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RESUMEN

Objetivo: Demostrar la actividad antifungica, del aceite esencial de las hojas de
Eucalyptus globulus (eucalipto) frente a Candida albicans ATCC 10231.

Método: La metodologia de investigacion se basé en un enfoque cuantitativo,
experimental tomando como muestra de estudio la especie vegetal de
Eucalyptus globulus (eucalipto) de la cual se consider6 una muestra de 8
kilogramos de hojas para la obtencion del aceite esencial por medio de la técnica
de destilacién por arrastre con vapor, la actividad antifingica se determiné
mediante la técnica de difusibn en pozo, los datos recolectados fueron

analizados por medio de pruebas estadisticas con un nivel de confianza del 95%.

Resultados: Los resultados obtenidos mostraron solubilidad el aceite esencial
de Eucalyptus globulus (eucalipto) al cloroformo, entre los metabolitos
encontrados se identificd a los triterpenos, la actividad antifingica se evalué
mediante las medidas de los halos de inhibicién formados sobre este hongo en
placas Petri, obteniendo halos de inhibicibn de 13,76 + 0,45mm para la
concentracion del aceite al 50%, al 75% fue de 14,83 + 0,36mm; al 100% fue de
16,28 + 0,42mm.

Conclusion: Se demostré que el aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto) a las concentraciones del 50%, 75% y 100% presentan

actividad antifungica frente a Candida albicans ATCC 10231.

Palabras clave: Candida albicans, Eucalyptus globulus, eucalipto, antifungico,

aceite esencial.
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ABSTRACT

Objective: To demonstrate the antifungal activity of the essential oil of the leaves

of Eucalyptus globulus (eucalyptus) against Candida albicans ATCC 10231.

Method: The research methodology was based on a quantitative, experimental
approach, taking as a study sample the plant species of Eucalyptus globulus
(eucalyptus), from which a sample of 8 kilograms of leaves was considered to
obtain the essential oil through the steam distillation technique, the antifungal
activity was determined by the well diffusion technique, the data collected were

analyzed by means of statistical tests with a confidence level of 95%.

Results: The results obtained showed solubility of the essential oil of Eucalyptus
globulus (eucalyptus) to chloroform, among the metabolites found triterpenes
were identified, the antifungal activity was evaluated by measuring the inhibition
halos formed on this fungus in Petri dishes, obtaining inhibition halos of 13.76 +
0.45mm for the oil concentration at 50%, at 75% it was 14.83 + 0.36mm; at 100%
it was 16.28 + 0.42mm.

Conclusion: It was shown that the essential oil of the leaves of Eucalyptus
globulus (eucalyptus) at concentrations of 50%, 75% and 100% have antifungal
activity against Candida albicans ATCC 10231.

Keywords: Candida albicans, Eucalyptus globulus, eucalyptus, antifungal,

essential oil.



I. INTRODUCCION

Se estima que en el Reino Fungi hay seis millones de especies distribuidas en
todos los paises, y van desde especies comestibles hasta aquellas que pueden
afectar a los humanos de diferentes formas, provocando enfermedades, como
las micosis. Estas enfermedades pueden ir desde micosis superficiales que
afectan cabello, piel, ufias y/o superficies mucosas, que suelen ser benignas, ya
gue no son capaces de activar una respuesta inmune, hasta causarinfecciones
sistémicas graves, llegando a 6rganos internos, progresivas y letales, que si no

se trata y diagnostica puede conducir a la muerte fangicas!

Estos hongos pueden ser patégenos primarios u oportunistas. Se estima que del
70 al 90% de las infecciones fungicas humanas son causadas por el género
Céndida, especialmente Candida albicas, ademéas de esta especie, el género
tiene varias otras de importancia clinica y bioldgica. tales como: Candida
glabrata, Candida tropicalis, C. parapsilosis y Candida guilliermondii que pueden
causar varios sindromes clinicos como candidiasis vulvovaginal, candidiasis oral

y candidemia?.

Globalmente, los casos por candidiasis han ido en aumento durante los ultimos
afos. Algunos estudios demuestran que en Estados Unidos la septicemia tiene
como cuarta causa al género Candida. Se destaca, por ejemplo, que en América
del Norte hay un predominio de C. glabrata entre las especies no albicans,
mientras que en América del Sur hay un predominio de Candida parapsilosis
Céandida tropicalis en seis hospitales terciarios de Rio de Janeiro y Sdo Paulo,
con 145 casos de candidemia, en el que se revel6 algunas de las especies mas
frecuentemente aisladas, a saber: C. albicans (37%), C. parapsilosis (25%), C.
tropicalis (24 %) y C. glabrata (4 %). También, en Brasil estimaron que existe la
posibilidad de que mas de 3,8 millones de su poblacién puede padecer de

infecciones fungicas®.
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En Ecuador las cifras por infecciones vaginales producidas por la levadura
Candida son muy frecuentes en la edad fértil, tal es el caso que en un estudio
realizado en una universidad se encontré que el 55% de las féminas han tenido
al menos un episodio de infeccién vaginal por hongos al afio y un 9% informé
haber padecido de 4 a mas infecciones por Candida durante el afio. Asimismo,
se indico que el 50% de pacientes que utilizan protesis dentales han padecido

de estomatitis subprotésica cuyo agente causal fue Candida albicans*®

En el Peru la incidencia de infecciones por Candida albicans se ha relacionado
con la automedicacion irresponsable o un mal diagndstico, estimando que solo
el 20 0 30% de las mujeres que se automedican por Candida, en realidad no la
tienen. Ademas, la poblacién femenina que acude a un médico del 11 al 38.4%
sus sintomas estan relacionados con problemas de flujo vaginal ocasionados

por Candida albicans®.

Por otra parte, el marco teorico que sustentara nuestro estudio, describira a las

variables propuestas:

En primer lugar, la especie Eucalyptus globulus es una planta vegetal que se
encuentra dentro de la familia Myrtaceae. Esta familia proviene de Australia y se
caracteriza por poseer variedades de arboles y arbustos, siendo su
caracteristica principal de esta familia la presencia de glandulas secretoras de
aceites esenciales en sus 6rganos vegetativos y el tronco que se renueva en
cada estacién de su crecimiento. Abarca cerca de 150 géneros y 3500 especies
distribuidas en todos los paises. Las hojas del eucalipto en la etapa adulta llegan
a medir hasta 30cm de largo, con forma lanceolada y ovalada en la base,
presenta una coloracion verde palido a gris, en el envés de la hoja se encuentran
las glandulas que contienen el aceite esencial, su peciolo es pequefio de 2 a

