experimental al 100% evidencio un halo inhibicion medio de 8.21 mm, seguido
de los aceites al 75, 50 y 25% con halos de inhibicién medios de 7.52, 6.80y 6.45

mm.

Conclusiones: El aceite esencial de semillas de Theobroma grandiflorum (Willd.
Ex Spreng) K. Schum (Copoazu) presenta débil actividad antibacteriana frente a
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC
19615.

Palabras claves: Theobroma grandiflorum (Copoazu), alcaloides, actividad

antibacteriana.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the antimicrobial effect of the essential oil of Theobroma
grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum (Copoazu) against pathogenic bacteria

S. pyogenes and S. aureus.

Methods: The sample was 1,814 Kg., We worked with the concentrations of 25,
50, 75 and 100% diluted with N-Hexano and 150 ml of EA. The cold pressing
method was used to obtain the EA of Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng)
K. Schum (Copoazu) and the disk diffusion technique to evaluate the antibacterial

activity. The phytochemical run was carried out qualitatively.

Result: Alkaloids, a, B-unsaturated lactones were found in the phytochemical
march. It is evidenced that the highest mean inhibition halo was obtained by the
vancomycin group with 22.44 mm against Staphylococcus aureus. However, the
100% experimental group showed a mean inhibition halo of 9.02 mm, followed
by the oils at 75, 50 and 25% with mean inhibition halos of 8.24, 7.32 and 6.82
mm. On the other hand, the test against Streptococcus pyogenes showed that
the highest average inhibition halo was obtained by the vancomycin group with
22.87 mm against Streptococcus pyogenes. However, the experimental group at
100% showed a mean inhibition halo of 8.21 mm, followed by the oils at 75, 50
and 25% with mean inhibition halos of 7.52, 6.80 and 6.45 mm.

Conclusions: The essential oil of Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K.
Schum (Copoazu) seeds shows weak antibacterial activity against strains of

Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Key words: Theobroma grandiflorum (Copoazu), alkaloids, antibacterial activity.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones graves causadas por bacterias que se han vuelto resistentes a
los antibidticos de uso comun se han convertido en un importante problema de
salud publica en el siglo XXI. No solo son mas graves y requieren tratamientos
mas largos y complejos, sino que también son significativamente mas costosos
de diagnosticar y tratar. La resistencia a los antibidticos, inicialmente un
problema del entorno hospitalario asociado con un mayor numero de infecciones
adquiridas en el hospital, generalmente en pacientes criticamente enfermos e
inmunosuprimidos, ahora se ha extendido a la comunidad causando infecciones
graves dificiles de diagnosticar y tratar. Los mecanismos moleculares por los que
las bacterias se han vuelto resistentes a los antibioticos son diversos y
complejos. Las bacterias han desarrollado resistencia a todas las diferentes
clases de antibiéticos descubiertos hasta la fecha 2.

El Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum de conocido
popularmente con los nombres de: copoazu, cupuassu, cupuazu, cupu assu,
copoasu, o cacao blanco, es originario de la region oriental de la selva
sudamericana, en la selva nordeste de Brasil y en el sur de Venezuela, su
ambiente natural es el frondaje humedo del trépico en las zonas altas que no son
inundables, con una temperatura promedio entre 22 a 27°C 2. Se extrae de su
semilla un 45% de manteca o grasa blanca, de agradable fragancia y es una
variedad de cacao la cual es digestiva para el ser humano, la manteca o grasa
del copoazu presenta propiedades emolientes y lubricantes para la piel. El
copoazu contiene fitoesteroles (especialmente betasitosterol) los cuales son
usados topicamente para estimular el proceso de curacion en la profilaxis de

dermatitis 3.



Segun la Sociedad de Dermatologia del Pert “La dermatitis atopica (DA), es una
dermatosis inflamatoria crénica, recidivante y muy pruriginosa, se desarrolla con
mayor frecuencia durante la primera infancia y la nifiez y, en la mayoria de los
casos, esta asociada con antecedentes personales o familiares de atopia (asma,
rinitis alérgica o eczema). Con frecuencia se asocia con anomalias en la funcién
de barrera de la piel y desregulacion inmune; tiene una distribucion topogréfica
especifica segun la edad del paciente y se caracteriza por placas eritematosas y
escamosas; aparecen por brote 4 En mas del 75% de los casos es
autorresolutiva y mejora después de la pubertad. No obstante, hay casos que no
consiguen esta mejoria o que en los primeros afos de la vida alcanza niveles de
severidad que afectan de forma importante la salud y el desarrollo social de los
pacientes. Afecta al 20% de los nifios y entre el 1-3 % de los adultos, produciendo

un deterioro importante de la calidad de vida de los pacientes y sus familiares” .

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la fitoterapia:” como la ciencia
destinada al estudio de productos vegetales para las terapias de distintas
enfermedades”. Esta enunciacion se diferencia de la Fito medicina; la primera
discurre por procesos de transformaciones de esta especie vegetal medicinal a
productos terapéuticos, cuyo uso puede ser por via bucal (extractos, zumos,
tisanas, tinturas,) o por via topica (pomadas, ungiento) las cuales deberan
continuar con ensayos clinicos basados en tres razones principales, calidad
seguridad, y eficacia, mientras que la fitoterapia o0 medicina tradicional se basa

en practicas empiricas °.

Las bacterias mas importantes como flora transitoria de la piel y por lo tanto,
implicadas en infecciones cutaneas, son S. aureus y S. pyogenes. El género
Staphylococcus se halla considerablemente distribuido en la naturaleza. Esta
presente en la flora normal de mucosas y la piel del ser humano. En el huésped

se halla habitualmente en los fluidos sanguineos, cavidad bucal, intestinos,
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glandulas mamarias, tracto genitourinario y vias respiratorias. Cuando hay
infecciones causadas por S. Aureus en la piel, se acompafa de cuadros de
impétigo, celulitis ”. El género Streptococcus es un grupo formado por diversos
cocos grampositivos que normalmente se disponen en parejas o en cadenas (a
diferencia de los racimos formados por Staphylococcus). La mayoria de las
especies son anaerobios facultativos, y algunos crecen Unicamente en una
atmoésfera enriquecida con diéxido de carbono (crecimiento capnofilico) 8. S.
pyogenes es causante de diferentes enfermedades purulentas y no purulentas.
Aunque esta bacteria es el agente etioldgico mas comun en la faringitis

bacteriana, su fama de estos, se debe a la mionecrosis grave que ocasionan °.

El trabajo estuvo enfocado en el estudio experimental de este recurso vegetal
medicinal las cuales son organismos autétrofos, ademas del metabolismo
primario presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario
que les permite producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa;
estos compuestos derivados del metabolismo secundario se denominan
metabolitos secundarios, con lo cual aportariamos al conocimiento cientifico
sobre la existencia de una especie con propiedades antibacterianas y
emolientes, la cual sea alternativa de prevencion o tratamiento. Ya que es muy
dificil combatir los microorganismos inflexibles a los antimicrobianos, por lo cual
la especie vegetal se convirtiera en una eleccién efectiva y de bajo costo para la

poblacién.

El aceite esencial del Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum
(copoazu) es un triglicérido que contiene acidos grasos saturados, e insaturados
lo cual le da un punto de fusién bajo (30° C), se utiliza en la produccién
de cosméticos debido a estas propiedades. También pone tersa a la piel, y al
mismo tiempo la suaviza restableciendo la hidratacién natural y flexibilidad,

especialmente en pieles secas y estropeadas, evitando las ulceras o heridas por

11



decubito, siendo usados topicamente en la terapéutica favoreciendo el proceso

de sanacién en la dermatitis 1°.
Los usos tradicionales de la especie vegetal que se conocen son:

1. Promover la salud cardiovascular mediante el aumento de los niveles de
oxido nitrico (NO)

2. Como antioxidante para prevenir la oxidacion y reacciones de formacién
de radicales libres debido a la presencia de polifenoles.

3. Destaca por sus cualidades nutricionales.

4. Tiene efectos medicinales debido a la versatilidad de copoazu para actuar

contra el avance de la caries dental 11

El recurso vegetal en investigacion Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng)
K. Schum (copoazu) presenta un elevado contenido de Fosforo, peptinas, Calcio
y acido Ascorbico (Vit. C), del fruto se aprovecha también la semilla, que contiene
elevados porcentajes de lipidos y proteinas, con ellos se prepara la bebida
conocida como chocolate de copoazi (cupulate) 2. También en comparacion
con otras frutas del tropico, refiere bajos solidos solubles, pero presenta un
elevado porcentaje de grasas y proteinas, la pulpa del copoazu cuando se

encuentra seca contiene 15% de almidén 13.

Entre los antecedentes para el desarrollo del trabajo de investigacion se dispone

de los siguientes:

Pardo, J., y Cdérdova, M., (2020). Evaluaron el efecto antibacteriano in
vitro del Extracto etandlico de Lavatera arborea L. sobre S, aureus. Los
resultados evidenciaron que el extracto etandlico de Lavatera arborea L.
(Malva) en sus diferentes concentraciones monitoreadas (100%, 75%,
50% y 25%) presentaron actividad antibacteriana sobre la cepa de
Staphylococcus aureus tipificada presentando un porcentaje de

inhibicion del crecimiento bacteriano de 50%, 58%, 66% y 80%
12



respectivamente. Conclusion: Se evidencio, que el extracto etandlico de
las hojas de Lavatera arborea L. (Malva) presentd la mejor actividad
antibacteriana a la concentracion de 75%, en comparacion a las demas
concentraciones frente a Staphylococcus aureus mostrando una

diferencia estadistica significativa 4.

Santa, O., (2019), determinaron los componentes quimicos y el efecto
antimicrobiano del extracto hidroalcoholico de las hojas de Sida
trhombifolia L. (Malvaceae) y su utilizacién como gel en uso cutdneo. Los
resultados evidenciaron la presencia de lactonas insaturadas,
flavonoides, alcaloides, glucésidos y polifenoles, como los metabolitos
secundarios principales; fue evidenciada la inhibicién del crecimiento
microbiano a la concentracion de 50 mg/mL de extracto en estudio sobre
cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. El gel dermatolégico
de Sida rhombifolia L., evidenci6 propiedades sensoriales facultando su
aceptacion. Conclusiones: Los componentes quimicos aislados y la
actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Sida
rhombifolia L, justifican el uso tradicional en el tratamiento de infecciones

por microorganismos dermatolégicos Gram positivos y Gram negativos

15

Poma, E., (2018), determinaron la accién antimicrobiana del extracto
etandlico de cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a diversas
concentraciones en muestras de piezas dentales con caries. Los
resultados demostraron que los halos de inhibicion en las siguientes
concentraciones: 5mg/ml = 9,4mm; 10mg/ml = 11,4mm; 15mg/ml =
16,6mm; 20mg/ml = 19,6mm; 25mg/ml = 20,2mm; 30mg/ml = 22,7mm.