3cm y presenta una copa frondosa’®
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Las glandulas secretoras del eucalipto contienen aceite esencial, el cual es
obtenido por el hombre aplicando el método de arrastre de vapor a sus hojas.
Este aceite de eucalipto se caracteriza por ser volatil, tener una consistencia
liquida, de color amarillo que cambia oscureciendo su color en presencia de la
luz o cuando es guardado por tiempo largos. Los estudios fitoquimicos del aceite
de eucalipto demuestran la presencia de 1-8 cineol, isopulegol, citronelal,
neoisopulegol, citronelol, cariofileno, a-pineno y linalol. El cariofileno, es un
compuesto bioactivo relacionado con sus propiedades antialérgicas, anti

anémicas, bactericidas y repelentes®

En segundo lugar, las especies que componen el género Céndida son
levaduriformes, di formicas y aerobias, se reproducen sexualmente por
gemacioén, formando colonias blancas. Este hongo forma parte del microbiota
normal de diferentes regiones del cuerpo, como la cavidad oral, tracto
genitourinario y gastrointestinal. Este tipo de levaduras son comensales paro los

humanos, pero en presencia de un desequilibrio del microbiota normal o una
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supresion del sistema inmunoldgico, estas levaduras aumentan en cantidad y
pueden dar lugar a patologias clinicas. La caracteristica de Candida albicans
estd asociada con el polimorfismo celular, la alternancia morfolégica entre
formas de levadura y filamentosas. Se sefiala que las formas filamentosas
aparecen cuando las defensas disminuyen, pues tienen ventajas para penetrar
en el organismo, ya que la hifa es capaz de secretar sustancias que degradan

componentes celulares y otros facilitando su penetracion®.

Métodos de difusién: En los laboratorios de investigacion de microbiologia se
utilizan métodos de difusion la potencia antimicrobiana de extractos, fracciones

0 sustancias puras o para investigar el antagonismo entre microorganismos.
Entre estos métodos, los mas comunes se enumeran a continuacion*.

- Método de difusion del pozo de agar: EI método de difusién de pozos en agar
es ampliamente utilizado para evaluar la actividad antimicrobiana de plantas
0 extractos antimicrobianos. De manera similar al procedimiento utilizado en
el método de difusion en disco, la superficie de la placa de agar se inocula
extendiendo un volumen del inéculo microbiano sobre toda la superficie del
agar, luego en un orificio con un diametro de 6 a 8 mm se perfora
asépticamente con un barrenador de corcho estéril o una punta y se
introduce un volumen (20-100 uL) del agente antimicrobiano o solucién de
extracto a la concentracion deseada en el pozo. Luego, las placas de agar
se incuban en condiciones adecuadas dependiendo del microorganismo de
prueba. El agente antimicrobiano se difunde en el medio agar e inhibe el

crecimiento de la cepa microbiana ensayada.

- Método de difusién del tapon de agar: El método de difusion del tapén de
agar se utiiza a menudo para resaltar el antagonismo entre
microorganismos, y el procedimiento es similar al utilizado en el método de
difusién en disco. Consiste en hacer un cultivo de agar de la cepa de interés
en su medio de cultivo apropiado mediante rayas apretadas en la superficie
de la placa, durante su crecimiento, las células microbianas secretan

moléculas que se difunden en el medio agar. Después de la incubacion, una
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parcela o cilindro de agar se corta asépticamente con un barrenador de
corcho estéril y se deposita en la superficie de agar de otra placa
previamente inoculada por el microorganismo de prueba. Las sustancias se
difunden desde el tapon al medio de agar. Luego, la actividad antimicrobiana
de las moléculas secretadas microbianas se detecta por la aparicion de la

zona de inhibicién alrededor del tapén de agar.

- Método de raya cruzada El método de raya cruzada se utiliza para detectar
rapidamente antagonismos en microorganismos. La cepa microbiana de
interés es sembrada por una sola raya en el centro de la placa de agar.
Después de un periodo de incubacién dependiendo de la cepa microbiana,
la placa se siembra con los microorganismos probados por una sola raya
perpendicular a la raya central. Después de una incubacién adicional, las
interacciones antimicrobianas se analizan observando el tamafio de la zona

de inhibicion.

Con respecto a los estudios internacionales referidos a nuestro estudio citamos
a Belén M. y col., que el 2020, en su investigacion evaluaron mediante un
estudio in vitro la accion antibacteriana de esencias aromaticas como el limon,
la naranja, la mandarina, el eucalipto y el laurel, sobre bacterias responsable de
infecciones como la cepa Escherichia coli ATCC, Leuconostoc mesenteroidesy
sobre Lactobacillus plantarum que es una bacteria benéfica. Todas las bacterias
presentaron halos de inhibicion desde 6mm hasta 19mm, en referencia a la
esencia aromatica de eucalipto, esta formé un halo de 12.17mm, mientras que
la esencia de laurel su accién fue moderada. Concluyendo que todas las
esencias mencionadas si presentan accién antimicrobiana, pero destaca el

aceite de eucalipto con un efecto bactericida superior a los otros aceites?*?.

Cabezas, M., el 2021, en su investigacion, realizando una caracterizacion
guimica por medio de un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro
de masas determind como principales componentes del aceite esencial de

Eucalyptus globulus, el 1,8-cineol (eucaliptol), alfa-pineno, aromadendreno,
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globulol, alfa-terpineol y alfa-gurjunene; con respecto a los halos de inhibicion
obtenidos por este aceite frente a Candida albicans, se observé didmetros de
10mm, 14,5mm y 18,4mm para las concentraciones del 50%, 75% y 100%

respectivamente®.

Por su parte, Da Silva S. y col., el 2019, definieron por objetivo evaluar la
sensibilidad de las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus
expuestas a los extractos etandlicos elaborados por maceraciéon con las hojas
de las especies E. globulus y A. sativum. En el desarrollo del estudio ambos
extractos de las especies fueron efectivos contra Staphylococcus aureus, sin
embargo, no efectivos contra Escherichia coli. Concluyendo que dichos
extractos podrian ser utilizados como alternativas terapéuticas de origen

natural*

También, Argote F. y col., en el 2017, su investigacion tuvo como objetivo
investigar el efecto antibacteriano de esencias vegetales como el eucalipto,
limén y mandarina sobre bacterias certificadas como Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Se formaron halos alrededor de los discos, siendo estos
didmetros mayores para las esencias de eucalipto y de mandarina al ser
expuestos sobre Staphylococcus aureus, con una concentracibn minima
inhibitoria de 6,8uL/mL, asimismo, la concentracion maxima bactericida fue de
13,2uL/mL®

A nivel nacional, presentamos los estudios de Uriol D. y col., que, en el 2021,
publicaron su estudio, realizando in vitro el efecto antimicrobiano de extractos
elaborados con agua y etanol a partir de los frutos de la planta de aguaymanto
y de las hojas del eucalipto sobre S. aureus. Los extractos en todas sus
concentraciones del aguaymanto no tuvieron efecto antimicrobiano, no obstante,
el extracto de eucalipto al 100% si presento efecto formando un halo de 16mm,
halo muy cercano al formado por el control positivo que fue de 16.3mm. Por lo
tanto, el extracto de eucalipto al 100% si presenta efecto antibacteriano sobre S.
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Por su parte, Montero M. y col., en el 2019, presentaron su estudio, cuyo
propdsito fue evaluar si las bacterias certificadas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, son sensibles al efecto de las concentraciones del
aceite esencial de eucalipto. Las concentraciones del 60% y 90% fueron las que
mayor halo de inhibicion formaron sobre Staphylococcus aureus a diferenciade
Escherichia coli que fue menor, en base a este resultado el aceite esencial de

eucalipto tiene mayor efecto bactericida sobre Staphylococcus aureus?’