Conclusion: Se concluye que el extracto etandlico de cascara de cacao

13



a diferentes concentraciones presenta efecto antimicrobiano sobre el

crecimiento de las bacterias presentes en la caries dental 16,

De Cabral, A., (2019), definieron el perfil fitoquimico por LC/MS y
determinaron los metabolitos aislados de Sida planicaulis Cav.
(Malvaceae) y su actividad antimicrobiana. Los resultados mostraron que
laeEvaluacion microbiolégica de la actividad antifiungica del EEB vy las
respectivas fases fueron: hexano, cloroformo, acetoetilo e
hidroalcohdlico de Sida planicaulis en las cepas de Candida tropicalis,
Trichosporon inkin LM-67, Geotrichum 57839 y Rhodotorula spp.
Evidenciada resistencia a los hongos, en estas condiciones
experimentales utilizadas, dado que no se obtuvieron halos de inhibicion.
La EEB y las fases no son capaces de inhibir el crecimiento de ninguna
de las cepas evaluadas, Conclusion: Entre las muestras que se
analizaron para determinar su actividad antimicrobiana, la sal de
criptolepina mostro la CIM mas prometedora contra las cepas Candida
albicans LM-38, Escherichia coli LM-35, Cryptococcus gatti IHCQS-
40113, Cryptococcus neoformans LM-49 y Candida albicans ATCC-
601931/,

Delgado L. (2019), evaluaron la actividad antibacteriana del extracto
etandlico bruto de G. hirsutum L. frente a Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae. Los resultados demostraron que el extracto en estudio
presentaba CIM 50 para E. coli y K. pneumoniae, respectivamente, igual
a 1024 pg / ml'y mayor que 1024 ug / ml'y CBM50 para E. coli fue mayor
que 1024 ug / ml. Conclusion: en vista de los resultados obtenidos, se
puede decir que el extracto tiene un efecto antibacteriano moderado

contra las cepas de K. pneumoniae y E. coli %8,

14



Carrera P., (2018), determinaron la actividad inhibitoria de extractos
acuosos de la pulpa que recubre las semillas del cacao (Theobroma
cacao) a diversas concentraciones frente a Streptococcus mutans
tipificada. Los resultados manifiestan, que las concentraciones de 10%,
20%, 30%, 40% tienen capacidad inhibitoria leve sobre Streptococcus
mutans, tanto como extracto acuoso como hidroalcoholico. Conclusion:
El extracto acuoso de la pulpa que recubre las semillas del cacao posee

un efecto inhibitorio leve sobre la cepa de Streptococcus mutans, a un

40% de concentracion observado durante el estudio in vitro 1°.

El estudio se justifica por el incremento en la utilizacion de recursos vegetales
medicinales por parte de la poblacion para el tratamiento de sus enfermedades,
que motiva la necesidad de realizar investigaciones farmacologicas que
contribuyan al conocimiento cientifico que esclarezcan el mecanismo de accién
de estos productos vegetales, ya que es muy dificil combatir los microorganismos
inflexibles a los antimicrobianos, a causa de las reacciones adversas de los
antibidticos comerciales por lo cual la especie vegetal se convierte en una
eleccion efectiva y de bajo costo. Dichas acciones antibacterianas se atribuyen
a la accion de los metabolitos secundarios como los sesquterpenolactonas que

contienen dichos vegetales.

La investigacion es importante porque genera informacion util en la comprension
de la utilizacién de esta especie vegetal medicinal, por parte de los pobladores
que viven en la region de Madre de Dios. Los conocimientos que se obtengan
basados en la evidencia beneficiaran a los usuarios y contribuiran para nuevos

estudios.

15



El objetivo general del estudio sera evaluar el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum (Copoazu)

frente a bacterias patdgenas S. pyogenesy S. aureus.
La hipotesis general del estudio se describe como:

El aceite esencial de Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum
(Copoazu) presenta efecto antimicrobiano frente a bacterias patogenas S.

pyogenes y S. aureus.

2. MATERIALES Y METODOS
16



2.1 ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION

El enfoque del estudio es cuantitativo y de disefio experimental porque se

manipulara la variable independiente.

Analitico: El estudio es analitico porque establecera relaciones de asociacion o

causalidad entre las variables.

Explicativo: El estudio es explicativo porque buscamos la interpretacién del
porque ocurre un fendmeno. Se evaluara la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum (Copoazu)

frente a bacterias patdgenas S. pyogenes y S. aureus

Deductivo: El estudio deductivo es usado para sacar deducciones, conclusiones
|6gicas partiendo de una serie de premisas o principios, se va de lo general a lo

especifico.
Prospectivo: Los datos seran recolectados una vez iniciado el estudio.

Longitudinal: Es longitudinal porque la variable independiente sera evaluada en

momentos diferentes.
2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion esta constituida por 1,814 kilogramos de semillas de Theobroma
grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum (copoazu), procedente del fundo
Vergara, carretera al balneario de Chorrillos, km., 12, de la ciudad de Puerto

Maldonado region de Madre de Dios.

Se llevo el recurso vegetal al laboratorio de Botanica de la Universidad Nacional

Amazonica de Madre de Dios, donde se realiz6 la certificacion de la especie.

Se seleccionaron las semillas en buen estado y fueron lavadas con agua

corriente y enjuagadas con agua destilada.

17



Se secaron bajo sombra durante ocho dias sobre papel Kraft, luego fueron

molidas en molinillo.

El aceite esencial se trabajé en el laboratorio biolégico y andlisis clinico Santa

Rosa E.I.R.L., ciudad de Lima.

En cuanto a la unidad de analisis se utilizaron cepas de Staphylococcus aureus

ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION

En el siguiente estudio se presentara como variable principal nuevas
oportunidades de tratamiento, es una variable cuantitativa y su escala de

medicion es longitudinal.

Variable independiente: Aceite esencial de Theobroma grandiflorum (Willd. Ex

Spreng) K. Schum (Copoazu)

Definicién conceptual: Concentracion del aceite esencial de Theobroma

grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum (Copoazu)

Definicién operacional: Aceite esencial elaborado por la técnica de prensado en

frio.

Variable dependiente: Efecto antimicrobiano frente a bacterias patégenas S.

pyogenesy S. aureus.

Definicion conceptual: El diametro del halo de inhibicion es el indicador de una

cepa sensible

Definicién operacional: La actividad antibacteriana se evalué mediante la técnica

de difusion en disco (Kirby Bauer).

1. TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

18



Ficha ad doc. De recoleccién de datos para la actividad farmacoldgica del aceite
esencial de Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum (Copoazu) y

su efecto antimicrobiano frente a bacterias patdégenas S. pyogenes y S. aureus.
2.5. PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS
2.5.1 Anadlisis previo del aceite esencial

El andlisis previo se realizd en el laboratorio biologico y analisis clinico Santa

Rosa E.I.LR.L., ciudad de Lima. Se realizaron las siguientes pruebas:
Andlisis de pH

Prueba de miscibilidad

1. Marcha fitoquimica

Permite identificar todos los compuestos que presentan los recursos vegetales,
del aceite esencial de Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) K. Schum

(Copoazu) segun el método de Olga Lock 29,

2. Actividad antibacteriana método Kirby Bauer o

antibiograma

Se realiz6 en laboratorio bioldgico y analisis clinico Santa Rosa E.l.R.L., ciudad
de Lima, por el método de difusion en agar (Kirby Bauer) el cual es empleado
para determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a drogas

especificas.

2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICOS

19



Luego de la obtencion de resultados de los analisis mencionados,
se realiz6 las evaluaciones mediante estadistica descriptiva
utilizando el paquete informatico Microsoft Excel version 2016,y

estadistica inferencial usando el paquete estadistico SPSS version 26.

2.7. ASPECTOS ETICOS

En la presente investigacion se tuvo las siguientes responsabilidades: 2*

El estudiante es responsable de educarse sobre los peligros de seguridad
y salud, éticos y legales.

Implicaciones asociadas con su investigacion en colaboracion con sus
asesores: Si surge un problema durante la permanencia en el laboratorio,
el estudiante tiene la responsabilidad buscar la orientacién adecuada del
asesor siguiendo el protocolo institucional.

El investigador de pregrado debe asumir la responsabilidad y la propiedad
intelectual de su proyecto. Todos los experimentos deben documentarse
de forma rapida, adecuada y precisa.

Los cuadernos de laboratorio deben estar completos y todos los datos
deben registrarse y registrarse correctamente.

Analizados los resultados deben comunicarse de forma eficaz mediante

una redaccién y una presentacién adecuada.
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3. RESULTADOS

En el presente apartado se muestran los resultados de los analisis realizados en

la presente investigacion.

1. Andlisis de pH

En la tabla 1 se muestran los resultados del andlisis de pH de Aceite de semillas

de Theobroma grandiflorum (Copoazu).

Tabla 1. Resultados del ensayo de pH

N° | ANALISIS | RESULTADO

1 pH 6.0

Fuente: Elaboracién propia

Los resultados de pH muestran 6.0 para el aceite de semillas de Theobroma

grandiflorum (Copoazu).

2. Prueba de miscibilidad
Tabla 2. Resultados del ensayo de miscibilidad

N° SOLVENTE RESULTADOS
1 |Eter de petroleo e+

2 Diclorometano +++

3 Cloroformo +++

4 Butanol +

5 Etanol 96 -

6 Metanol -

7 Agua destilada -

8 Dimetilsulfoxido ++

-: Inmiscible; +: Poco miscible; ++: Medianamente miscible; +++: Muy miscible

Fuente: Elaboracion propia
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Los resultados del ensayo de miscibilidad mostrados en la tabla anterior
muestran que el aceite de semillas de Theobroma grandiflorum (Copoazu) fue
muy miscible en disolventes organicos apolares como el éter de petroleo,
diclorometano y cloroformo, asi como medianamente miscible en dimetilsulfoxido

y poca miscibilidad en solventes alcohdlicos como el butanol.

3. Tamizaje fitoquimico
Tabla 3. Resultados del ensayo para determinar metabolitos secundarios

N° ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
1 Borntrager Antraquinonas -
2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos -
3 | Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides -
4 Dragendorff Alcaloides ++
5 Mayer Alcaloides -
6 Wagner Alcaloides ++
7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas ++
8 Gelatina Taninos -
9 Gelatina-sal Taninos -
10 NaOH 10% Antocianinas -
11 Espuma Saponinas -
12 Shinoda Flavonoides -

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 3 se observa que en las pruebas de Dragendorff, Wagner, y Baljet las
identificaciones fueron positivas, hallandose lo siguiente: alcaloides, lactonas q,
B-insaturadas. Cabe resaltar que no se logré identificar antraquinonas,
compuestos fendlicos, terpenos y esteroides, taninos, antocianinas, azucares

reductores, saponinas, y flavonoides.
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4. Ensayo microbiolégico

Tabla 4. Halos de inhibicion de ensayo microbioldgico en Staphylococcus
aureus y Streptococcus pyogenes

Diametros de inhibiciébn en mm

Microorganismo

100% 75% | 50% |59 | VANCOMICING | hyen
30 ug
9.05 8.27 7.34 16.82 22.47 6
Staphylococcus 9.01 8.24 7.31 16.83 22.48 6
aureus
9.04 8.26 7.33 16.82 22.39 6
ATCC 25923

9.01 8.20 7.32 16.81 22.41 6

9.03 8.24 7.31 16.82 22.48 6

Promedio 9.02 8.24 7.32 6.82 22.44 6

Diametros de inhibiciébn en mm

Microorganismo —
Vancomicina

100 % | 75% 50% [25% DMSO
30 ug
8.21 7.55 6.69 [6.39 22.86 6
Streptococcus 8.22 7.52 6.83 16.48 22.88 6
pyogenes

ATCC 19615 8.23 7.50 6.80 [6.46 22.86 6
8.21 7.54 6.89 |6.48 22.89 6

8.22 7.53 6.81 [6.48 22.88 6

Promedio 8.21 7.52 6.80 6.45 22.87 6

*Tamafo de discos: 6mm, por lo que al reportarse 6mm es indicativo que no existe

formacioén halo de inhibicion.