Durango O., el 2018, en su investigacion “Comparacion del efecto in vitro de los
aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Origanum vulgare sobre Candida
albicans aislada de paciente con candidiasis vulvovaginal” mediante la técnica
de difusién en disco evalué la concentraciéon minima fungicida (CMF) mediante
la valoracién del tamafio de los halos de inhibicion formados por este hongo, la
evaluacion del aceite esencial de Eucalyptus globulus a la concentracién del
25% y 50% obtuvo halos de inhibiciébn que variaron entre 6.0mm; mientras que
la concentracion del 75% y 100% obtuvieron halos de inhibicién de 7.0mm y
8.9mm; por otro lado, el tamafio del halo de inhibicién formado por el fluconazol
fue de 39.4mm, mediante la comparacion de la sensibilidad antifungica segun la
Escala de Duraffourd se comprobé que Candida albicans presenta sensibilidad
nula a las concentraciones del 25%, 50% y 75% del aceite esencial de

Eucalyptus globulus y es sensible a la concentracion del 100%?8.

El estudio realizado por Marconi, D., el 2019, sobre el “Efecto antimicético in
vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus comparado con fluconazol, sobre
Candida albicans ATCC 10231” evalu6 el aceite a las concentraciones del 25%,
50%, 75% y 100% mediante el método de disco difusion de Kirby-Bauer
encontrando halos de inhibiciébn de 5,9mm; 12,2mm; 16,2mm y 18,0mm
respectivamente, el fluconazol por su parte obtuvo halo de inhibicion de
22,2mm?*
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Por dltimo, Amaya D., en el 2018, elabord su estudio para evaluar el efecto
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, del aceite esencial de eucalipto en
las concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% mediante la técnica
microbiolégica de Kirby-Bauer. Los resultados pudieron indicar que el efecto
mayor ocurre con el aceite al 100% con un diametro inhibitorio de 17.3mm, sin

embargo, no pudo superar el halo de la oxacilina que fue de 35.4mm?°,

Juarez, J., el 2018, mediante su investigacion “Estudio de las caracteristicas
fisicoquimicas y fitoquimicas de las hojas de Eucalyptus globulus Labill
(Eucalipto)” la cual se realizé en diferentes extractos de diferentes polaridades,
donde se encontr0 que en el extracto cloroférmico existe presencia de
triterpenos, en el extracto etandlico encontré aminoécidos, quinonas, triterpenos,
azlcares, catequinas, flavonoides, resinas y taninos; en el extracto acuoso

azucares, flavonoides y taninos?

Los resultados que se obtengan en el desarrollo de la investigacion, podran
servir como una nueva referencia, asimismo, se podra resaltar las propiedades
benéficas de la planta de eucalipto al ser expuesta a un hongo muy habitual en
las personas y con una gran capacidad patdégena, por lo tanto, podra ser
aprovechado en forma positiva en la salud de las personas, ademas, de
contribuir a disminuir la resistencia flingica, por ser una alternativa de origen

natural.

El objetivo general planteado en el presente proyecto es demostrar la actividad
antifangica, del aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto)
frente a Candida albicans ATCC 10231, in vitro;

De la misma manera se plantea la siguiente hipétesis general: el aceite esencial
de las hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto) presenta actividad antifangica

frente a Candida albicans,
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2.1.

2.2.

Il. MATERIALES Y METODOS
Enfoque y disefio de lainvestigacion

Enfoque Cuantitativo. Debido a que se basé en procedimientos basados en
métodos experimentales, rigurosos a partir de los cuales se emplearon
distintas técnicas de recoleccion de datos. De disefio experimental, debido
a que existe intervencion por parte del investigador en las variables de
estudio para demostrar la relacibn o cambio y transversal porque el
momento de la recoleccion de datos se realiza en un solo periodo de

tiempo?223,

Poblacién, muestray muestreo

La poblacién de estudio estuvo conformada por la especie vegetal de
Eucalyptus globulus (eucalipto), fueron recolectados 12 kilogramos de hojas
en el distrito de Miracosta, de la provincia de Chota ubicada en el
departamento de Cajamarca, en las coordenadas 6.3998° de latitud Sur y
79.3011° de longitud Oeste, sobre los 2648 m.s.n.m.

La muestra de estudio empleada para la obtencién del aceite esencial de
Eucalyptus globulus (eucalipto) fue 8 kilogramos la cual se obtuvo por medio
de un muestreo no probabilistico por conveniencia, teniendo en

consideracion los criterios de inclusion y exclusion?42°,

Criterios de inclusién:

- Las hojas deben estar en estado fresco y recién recolectadas.
- No deben mostrar signos de contaminacion o deterioro.
- Deben haber sido identificada taxondmicamente.

Criterios de exclusion:

- Hojas que han sido tratadas con plaguicidas.
- Especie vegetal que no corresponda al lugar de recoleccion indicado.

- Oftro tipo de especie o variedad de la planta.
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2.3. Variables de investigacion

Primera variable: Aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus

(eucalipto).

— Definicion conceptual: Sustancia oleosa extraida de las hojas de
Eucalyptus globulus (eucalipto) y que contienen principios activos.

— Definicion operacional: Extraccién por destilacién con arrastre de
vapor.

Segunda variable: Actividad antifingica frente Candida albicans.

— Definicion conceptual: Capacidad de evitar o disminuir el crecimiento
de los hongos (Candida albicans)

— Definicion operacional: Medida del tamafio del halo de inhibicion

2.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion dedatos

Técnica: Observacional

Instrumento: Ficha de recoleccion de datos, donde de consigna las

concentraciones y cantidades de los datos a recolectar en milimetros.