En la tabla 4 se muestran los resultados del ensayo microbioldgico in vitro. Esto
hace evidencia que el mayor halo de inhibicion medio lo obtuvo el grupo
vancomicina con 22.44 mm frente a Staphylococcus aureus. Sin embargo, el
grupo experimental al 100% evidencié un halo inhibicion medio de 9.02 mm,
seguido de los aceites al 75, 50 y 25% con halos de inhibicion medios de 8.24,

7.32y 6.82 mm.
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Por otro lado, el ensayo frente a Streptococcus pyogenes evidencié que el mayor
halo de inhibicion medio lo obtuvo el grupo vancomicina con 22.87 mm frente a
Streptococcus pyogenes. Sin embargo, el grupo experimental al 100% evidencid
un halo inhibicién medio de 8.21 mm, seguido de los aceites al 75, 50 y 25% con

halos de inhibicidon medios de 7.52, 6.80 y 6.45 mm.

Tabla 5. Estadisticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiol6gico

Estadisticos descriptivos
Staphylococcus Streptococcus
aureus pyogenes
Valido 95% de
N intervalo de 30 30
confianza
Perdidos 0 0
Media 9,9763 9,6470
Mediana 7,7700 7,1950
Moda 6,00 6,00
Desv. Desviacion 5,75688 6,06068
Varianza 33,142 36,732
Asimetria 1,762 1,824
Error estandar de asimetria 427 427
Curtosis 1,411 1,533
Error estandar de curtosis ,833 ,833
Rango 16,48 16,89
Minimo 6,00 6,00
Maximo 22,48 22,89

En la tabla 5 se muestra la estadistica descriptiva con 95% de intervalo de
confianza para las medidas de tendencia central (media, mediana) y medidas de

dispersién (rango, desviacion estandar) correspondientemente.

Para determinar la docimasia de las hipotesis planteadas es indispensable saber
si la distribucién de los resultados del ensayo microbiolégico in vitro es normal o

no, para esto se uso la prueba estadistica de Shapiro-Wilk ubicada en la tabla 6.
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Tabla 6. Prueba de normalidad por el test de Shapiro-Wilk

Pruebas de normalidad
Shapiro-Wilk
Grupo
Estadistico | gl Sig.
\Vancomicina 504 o ,087
Aceite 25% 883 ) 325
Staphylococeus Aceite 50% 902 5 421
aureus
Aceite 75% 916 ) ,502
Aceite 100% ,594 ) BTT
\Vancomicina 852 5 ,201
Aceite 25% 687 ) ,007
Streptococcus
P Aceite 50% 930 D ,598
pyogenes
Aceite 75% 979 ) ,928
Aceite 100% 661 D 914
* Esto es un limite inferior de |a significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Ljlliefors

La tabla 6 muestra que el valor de la significancia asintética bilateral es mayor al
0.05 segun el test de Shapiro-Wilk para los resultados del ensayo microbiolégico

in vitro. Esto es evidencia de que existe distribucion normal en los resultados.

Ya que se evidencio distribucion normal de los resultados, se ejecutd un
estadistico inferencial para determinar diferencia de medias mediante el analisis
de varianzas (ANOVA). La tabla 7 muestra un valor de significancia asintotica
bilateral menor al 0.05 para los resultados del ensayo microbioldgico in vitro con

las cepas bacterianas Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Esto
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es evidencia de que existe diferencia estadisticamente significativa entre los
halos de inhibicion medio de todos los grupos en el ensayo microbiolégico segun

el estadistico ANOVA.

Tabla 7. Comparacion de medias por el ANOVA.

ANOVA
Suma de 3l Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Staphyiococcus  |Entre grupos 951,095 = 182,219 373240,752 000
aureus
Dentro de grupos 012 24 01
Total 981,107 29
Streplococcus Entre grupos 1085, 154 3 213,039 172265,455
pyogenss
Dentro de grupos 030 24 S0
Total 1065,223 29

Para determinar si existen diferencias entre los halos de inhibicion medio entre
los grupos mediante multiples comparaciones se utilizé el estadistico de Tukey.
La tabla 8 muestra que los valores de significancia asintotica bilateral son
menores al 0.05 en las comparaciones entre los grupos al 25, 50, 75 y 100%
frente al grupo control en el ensayo microbioldgico con la cepa bacteriana
Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Esto es evidencia de que
existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales
y el control. Pero se evidencia una diferencia estadisticamente significativa entre
el grupo vancomicina y los grupos experimentales que favorece al grupo
vancomicina. Esto es evidencia de que los grupos experimentales 25, 50, 75 y
100% presentan efecto inhibidor del crecimiento de la cepa Staphylococcus

aureus y Streptococcus pyogenes menor al de la vancomicina.
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Tabla 8. Comparaciones multiples por la prueba de Tukey

Comparaciones multiples

HSD Tukey
Variable (1) Grupo (J) Grupo Diferencia de |Desv. Error | Sig. Intervalo de confianza al 95%
dependiente medias (I-J) Limite inferior Limite superior
VVancomicina -16,44600 ,01435| ,000 -16,4904 -16,4016
Aceite 25% -,82000° ,01435 ,000 -,8644 -, 7756
Control Aceite 50% -1,32200° ,01435 ,000 -1,3664 -1,2776
Aceite 75% -2,24200° ,01435 ,000 -2,2864 -2,1976
Staphylococcus Aceite 100% -3,02800° ,01435| ,000 -3,0724 -2,9836
aureus Control 16,44600" ,01435| ,000 16,4016 16,4904
Aceite 25% 15,62600° ,01435 ,000 15,5816 15,6704
Vancomicina  |Aceite 50% 15,12400° ,01435| ,000 15,0796 15,1684
Aceite 75% 14,20400° ,01435 ,000 14,1596 14,2484
Aceite 100% 13,41800° ,01435| ,000 13,3736 13,4624
VVancomicina -16,87400° ,02224 | ,000 -16,9428 -16,8052
Stggg:g:zus Control  |Aceite 25% -45800°|  ,02224| 000 5268 3892
Aceite 50% -,80400° ,02224| ,000 -,8728 -, 7352
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Aceite 75% -1,52800" ,02224 ,000 -1,5968 -1,4592
Aceite 100% -2,21800" ,02224 ,000 -2,2868 -2,1492
Control 16,87400" ,02224 ,000 16,8052 16,9428
Aceite 25% 16,41600° ,02224| ,000 16,3472 16,4848
Vancomicina  |Aceite 50% 16,07000° ,02224 | ,000 16,0012 16,1388
Aceite 75% 15,34600° ,02224 ,000 15,2772 15,4148
Aceite 100% 14,65600° ,02224| ,000 14,5872 14,7248

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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V. DISCUSION
4.1. Discusion

En el presente estudio del aceite de semillas de Theobroma grandiflorum
(Copoazu), se realizaron una variedad de ensayos para determinar la actividad
antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Streptococcus pyogenes ATCC 19615; el primer ensayo fue la determinacion de
pH, con un valor de 6.0, de naturaleza ligeramente acida. El segundo en realizarse
fue la prueba de miscibilidad, en la que fue muy miscible en disolventes organicos
apolares como el éter de petroleo, diclorometano y cloroformo, asi como
medianamente miscible en dimetilsulfoxido y poca miscibilidad en solventes
alcohdlicos como el butanol; y en cuanto al ensayo de tamizaje fitoquimico fueron
los alcaloides los principales metabolitos con mayor presencia, seguido de lactonas

a, B-insaturadas con minima presencia; empleando el método segun Olga Lock.

Precisamente la minima presencia de lactonas a, B-insaturadas quienes son los
anicos metabolitos responsables de una accion antibacteriana pobre que no
responde a las creencias de algunos usuarios que le atribuyen estas propiedades,
Sprenger L., et al.?? (2016) evaluaron el efecto antibacteriano in vitro de Euterpe
oleracea mart. Y extractos hidroalcohodlicos de Theobroma Grandiflorum, frente a
cuatro microorganismos mediante el método de difusién en disco y el ensayo de
concentracion minima inhibitoria (MIC). La actividad antimicrobiana mostré que la
pulpa de acai y los extractos de semillas tenian inhibicion significativa,
respectivamente, sobre Clostridium perfringens (320 y 640 CIM), Staphylococcus
aureus (80 y 320 CIM) y Pseudomonas aeruginosa (640 y 2560). Los extractos de
copoazu no mostraron ningun efecto sobre todas las bacterias. De la misma manera
estudios similares como el de Nunes V., et al*® (2021) quienes determinaron la
actividad antimicrobiana de aceites esenciales extraidos de frutos nativos de Buriti
(Mauricio flexuosa Lineus) y Cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum.) Los
resultados obtenidos respecto a la posible actividad antimicrobiana de fructoburiti y
cupuacu frente a microorganismos patdogenos Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, no fueron muy satisfactorios, pero esto no implica que estos aceites no
puedan presentar actividad antimicrobiana frente a otros microorganismos
patdogenos convirtiéndolos en agentes antimicrobianos, como una alternativa

terapéutica prometedora, especialmente para la poblacion mas pobre.
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El ensayo microbioldgico in vitro para determinar el efecto antibacteriano de aceite
de semillas de Theobroma grandiflorum (Copoazu) a las concentraciones de 25,
50, 75 y 100% frente a cepas Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus
presentd que el aceite al 100% evidencié un halo inhibicibn medio de 9.02 mm,
seguido del 75, 50 y 25% con halos de inhibicion medios de 8.24, 7.32 y 6.82 mm.
Frente a Staphylococcus aureus. Ademas, se evidenciO que los 4 grupos
experimentales presentaron diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) por
las pruebas estadisticas ANOVA y Tukey. Sin embargo, segun la escala de
Duraffourd esta cepa bacteriana es sensible solo a los aceites al 75y 100%. Existen
otras especies pertenecientes al mismo género Theobroma que presentan efecto
antibacteriano in vitro como el estudio de Poma, E. (2018), que evalud el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a
diversas concentraciones mediante el método de Kirby Bauer y segun la escala de
Duraffourd se determing el efecto antimicrobiano sobre el crecimiento de bacterias

presentes en la caries dental.

Por otro lado, el presente ensayo también evidencié que el aceite de semillas de
Theobroma grandiflorum (Copoazu), al 100% evidencié un halo inhibicién medio de
8.21 mm, seguido de los extractos al 75, 50 y 25% con halos de inhibicion medios
de 7.52, 6.80 y 6.45 mm. Frente a la cepa bacteriana Streptococcus pyogenes.
Segun la escala de Duraffourd este grupo presenta efecto antibacteriano ya que
con ese halo de inhibicién considera a la cepa bacteriana Streptococcus pyogenes
sensible al extracto de 100%. Este mismo grupo presento una diferencia de halo de
inhibicion medio estadisticamente significativo (p<0.05) mediante las pruebas
estadisticas ANOVA y Tukey. El mismo que coincide con el estudio de Carrera P.,
(2018) que determind la actividad inhibitoria de extractos acuosos de la pulpa que
recubre las semillas del cacao (Theobroma cacao) a concentraciones de 10%, 20%,
30%, 40% frente a Streptococcus mutans tipificada, llegando a la conclusion de

obtener una actividad antibacteriana.
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4.2. Conclusiones

1. El aceite de semillas de Theobroma grandiflorum (Copoazul) presenta actividad
antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy

Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

2. Los metabolitos secundarios que se identificaron en la prueba de tamizaje
fitoquimico del aceite de semillas de Theobroma grandiflorum (Copoazu) fueron

alcaloides, lactonas a, B-insaturadas.