2.5. Plan metodologico para larecoleccion de datos

Recoleccién y seleccion de la muestra

Se realizaron las coordinaciones con el propietario del terreno de cultivo
para la recoleccion de la planta, se selecciond una muestrarepresentativa
para la realizacion del estudio taxonémico por un especialista y
posteriormente se recolectd 12 kilogramos de hojas de Eucalyptus globulus
(eucalipto), las cuales fueron transportadas envueltas en papel Kraft y

transportadas directamente al laboratorio®.

En el laboratorio se procedié al lavado con agua potable y posterior
desinfeccion por 3 minutos con hipoclorito de sodio al 0.1%.
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Obtencién del aceite esencial:

Se procedi6 al armado del equipo de destilacion por arrastre de vapor y se
coloco dentro del contenedor de la muestra 500 G de hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto), se sell6 herméticamente el equipo y colocd las lineas
de agua al refrigerante y la salida al desagle, se realiz6 la destilacion por
5 horas aproximadamente, el proceso se repitié hasta agotar la muestra, el
aceite obtenido junto con el agua fue recolectado a la salida del
refrigerante, en una pera de decantacion donde se separ0 el aceite del

agua.

El aceite obtenido se preparé a las concentraciones del 50%, 75% y 100%,

empleando como agente disolvente dimetilsulfoxido (DMS)

Evaluacion del efecto antifungico

La activacion de las cepas de Candida albicans ATCC 10231, adquiridas
del laboratorio Microbiologics, se realiz6 mediante la aplicacion en estrias
en placa Petri con el medio de cultivo Agar Saboraud y luego puesta en

incubacion por 48 horas a 35 °C.

Se identificd posteriormente el crecimiento de las colonias en la placa y
extrajo 2 a 3 colonias de la placa con un hisopo, luego se suspendid en un
tubo de ensayo con 10 ml de solucion salina fisiologica y realizé diluciones
seriadas de 1 en 10 hasta obtener la concentracion de 0.5 en la escala de

MacFarland.

Ya esta ultima disolucion fue considerada el inéculo de trabajo del cual se
realizaron los sembrados en placas Petri en agar Miller Hinton, se dejo
secar por 10 minutos y posteriormente se prepararon 3 pocitos en una
placa correspondiente a las concentraciones del 100%, 75% y 50% del
aceite de hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto) y en otra placa se
prepararon dos pocitos correspondientes a los controles negativo y

positivo. Luego se aplicé 30 microlitros en cada pocito respectivamente sea
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los grupos experimentales o grupos control y llevo a incubacién a 35 °C por

24 horas?0.26.27,

Recolecciéon de datos

Luego del periodo de incubacion se procedio aretirar las placas y visualizar
los halos de inhibicion formados, posteriormente se midié el diametro del
halo de inhibicibn con un vernier digital, los datos recolectados se
registraron en la ficha de recoleccién de datos para posteriormente ser

analizados mediante un software estadistico.
2.6. Procesamiento del anélisis estadistico

Los datos recolectados fueron analizados mediante el software estadistico
SPSS version 26, inicialmente se procedié a realizar una estadistica
descriptiva de los parametros estadisticos en torno a la media y
posteriormente se aplicO una estadistica inferencial para determinar el
comportamiento normal de los datos mediante la prueba de Shapiro Wilk,
luego de esto se procedid a realizar la prueba de ANOVA y de Tukey que

permitié comparar los grupos de tratamientos experimentales y control®,
2.7. Aspectos éticos

Debido al tipo de estudio que se realiz0, se tuvo extremo cuidado en el dafio
al medio ambiente y riesgo de los investigadores y personal de apoyo en el
manejo de muestras con microorganismos con capacidad infectiva, en tal
sentido, se aplicaron los protocolos y buenas practicas en laboratorios de
ensayo. Asimismo, se realizd la inactivacion de las muestras bio-

contaminadas mediante la técnica de auto clavado??:20.

22



1. RESULTADOS

Tabla 1. Solubilidad del aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus
(eucalipto) en diferentes solventes

Tubo | Solvente empleado | Solubilidad en el
solvente

1 Alcohol Terbutilico -

2 Acetona ++

3 Agua destilada -

4 Cloroformo +++

5 Hexano +

6 Etanol +

7 Metanol +

8 Dimetil-sulfoxido ++

Leyenda:

% (+++): Soluble
% (++): Medianamente soluble
% (+): Ligeramente soluble

% (-): insoluble

Interpretacion:

En la tabla 1. se observan los resultados del analisis de solubilidad del aceite
esencial de las hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto) en diferentes solventes,
observandose que este es soluble en cloroformo, es medianamente soluble en
dimetil-sulféxido y acetona; ligeramente soluble en hexano, etanol, metanol y es
insoluble en agua destilada y alcohol ter-butilico. El aceite muestra mayor afinidad
por solventes con caracteristicas polares debido a sus caracteristicas lipofilicas.
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Tabla 2. Identificacion de los metabolitos secundarios presentes en el
aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto) con
actividad antifungica

Metabolitos Reaccion
: Reactivos Resultado
Secundarios
Alcaloides Dragendorff Color naranja ladrillo +
Quinonas Borntrager Coloracion rosa- -
rojiso
Compuestos Coloracion rojo- +
fendlicos FeCls Vvinoso
Taninos Coloracion verdosa -
Mucilagos Aspecto gelatinoso -
Flavonoides Antocianidina Anillo marron +
interfase
Triterpenos / Liebermann Coloracion rojisa +++
Esteroides Burchard
Aceite y Sudan Il Rojo intenso +++
grasas
Saponinas Espuma Formacion de -
espuma
Leyenda:
Ausente )
Escaso (+)

Moderado (++)
Abundante (+++)

En la tabla 2 se muestra el resultado de la marcha fitoquimica obtenida al
exponer el aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto) a
diferentes reactivos los cuales al reaccionar con las estructuras moleculares
de los metabolitos muestran cambios de coloracion, precipitado, turbidez,
entre otros; los metabolitos secundarios encontrados son triterpenos, grasas y
aceites en cantidad abundante; compuestos fendlicos, flavonoides y alcaloides
en cantidad escasa y no se evidencid presencia de quinonas, taninos,

mucilagos y saponinas.
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Tabla 3. Actividad antifungica del aceite esencial de las hojas de (eucalipto)
Eucalyptus globulus al 50%, 75% y 100% frente a Candida albicans ATCC
10231, in vitro

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm
95% Intervalo de confianza
Desv. Error .
N° |Media para la Media Minimo| Maximo
Estandar | Estandar
Limite inferior | Limite superior
Aceite Esen|10 16,28 0,42 0,13 15,98 16,57 15,50 (16,98
Eucalipto - 100%
Aceite Esen|10 14,83 0,36 0,11 14,57 15,09 14,26 (15,43
Eucalipto - 75%
Aceite Esen{l0  [13,76 (0,45 0,14 13,44 14,08 13,05 |14,53
Eucalipto - 50%
Control negativo10 6,17 0,36 0,11 5,91 6,43 5,74 6,81
(DMS)
Control Positivo[10 25,84 (0,53 0,17 25,45 26,22 25,04 26,82
(Nistatina)