3. El aceite de semillas de Theobroma grandiflorum (Copoazu) al 75y 100% posee
efecto antibacteriano in vitro frente a Staphyloccocus aureus ATCC 25923 y solo a
la concentracion de 100% presenta efecto antibacteriano in vitro frente a

Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

4. El aceite de semillas de Theobroma grandiflorum (Copoazl) presenta menor
efecto antibacteriano in vitro en comparacion con la vancomicina de 30 ug frente a
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC
19615.

4.3. Recomendaciones

1. Realizar investigaciones con diferentes partes del fruto de Theobroma
grandiflorum (Copoazu) para el uso integral.

2. Realizar estudios instrumentales para la identificacion de moléculas de

importancia en al ambito farmacéutico y cosmético.

3. Realizar estudios farmacolégicos con el aceite de semillas de Theobroma

grandiflorum (Copoazu) para futuras aplicaciones médicas.

4. Fomentar iniciativas de la investigacion de productos naturales amazonicos

oriundos del Peru y Latinoamérica.
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Anexo A. Operacionalizaciéon de las variables

crecimiento de las
bacterias

implicadas

TIPO DE DEFINICION DEFINICION N° VALOR
VARIABLES VARIABLE |CONCEPTUAL |OPERACIONAL DIMENSIONES |INDICADORES ITEM  IFINAL CRITERIOS
VARIABLE Aceite esencial es la 5 ++++ Rango de
INDEPENDIENTE Se usa el solventelfforma practica de Abundante |presencia o
Cualitativo  y|N-Hexano ylconcentrar y obtener los Presencia de +++ ausencia
Aceite esencial de|Longitudinal |manteca delprincipios activos que metabolitos Moderado
Theobroma Theobroma sintetizan los recursos{Tamizaje secundarios ++
grandiflorum  (Willd. grandiflorum vegetales fitoquimico Leve
Ex Spreng) K. Schum (Willd. Ex Spreng) +
(Copoazu) K. Schum Escaso
(Copoazu) al
100%
VARIABLE Conjunto de El efecto antibacteriano Inhibicion del  |Halo de inhibicion [2 Crecimiento |Evidencia de
DEPENDIENTE compuestos que |Método Kirby Bauer crecimiento (mm) Sin inhibicién de
Cuantitativo yleliminan o bacteriano crecimiento
Efecto antibacteriano|Longitudinal |reducen el Crecimiento
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ANEXO B. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
MARCHA FITOQUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL

CONSTITUYENTES QUIMICOS ENSAYO REACCION

Carbohidratos Rvo. Molish
Azlcares reductores Rvo. Fehling
Compuestos fenodlicos Rvo. FeCl; 5%
Taninos catéquicos Rvo. Gelatina 1%
Flavonoides Rvo. Shinoda
Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann Burchard
Cardendlidos Rvo. Baljet

Rvo. Dragendorff
Alcaloides

Rvo. Mayer
Antraguinonas Rvo. Borntranger

DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL

CEPAS Streptococcus pyogenes| Staphylococcus aureus
Halos de inhibicién (mm)
Concentracion del aceite
esencial
(%) § X " X
1 2 3 1 2 3
100
75
50
25
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ANEXO C. CERTIFICACION TAXONOMICA

“"Madre de Dios Capital de la Biodiversidad del Peri”
"Afio del Bicentenario del Peru: 200 afios de Independencia”

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION
TAXONOMICA DE ESPECIMENES VEGETALES

El que suscribe, Dr. HERNANDO HUGO DUENAS LINARES, Especialista Forestal en
Identificaciéon Taxonémica de especies de flora silvestre, mediante Resolucion
Directoral N° 054-2017-SERFOR/DGGSPFFS-DGSPF, con Cédigo de Licencia LC-
ES-2017-009; del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre-SERFOR.

CERTIFICA, que los ejemplares (05) presentados por los: BACHILLERES BAEZ

MAMANI ALCIDA y HUMPIRI PARIZELA ROXANA MARIBEL, de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud, de la
Universidad Maria Auxiliadora, para su identificacion y/o determinacién, para efectos
del proyecto de tesis “EFECTO ANTIMICROBIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE
Theobroma grandifiorum (Willd. Ex Spreng.) K. Schum. (Copoazi) FRENTE A
BACTERIAS PATOGENAS S. pyogenes y S. aureus”. Corresponden a los siguientes
taxa aceptados oficiaimente:

v Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng.)K. Schum. FAMILIA MALVACEAE

De acuerdo a la descripcion de sus caracteristicas vegetativas y reproductivas, las que
estan registrada para la Flora de Peri: Departamento de Madre de Dios; en el
Catélogo de Angiospermas y Gimnospermas del Peri de Lois Brako and James L.
Zarucchi (1993), al APG IV (Angiosperm Phylogenetic Group, 2016) y en el Taxonomic
Name Resolution Service v4.0. (2019). Se expide el presente certificado a solicitud de
las interesadas para los fines que considere conveniente. Se anexa al presente

rﬂugo Duenas Lima
STAEN "'EanK.AuON

wououckoe FLORA SILVESTRE

Cédigo LIC-ES-2017-009

Av. Ernesto Rivero 1160, Puerto Maldonado-Madre de Dios-Peri -

Email: huduli_hugo@®yahoo.es Cel: 956-740299
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ANEXO D. EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO

PARAMETRO DE EXTRACCION DE ACEITE DE COPOAZU

1. Muestra: semillas de Copoazu 955 g secas + 859 g frescas= 1,814 Kg

Muestra seca

Muestra fresca

2. Molienda frio Prensado con temperatura exterior de la prensa 70,° C, interior 50
°C que estuvo en contacto con semilla como maximo.