En la tabla 3. Se puede apreciar el analisis realizado a los datos del tamafio
del halo de inhibicién de cada grupo de analisis mediante el programa SPSS
version 26 para obtener los datos estadisticos como media, desviacion
estandar, los limites de confianza y valores maximo y minimo encontrados de
los valores promedio de los halos de inhibicion obtenidos por el aceite esencial
de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus al 50%, 75% y 100% frente a
Candida albicans ATCC 10231, obteniendo valores promedio de halo de
inhibicién de 13,76 + 0,45mm para la concentracion del aceite al 50%, al 75%
fue de 14,83 + 0,36mm; al 100% fue de 16,28 + 0,42mm; por otro lado, el
control negativo empleado (DMS) obtuvo halo de inhibicién de 6,17 + 0,36mm
y el control positivo obtuvo halo de 25,84 + 0,53mm; demostrando efecto
actividad antifangica del aceite esencial de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus
globulus al 50%, 75% y 100% frente a Candida albicans ATCC 10231, al ser
comparados los halos de inhibicion formados con el grupo control negativo.
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Figura 1: Actividad antifangica del aceite esencial de las hojas de (eucalipto)
Eucalyptus globulus al 50%, 75% y 100% frente a Candida albicans ATCC
10231, in vitro
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En la figura 1. permite observar de manera visual los promedios de los halos
de inhibicién con su respectivo rango de variacién con respecto a la media, del
mismo modo, se observa el comportamiento comparado del aceite esencial de
las hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus al 50%, 75% y 100%,
observandose un efecto inhibitorio superior contra Candida albicans ATCC
10231 a mayores concentraciones, asi mismo, se observan diferencias
significativas entre los halos de inhibicién de los grupos control con respecto a

los grupos experimentales.

Andlisis comparativo de la actividad antifangica del aceite esencial de las
hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus con Nistatina 100mg/ml frente
Céandida albicans ATCC 10231, in vitro.

Hipotesis de contrastacion

Ho: El aceite esencial de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus no
presenta mayor actividad antifingica in vitro que la nistatina 100mg/ml frente
Céandida albicans ATCC 10231
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Hi: El aceite esencial de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus presenta
mayor actividad antifingica in vitro que la nistatina 100mg/ml frente Candida
albicans ATCC 10231

Analisis de los datos recolectados

Tabla 4. Prueba de Distribucién Normal para cada Grupo de Tratamientos

. Shapiro-Wilk

Grupos de trabajo _ :
Statistic | df |Sig.
/Aceite Esen. Eucalipto - 100% (0,963 10 10,817
/Aceite Esen. Eucalipto - 75% (0,962 10 10,810
Diametro Del Halo De Inhibicion (Mm) [Aceite Esen. Eucalipto - 50% (0,941 10 |0,566
Control negativo (DMS) 0,938 10 0,531
Control Positivo (Nistatina) 0,984 10 10,985

Interpretacion:

Se muestra el analisis realizado las pruebas de Shapiro-Wilk para confirmar la
distribucién normal de los datos analizados, con un nivel de confianza del
95,00%, se observa que el nivel de significancia calculado en tabla supera el
nivel de significancia de 0,05 establecido por el estudio, por lo tanto, se

confirma que todos los grupos analizados presentan distribucién normal.

Tabla 5. Andlisis de la Varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion
Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 1979,59 4,00 494,90 2682,41 | 0,00
Dentro de grupos | 8,30 45,00 | 0,18
Total 1987,89 49,00

Interpretacion:

Se observa en la tabla 4, la prueba de ANOVA o analisis de la varianza

aplicada a los grupos de los datos mediante el programa SPSS version 26,

luego del analisis se observa un p-valor obtenido menor al nivel de
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significancia del estudio; por lo tanto, la prueba nos confirma que existe

diferencia estadisticamente significativa en al menos uno de los grupos de

datos.

Tabla 6. Andlisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

DIAMETRO DE INHIBICION

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Control negativo (DMS) 10 6,16
Aceite Esen. Eucalipto - 50% 10 13,75
Aceite Esen. Eucalipto - 75% 10 14,83
Aceite Esen. Eucalipto - 100% 10 16,27
Control Positivo (Nistatina) 10 25,83
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.

Interpretacion:

La tabla 5, muestra un andlisis complementario a la prueba de ANOVA el cual

se realiz6 mediante la prueba de Tukey por sub grupos homogéneos, este
analisis determiné diferencias estadisticamente significativas entre todos de
los grupos de los datos mostrando en la tabla superior segun niveles el grado
de estas segun tamafio de halo de inhibicion. Se observa que el control positivo
de nistatina obtuvo mayor efecto inhibitorio sobre Candida albicans ATCC
10231®, seguido por las concentraciones al 100%, 75% y 50% del aceite
esencial de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus respectivamente y
finalmente el control negativo se ubica en el nivel inferior sin actividad
antifingica sobre Candida albicans ATCC 10231.
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Conclusién:

Del andlisis de los datos se rechaza la Hipotesis alterna y se acepta la hipétesis

Nula que indica que el aceite esencial de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus

globulus no presenta mayor actividad antifingica in vitro que la nistatina frente
Céandida albicans ATCC 10231.

Tabla 7. Comparacion de la sensibilidad antifungica segun la escala de

Duraffourd

_ Sensibilidad Sensible Muy Altarr_lente
Tratamiento nula 814 mm sensible sensible
<8 mm 15-20 mm >20mm
Control negativo (DMS) 6,16
i I - 0,
Aceite Esen. Eucalipto - 50% 13,75
Aceite Esen. Eucalipto - 759
ceite Esen. Eucalipto - 75% 14.83
Aceite Esen. E i - 9
ceite Esen. Eucalipto - 100% 16,27
Control Positivo (Nistatina) 25,83

En latabla 6, se muestra la escala comparativa de Duraffourd mediante la cual

se puede determinar la sensibilidad de Candida albicans con respecto a los

grupos de trabajo, se observa que este hongo es altamente sensible al control

positivo (nistatina), Muy sensible al aceite esencial de las hojas de (eucalipto)

Eucalyptus globulus al 100% y 75%, asi mismo, es sensible al aceite al 50% y

presenta sensibilidad nula al control negativo.
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IV. DISCUSION

4.1. Discusién de Resultados

Los datos que se discuten a continuacion muestran los resultados obtenidos
del andlisis fitoquimico realizado al aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto), asi mismo, el andlisis estadistico de los datos
recolectados para la determinacion de la actividad antifungica frente a
Candida albicans, los que se compararan con los resultados obtenidos por

otros autores relacionados con el presente estudio.

Mediante la prueba de solubilidad se logré determinar las caracteristicas
fisico-quimicas de la muestra de andlisis, por afinidad con los solventes
empleados, encontrando que el aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto), es soluble en cloroformo, es medianamente soluble en
dimetil-sulféxido y acetona; lo que demuestra que presenta caracteristicas

netamente apolares y lipofilicas.

Con respecto, al estudio fitoquimico cualitativo realizado al aceite esencial de
las hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto), mediante reacciones de
colocacion y precipitacion, se identifico la presencia de triterpenos, grasas y
aceites en cantidad abundante; compuestos fendlicos, flavonoides vy
alcaloides en cantidad escasa. Juarez, J. (2018) por su parte, en su
investigacion determind los metabolitos contenidos en diferentes extractos de
las hojas de Eucalyptus globulus (eucalipto) encontrando en el extracto
cloroformico presencia de triterpenos, en el extracto etandlico encontrd
aminoacidos, quinonas, triterpenos, azlcares, catequinas, flavonoides,

resinas y taninos; en el extracto acuoso azucares, flavonoides y taninos.

Por otro lado, Cabezas, M (2021) empleando la técnica de cromatografia de
gases acoplada a detector de masas logré determinar los metabolitos
presentes en el aceite esencial de Eucalyptus globulus, identificando entre
estos a 1,8-cineol (eucaliptol), alfa-pineno, aromadendreno, globulol, alfa-
terpineol y alfa-gurjunene entre otros, siendo los mencionados los que

presentan mayor concentracion. En los estudios presentados se confirma la
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presencia de triterpenos como componentes principales y en mayor
concentracion en el aceite de eucalipto, sin embargo, no es el Unico
componente presente puesto que también existe presencia de ciertos
flavonoides y compuestos fendlicos, entre otros, pero en menor

concentracion.

Por otro lado, se evalud la actividad antifingica que presenta el aceite esencial
de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus al 50%, 75% y 100% frente a
Candida albicans ATCC 10231 mediante el método microbioldgico de difusion
en pozo, para lo cual se valoro esta actividad segun el tamafio de los halos de
inhibicién formados en los cultivos de este hongo, obteniendo como resultados
halo de inhibicién de 13,76 + 0,45mm para la concentracion del aceite al 50%,
al 75% fue de 14,83 + 0,36mm; al 100% fue de 16,28 + 0,42mm; por otro lado,
el control negativo empleado (DMS) obtuvo halo de inhibicién de 6,17 +
0,36mm y el control positivo obtuvo halo de 25,84 + 0,53mm; el valor superior
obtenido con respecto al control negativo indica actividad antifangica contra
este hongo, asi mismo, valores similares al obtenido por el control positivo
indicaria la fuerza de esta actividad antifungica por parte del aceite esencial.
Los resultados obtenidos por Cabezas, M (2021) sobre la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Eucalyptus globulus contra Candida
albicans, mostrd halos de inhibicion de 10mm, 14,5mm y 18,4mm para las
concentraciones del 50%, 75% y 100% respectivamente, resultados que se
corroboran con los encontrados en el estudio. Asi mismo estos resultados se
corroboran con los obtenidos por Marconi, D (2019) al evaluar de igual manera
el efecto antimicético de Eucalyptus globulus frente a Candida albicans a las
concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% mediante el método de disco
difusién de Kirby-Bauer, encontré halos de inhibicién de 5,9mm; 12,2mm;

16,2mm y 18,0mm respectivamente.

Por el contrario, el estudio realizado por Durango O. (2018) se contraponeen
cuanto a los resultados encontrados al evidenciar que el efecto in vitro del
aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre Candida albicans aislada de
paciente con candidiasis vulvovaginal mostré6 halos de inhibicion a la

concentracion del 25% y 50% que variaron entre 6.0mm; mientras que la
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concentracion del 75% y 100% obtuvieron halos de inhibicion de 7.0mm y
8.9mm. Esta situacion presentada no muestra un efecto evidente del aceite
de Eucalyptus globulus sobre Candida albicans contrario a los resultados
obtenidos en otros estudios presentados, pero hay que tener en consideracion
gue la cepa empleada en este ultimo estudio no corresponde a una ATCC,
sino a una cepa de campo, la que puede tener cierto grado de resistencia al
ser obtenida de pacientes con Candidiasis vaginal, lo que puede marcar las

diferencias encontradas en los estudios.

Algunos autores han demostrado la actividad antibacteriana del aceite
esencial de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus, como el estudio
realizado por Belén M. y col. al (2020), donde al exponer el aceite esencial de
eucalipto lograron encontrar halos de inhibicién promedio de 12.17mm, para
diferentes microorganismos como Escherichia coli ATCC, Leuconostoc

mesenteroides y sobre Lactobacillus plantarum.

Un estudio similar realizado por Montero M. y col. al (2019) evalué el efecto
antibacteriano sobre E. coli y S. aureus, del aceite de eucalipto a las
concentraciones del 60% y 90%, donde se logr6 demostrar actividad
antibacteriana sobre ambas bacterias siendo esta superior a las mayores
concentraciones del aceite. Asi mismo, Amaya D. (2018) enfrento el aceite
esencial de eucalipto a las concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% frente
a S. aureus, mediante la técnica microbiolégica de Kirby-Bauer obteniendo un
halo de inhibicion mayor de 17.3mm para la concentracion del 100% frente a

esta bacteria.

Asi mismo, el extracto etanélico de las hojas de E. globulus fueronsometidas
frente a bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus como
reportan en su estudio Da Silva S. y col. al (2019), encontrando actividad
antibacteriana solo frente a Staphylococcus aureus, resultados contrarios se
observaron en el estudio de Argote F. y col. (2017) y otros, donde si se logré
determinar actividad antibacteriana contra estas dos bacterias Escherichia coli
y Staphylococcus con una concentracion minima inhibitoria de 6,8uL/mL y una

concentracion maxima bactericida de 13,2uL/mL.
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Del mismo modo, Uriol D. y col. al (2021), encontré actividad antibacteriana
de los extractos acuoso y etandlico de las hojas de eucalipto contra
Staphylococcus aureus, presentando el extracto etandlico un halo de

inhibicién de 16.0 mm similar al grupo control positivo empleado.

Evidentemente la mayoria de los estudios realizados sobre el aceite y extracto
de las hojas de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus, se han enfocado
en la determinacion de su actividad antibacteriana, no se han encontrado
registro sobre su actividad antimicético, sin embargo, los hallazgos
encontrados sobre otros microorganismos respaldan su actividad antifingica

sobre Candida albicans encontrada en este estudio.