Tiempo prensado 2 horas

Filtrado con malla textil técnica

Tiempo Total del proceso: 2 horas con 30 minutos

Control de luminosidad

Equipos usados de acero inoxidable

No bk

Muestra obtenida conservada
en frasco ambar

8. Cantidad obtenida: 150 ml
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2.  METODO ENSAYO MICROBIOLOGICO

Método: Difusion en disco - Kirby Bauer

Consiste en depositar sobre la superficie de una placa de petri con agar previamente
inoculada con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con la diferente
sustancia antibi6tica.

1. Preparacion de Medio de Cultivo

1. Agar Mueller Hinton

El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base deshidratada y siguiendo las
indicaciones proporcionadas por el fabricante.

1. Se peso6 3.8 gr. de Agar Mueller Hinton deshidratado y se adicion6 100 ml de agua
destilada, posteriormente se procedié a calentar con agitacion constante hasta lograr
la disolucion total del medio de cultivo, por dltimo se esterilizo empleando un
autoclave sometiendo al medio de cultivo a 15 libras de presion (121°C) durante 15
minutos.

2. Una vez finalizado el proceso en el autoclave se dejé enfriar hasta que el medio de
cultivo alcanzé una temperatura entre 45°C — 50°C y se distribuyé en placas petri
estériles de 90 x 15 mm.
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1.

2.

3.

1. Agar Mueller Hinton con 5% de sangre de carnero

El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base deshidratada y siguiendo las
indicaciones proporcionadas por el fabricante.

Se peso 3.8 gr. de la base deshidratada y se adicioné 100 ml de agua destilada, a
continuacion se procedio a calentar con agitacion frecuente hasta lograr la disolucién
total del medio de cultivo, por dltimo se esterilizé en autoclave sometiéndolo a 15
libras de presion (121°C) durante 15 minutos.

Una vez terminado el proceso en la autoclave se dejo enfriar hasta que el medio de
cultivo alcanzé una temperatura entre 45°C — 50°C para agregar posteriormente 5%
de sangre bovina estéril al medio fundido y estéril.

Una vez adicionada la sangre se homogeniz6 el medio de cultivo y se distribuy6 en
placas petri estériles de 90 x 15 mm.
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4, Activacion de la cepa: Kwik-stik microbiologics - Streptococcus pyogenes ATCC
19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923

Para preparar el indéculo se emple6 el producto Kwik-stik microbiologics® que contiene a
las cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 liofilizada en un pellet.

1. El Kwik-stik tiene en la superior una ampolla con liquido hidratante, el cual fue liberado
al apretar una sola vez la mencionada ampolla que se encuentra en la tapa.Luego de
realizar esta operacion el Kwik-stik se mantuvo en posicion vertical para facilitar el flujo
del liquido por el mango hasta la parte inferior de la unidad, que contiene el granulo.

2. Por ultimo se presioné la parte inferior de la unidad para lograr una suspensién
homogénea.
3. De inmediato se procedié a saturar el hisopo, que contiene el producto, con el material

hidratado y se transfiri6 a una placa con agar sangre para Streptococcus pyogenes y
agar nutritivo para Staphylococcus aureus, los cuales fueron incubados a 37

°C. Durante 24 horas.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Streptococcus pyogenes ATCC 19615

4. Método de preparacion del in6culo

1. Se realiz6 la suspension directa, en solucion salina (cloruro de sodio 0.9%), decolonias
obtenidas de cada una de las placas anteriormente incubada durante 24 horas.
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2. La turbidez resultante fue inmediatamente ajustada comparandola de manera visual
con la turbidez del estandar 0.5 de Mc. Farland.

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Staphylococcus aureus ATCC 25923

3. Inoculacion de placas

1. Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del in6culo, se procedi6éa
sumergir un hisopo estéril en la suspension obtenida; el hisopo se roto6 varias veces
presionando firmemente sobre la pared interior del tubo y por encima del nivel del
liquido, esto con la finalidad de remover el exceso de inéculo.

2. Posteriormente se inocul6é sobre la superficie seca del agar Muller Hinton y Muller
Hinton sangre; para esto se realizaron estrias en tres direcciones diferentes rotando
la placa 60° cada vez, esto con la finalidad de asegurar una distribucién uniforme del
indculo.

3. Previamente todas las placas fueron marcadas para posteriormente colocar losdiscos.

Rayas en

60° 3 pases

AT WATAYLT,
SLYATY
YA ANY

AN
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4. Preparacioén de discos de sensibilidad

Para la preparacion de los discos se emplearon discos de papel filtro whatman N° 1 de 6
mm de diametro previamente esterilizados.

Cada uno de los discos fue embebido con 10 uL de muestra de la siguiente manera:

1.

o0 kWD

Discos embebidos con aceite de copoazu al 100 %.
Discos embebidos con aceite de copoazu al 75 %.
Discos embebidos con aceite de copoazu al 50 %.
Discos embebidos con aceite de copoazu al 25 %.
Discos embebidos con DMSO

Discos de vancomicina de 30 ug.

Posteriormente los discos fueron puestos sobre la superficie del medio de cultivo sélido
previamente inoculado con cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 vy
Staphylococcusaureus ATCC 25923
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7. Incubacién

Las placas se incubaron durante 24 horas en posicién invertida a 37°C dentro de los 15
minutos siguientes a la aplicacion de los discos. Las placas con agar sangre fueron incubadas
dentro de una jarra de anaerobiosis. (Sistema Gaspak)

8. Lecturade resultados

Halos de inhibicion de los 6 grupos fueron medidos empleando un vernier.

9. Discos embebidos con aceite de copoazu al 100 %.
10. Discos embebidos con aceite de copoazu al 75 %.
11. Discos embebidos con aceite de copoazu al 50 %.
12. Discos embebidos con aceite de copoazu al 25 %.
13. Discos embebidos con DMSO

14. Discos de vancomicina de 30 ug.
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ANEXO E. INFORME DE LABOTARIO
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ANEXO F. ATCC STAPHYLOCOCCUS AUREUS 25923
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ANEXO G. ATCC STREPTOCOCCUS PYOGENES 19615
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