Por otro lado, al contrastar la actividad antifungica del aceite esencial de las
hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus con la nistatina frente Candida
albicans ATCC 10231 mediante el andlisis estadistico inferencial con un nivel
de significancia de 0.05 se logr6 demostrar que evidentemente existe
diferencia estadisticamente significativa entre los valores de los halos de
inhibicibn comparados con el grupo control negativo, por lo tanto, existe
evidencia suficiente para concluir que el aceite esencial de las hojas de
(eucalipto) Eucalyptus globulus presenta actividad antifingica frente Candida
albicans, por otro lado, el analisis comparativo contra el grupo control positivo
demostrd que la actividad antifangica es inferior a la obtenida por parte del

grupo control.

Ademas, se determiné la Sensibilidad antifingica del Candida albicans frente
a los grupos de trabajo empleados mediante la escala de Duraffourd,
encontrando que este hongo presenta sensibilidad nula al control negativo
empleado (Dimetil-sulfoxido), es sensible al aceite esencial de esencial de las
hojas de (eucalipto) Eucalyptus globulus al 50%, es muy sensible a la
concentracion del aceite esencial al 75% y 100%, y es altamente sensible al

grupo control positivo conformado por la nistatina.
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4.2. Conclusiones

El solvente que presenta mejor solubilidad en el aceite esencial de las hojas
de Eucalyptus globulus (eucalipto) es el cloroformo.

Los metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial de las hojas de
Eucalyptus globulus (eucalipto) con actividad antifangica corresponde a los
triterpenos.

La actividad antifungica del aceite esencial de las hojas de (eucalipto)
Eucalyptus globulus al 50%, 75% y 100% frente a Candida albicans ATCC
10231, in vitro se evidencié mediante la formacion de los halos de inhibicién
obteniendo valores de 13,76 + 0,45mm para la concentraciéon del aceite al
50%, al 75% fue de 14,83 + 0,36mm; al 100% fue de 16,28 + 0,42mm.

La actividad antifungica del aceite esencial de las hojas de (eucalipto)
Eucalyptus globulus frente Candida albicans ATCC 10231, in vitro resulto ser
menor que la de Nistatina 100mg/ml

4.3. Recomendaciones

v'El estudio del aceite esencial de las hojas de (eucalipto) Eucalyptus
globulus evidencia actividad antimicrobiana frente a diferentes
microorganismos, sin embargo, se pueden realizar estudios sobre esta
actividad en microorganismos no ensayados

v Se recomienda realizar estudios complementarios empleando los
extractos y aceites de Eucalyptus globulus para evaluar el efecto
sinérgico con otros antibioticos o antifungicos.

v Emplear el aceite esencial en el tratamiento de infecciones micéticas
mediante  preparados galénicos que demuestren actividad
antimicrobiana.

v' Evaluar por separado el efecto de los metabolitos presentes en

Eucalyptus globulus mediante técnicas cromatogréficas.
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ANEXOS

Anexo 1. Instrumento de recoleccién de datos

GRUPOS EXPERIMENTALES

GRUPOS CONTROL

Control Control

100% 75% 50% Negativo positivo
NGmero (DMS) (Nistatina)
de placas
Placa N°01 16,15 14,51 13,63 5,74 26,31
Placa N°02 | 14 40 14,92 13,05 6,62 25,26
PlacaN°03 | 45 59 14,97 13,10 6,08 25,46
Placa N°04 16,00 15,34 14,53 6,81 25,91
PlacaN°05 | 16 60 14,58 13,88 5,83 25,56
Placa N°06 | 1554 14,26 13,76 6,25 25,73
PlacaN°07 | 4619 14,89 13,68 5,75 26,11
PlacaN°08 | 1554 14,71 13,91 5,97 26,16
Placa N°09 | 15 9g 14,70 13,81 6,27 25,04
PlacaN°10 | 16 03 15,43 14,23 6,34 26,82
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Anexo 2. Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢Poseera actividad antifingica el aceite
esencial de las hojas de Eucalyptus globulus
(eucalipto) frente a Candida albicans ATCC
10231, in vitro”

Demostrar la actividad antifingica, del
aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto) frente a Candida
albicans ATCC 10231

El aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto) presenta actividad
antifungica frente a Candida albicans

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢, Cual serd el solvente que presenta mejor
solubilidad en el aceite esencial de las hojas
de Eucalyptus globulus (eucalipto)?

Identificar el solvente que presenta mejor
solubilidad en el aceite esencial de las hojas
de Eucalyptus globulus (eucalipto)

El aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto) presentan mejor
solubilidad en solventes apolares.

¢,Cuales seran los metabolitos secundarios
presentes en el aceite esencial de las hojas
de Eucalyptus globulus (eucalipto) con
actividad antifungica?

Identificar los metabolitos secundarios
presentes en el aceite esencial de las hojas
de Eucalyptus globulus (eucalipto) con
actividad antifungica.

El aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto) presenta metabolitos
secundarios

¢Poseera actividad antifingica el aceite
esencial de las hojas de Eucalyptus globulus
(eucalipto) al 50%, 75% y 100% frente a
Candida albicans ATCC 10231, in vitro?

Determinar la actividad antifingica del
aceite esencial de las hojas de (eucalipto)
Eucalyptus globulus al 50%, 75% y 100%
frente a Candida albicans ATCC 10231, in
vitro.

El aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto) al 50%, 75% y 100% frente
a Candida albicans ATCC 10231, in vitro
presenta actividad antifingica

¢Poseera actividad antifingica el aceite
esencial de las hojas de Eucalyptus globulus
(eucalipto) frente a Candida albicans ATCC
10231, in vitro, comparado con Nistatina
100mg/ml?

Comparar la actividad antifungica del aceite
esencial de las hojas de (eucalipto)
Eucalyptus globulus con Nistatina100mg/ml
frente Candida albicans ATCC 10231, in
vitro.

El aceite esencial de las hojas de Eucalyptus
globulus (eucalipto) presenta similar actividad
antifingica con Nistatina 100mg/ml frente
Candida albicans ATCC 1023, in vitro.




Anexo 3. Operacionalizacién de las variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES [ INDICADORESESCALA  DE | \o  pel yaioR
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION TEMS
_ _ Sustancia oleosg Extraccion por
Aceite esencial de | extraida de las hojag destilacion con Agual Acetona
las  hojas  delde Eucalyptuq arrastre de vapor. Cloroformo
Eucalyptus globulus (eucalipto) Solubilidad
globulus (eucalipto)| que contienen Etanol / Metano .
incipi i / DMS
principios activos. Nulo )
Escaso 3
Flavonoides Regular 4 4
Alcaloides
Metabolitos _ Abundante
] Taninos
secundarios
Terpenos
Saponinas
AminoAcid 100
minoaclidos j
Razon 3 75
Concentracién _ 50
Porcentaje
o Capacidad de evitar d Medida del tamafio
Actividad disminuir el del halo deinhibicion
antifingica  frente| crecimiento de  log < 8mm (-)
Candida albicans. hongos (Candidg 8mm-14mm (+)
albicans) Halo de| Diametro Razon 4 14 mm-20mm (+4)
> mm-20mm (++
inhibicién

> 20mm : (+++)




Anexo 4. Certificado de analisis de Candida albicans ATTC 10231

) Microbiologics®
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results Meaning of Score

ValuesRant_:je Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) green
0.00 - 1.69 ) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category

Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a

(A) high-confidence identification in which the species is identical to the best match. (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is i1dentical to the best match, or (3) a non-identification.
Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.
(©) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Candida albicans
Sample Description: 0443
Sample ID: 443-1006
Sample Creation Date/Time: 2019-03-06T14:55:06.305 ADS
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library, Listeria
Sample Name Sample Organism (best match) Score Value
ID

*)

A2 (+++)

443-1006 Candida albicans

Comments:

n/a
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Anexo 5. Carta de presentaciéon de los Bachilleres

3 * UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

“Afo del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

San Juan de Lurigancho 16 de junio del 2022
N°112- -

sr.
NORBIL ANIANO BAZAN FERNANDEZ
Presente. -

De mi especial consideracién:

Es grato dirigirme a usted para saludario en nombre propio y de la Universidad
Maria Auxiiadora, a quien represento en mi calidad de Director de la Escuela de
Farmacia y Bioquimica.
Sirva la presente para pedir su autorizacién a que los bachilleres: BAZAN SANTACRUZ,
Elisa, DNI 47472461 y PEREZ LUJAN, Carmen Consuelo DNI 40833795 puedan recopilar
datos para su proyecto de tesis fitulado: “ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL ACEITE
ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Eucalyptus globulus (EUCALIPTO) FRENTE A Candida
albicans ATCC 10231, IN VITRO".

Sin ofro particular, hago propicio la ocasién para expresarle los sentimientos de mi mas
alta consideraciéon vy estima.

Atentamente,

S
! 2 I L . 1
&Jmmghﬂrqomm ;

Drector de fa Escosla Pofesonalde © o o/
Farmaca y Scoumcs Sy

Nnrbf'\jfﬁf{iafﬁ %01;!(\ &rr‘r(;l\(!@"l,
Pl 2323999 4l

Av. Canto Bello 431, San Juan de Lucigaonch
Telt: w9 3212
wav simaperisedi po
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Anexo 6. Carta de aceptacién del propietario del terreno de cultivo

Miracosta, 05 de Mayo del 2022

Sefior
Dr. JHONNEL SAMANIEGO JOAQUIN
Decano de la Universidad Maria Auxiliadora

Por medio de la presente, expreso mi saludo cordial, y a la vez informarle de la
aceptacion de las alumnas BAZAN SANTACRUZ, Elisa y PEREZ LUJAN, Carmen Consuelo
para que puedan realizar en mi huerta ubicada en el distrito de Miracosta, provincia
de Chota, departamento Cajamarca, su recoleccién de las hojas de Eucalipto y asi

puedan desarrollar su proyecto de tesis.

Saludos Cordiales

ATENTAMENTE

Beautipibil

NORBIL ANIANO BAZAN FERNANDEZ

DNI: 27399941
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Anexo 7. Certificado botanico de la especie vegetal en estudio

Hamiiton W. Beltran 5.
Consuftor Botanico
Calle Matalio Sanchez 251- Meais Marla
harmiftonbetbran iy ahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado, certifica que la planta conocida como “EUCALIPTO"
proporcionada por los Bachilleres, ELISA BAZAN SANTACRUZ y CARMEN
CONSUELO PEREZ LUJAN, Tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora, ha sido
estudiada cientificamente y determinada como Eucalypitus globulus L. v de acuerdo
al Sistema de Clasificacidén de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantas
Divisidn: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceas
Género: Eucalvplus

Ezpecie: Eucalyptus globulus L.
Se expide la presente certificacién a solicitud de los interezados para los fines que

estime conveniente.

Lima, 22 junio del 2022

—— -
—— ™

Blgo. Hamilton Beltran

wstvar Moy Beitren Soviiper
¥ ks - Boddaico

i EE e
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Anexo 8. Metabolitos secundarios encontrados en el aceite esencial de
Eucalyptus globulus

Metabolito Porcentaje Metabolito Porcentaje
1,8-Cineol 66.94 Mirceno 0,68
(Eucaliptol)
o-Pineno 11,70 Geraniol 0,52
Aromadendreno 4.06 B-Pineno 0,48
Globulol 3.49 4-Terpineol 0,47
(+)-Leden 2,72 Pulegone 0,33
a —Terpineol 2,60 a-Terpinoleno 0,25
o -Gurjuneno 1.35 1-Felandreno 0,21
Alo- aromadendreno 1.10 y-Terpineno 0,19
Vernidiflorol L1 o -Terpineno 0,09
a-Acetato de 0.90 Tujeno 0,05
terpenenilo
Acetato de geranilo 0,70 Canfeno 0,02
Total 100

Elaborado por: Cabezas M.
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Anexo 9. Principales estructuras de los metabolitos secundarios
encontrados en el aceite esencial de Eucalyptus globulus

1) 1,8- Cineol (eucaliptol)
2) Alfa-pineno

3) Aromadendreno

4) Globulol

5) Alfa-Terpineol

6) Alfa-Gurjunene
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Anexo 10. Fotografias que muestran la ejecucion de la investigacién

Figura 2. Obtencién de la muestra vegetal de la zona de cultivo.

#% GPS Mo

[Comera Lit

Carr. Miracosta - Tocmoche, 06675, Pery

Latitude Longitude
-6.399878659285605°  -79.30114651098847°

Local 08:54:57 a. m. Altitude 2648 meters
GMT 01:54:57 p. m. jueves, 05-05-2022

Carr. Miracosta - Tocmoche, 06675, Per(

Latitude Longitude

-6.399721666239202°  -79.3008672259748°

Altitude 2




Figura 3. Aplicacion de criterios de inclusién y exclusion en la muestra
vegetal
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Figura 4. Lavado de las hojas de eucalipto

51



52



Figura 6. Prueba de solubilidad y estudio fitoquimico
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Figura 7. Dilucién del aceite de eucalipto a las concentraciones 50%, 75%
y 100%.
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Figura 8. Activacion de la cepa de Candida albicans

Figura 9. Preparacioén del cultivo microbioldgico
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Figura 10. Sembrado del cultivo microbiolégico
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Figura 11. Preparacion de pozos en agar

Figura. 12 Aplicacion del aceite en placas con cepa
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