FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

“EFECTO ANTIMICOTICO in vitro DEL EXTRACTO
ETANOLICO DEL EPICARPIO DE Citrus paradisi
(POMELO) FRENTE Candida albicans ATCC 10231”

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE QUIMICO
FARMACEUTICO

AUTOR

Bach. ESPINOZA JARA EDITH GELICA
https://orcid.org/0009-0003-3251-8947

Bach. CIEZA NUNEZ DAINE
https://orcid.org/0009-0000-6093-8082
ASESOR:

Mg. TOVAR TICSE ROSMERY DIONICIA

https://orcid.org/0000-0001-9520-5372
LIMA — PERU
2023



DECLARACION JURADA DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD

Yo, Espinoza Jara, Edith Gelica, con DNI 40013765 en mi condicidn de autora de la tesis presentada

para optar el TITULO PROFESIONAL de Quimico Farmacéutico de titulo “EFECTO ANTIMICOTICO

in vitro DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL EPICARPIO DE Citrus paradisi (POMELO) FRENTE Candida
albicans ATCC 10231”, AUTORIZO a la Universidad Maria Auxiliadora (UMA) para publicar de
manera indefinida en el repositorio institucional, el archivo digital que estoy entregando, en
cumplimiento a la Ley N°30035 que regula el Repositorio Nacional de Ciencia, Tecnologia e

Innovacion de acceso abierto y su respectivo Reglamento.

Indicar que dicho documento es ORIGINAL con un porcentaje de similitud 16 % y, que se han
respetado los derechos de autor en la elaboracién del mismo. Ademas, recalcar que se esta
entregado la versidn final del documento sustentado y aprobado por el jurado evaluador.

Conforme a lo indicado firmo el presente documento dando conformidad a lo expuesto.

Lima, 26, de enero 2024.

Z o
(Nombre y Firma) (Nombre y Firma)
Firma del Autor: Espinoza Jara, Edith Gelica Firma del Asesor: Tovar Ticse, Rosmery Dionicia

Apellidos y Nombres

DNI

Grado o titulo profesional

Titulo del trabajo de Investigacién
Porcentaje de similitud

vk wnNn e



DECLARACION JURADA DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD

Yo, DAINE CIEZA NUNEZ, con DNI 71965773 en mi condicién de autora de la tesis presentada para
optar el TITULO PROFESIONAL de Quimico Farmacéutico de titulo “EFECTO ANTIMICOTICO in vitro

DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL EPICARPIO DE Citrus paradisi (POMELO) FRENTE Candida albicans
ATCC 10231”, AUTORIZO a la Universidad Maria Auxiliadora (UMA) para publicar de manera
indefinida en el repositorio institucional, el archivo digital que estoy entregando, en cumplimiento
a la Ley N°30035 que regula el Repositorio Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de acceso

abierto y su respectivo Reglamento.

Indicar que dicho documento es ORIGINAL con un porcentaje de similitud 16 % y, que se han
respetado los derechos de autor en la elaboracién del mismo. Ademas, recalcar que se estd
entregado la versidn final del documento sustentado y aprobado por el jurado evaluador.

Conforme a lo indicado firmo el presente documento dando conformidad a lo expuesto.

Lima, 26, de enero 2024.

Sl

(Nombre y Firma) (Nombre y Firma)

Firma del Autor: Daine Cieza Nufiez Firma del Asesor: Tovar Ticse, Rosmery Dionicia

Apellidos y Nombres

DNI

Grado o titulo profesional

Titulo del trabajo de Investigacién
Porcentaje de similitud

vk wh e



INFORME ORIGINALIDAD = TURNITIN

EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO
DEL EPICARPIO DE Citrus paradisi (POMELO) FRENTE Candida
albicans ATCC 10231

INFORME DE ORIGINALIDAD

16 17 5x Ay,

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

- repositorio.uma.edu.pe 1 6
Fuente de Internet %
hdl.handle.net 1
Fuente de Internet %
Excluir citas Activo Excluir coincidenclas 1%

Exclulr bibllografia Activo



DEDICATORIA

Manifiesto mi sincero agradecimiento por la direccion que arroja luz en mi sendero
en cada paso de mi vida diaria. Valorizo y reconozco la salvaguardia que he
experimentado y las bendiciones de bienestar que han sido otorgadas a mis
queridos padres. El respaldo inquebrantable que siempre encuentro en ellos es un
tesoro invaluable que aprecio enormemente. Me considero realmente afortunada

por contar con su constante amor y apoyo en mi vida.

Bach. Espinoza Jara, Edith Gelica

Mi fe en Dios ilumina mi camino en cada paso que doy, manifestando mi
agradecimiento por su continua orientacion. Asimismo, deseo expresar mi gratitud
por cuidar y asegurar el bienestar de mis amados padres, quienes siempre estan
ahi para apoyarme sin condiciones en cualquier circunstancia. El carifio y el
respaldo que me brindan son inestimables, y me siento afortunada de contar con

Su presencia en mi vida.

Bach. Cieza Nuiez, Daine



AGRADECIMIENTO

Queremos expresar nuestra mas sincera gratitud a la Universidad Maria Auxiliadora
por brindarnos la educacién académica necesaria que ha contribuido a nuestro

crecimiento profesional y al logro de nuestras metas previamente establecidas.

Asimismo, deseamos agradecer a nuestros padres, familiares y colegas por su

apoyo constante a lo largo de todo el proceso de investigacion.

Ademas, extendemos nuestro agradecimiento a nuestra tutora, la Magister Tovar
Ticse, Rosmery, por su dedicacion incansable y paciencia en cada fase de este

proyecto de investigacion.



INDICE GENERAL

RESUMEN ..ottt e e e e e e e e e st e e e e e e e e e s nnnbbreeeeeeees viii
N 1 X I ¥ O IX
I, INTRODUGCCION ....ouiiiiiiiiiciieieteieeieie ettt nene e e eseneseenes 1
. MATERIALES Y METODOS .......cooiiiieieeieeteete e ee ettt 7
[I.1. Enfoque y disefio de la investigacion .............ccoovvvuuiiiiiiieeeeeeeecee e, 7
[1.2. Poblacion, muestra y MUESIIEO............uuuiiiii e 7
[1.3. Variables de iNVeSHIgacCiON ..............oeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 8
[1.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos..............cccceeeeeeeeennnns 8
[1.5. Plan metodoldgico para la recoleccion de datos..........occcevvvvvvvviiiiieeeeeeeeenn, 8
[1.6. Procesamiento del andlisis estadiStiCo .............eeevveeeriiiiiiiiiiiieee e 11
[1.7. ASPECLOS ELICOS ... uuutiieiiieeeee ettt e e e et e e e e e e e e st e e e e e e e e s nnnneeees 11
[, RESULTADOS. ... .ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnssbbraaeeeeens 12
IV, DISCUSION ...ttt ettt e et s 17
[V.1. DiSCUSION de reSUAdOS. ........uuuuruerriiiiniiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeranenennnnannnane 17
LAY @ o] g od U] o] T3S 20
(AVZRC I S T=ToTo] 4[] 0 o F= Tox o] 1= 21
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oveiieceeceeceeeeeeee e 22
ANEXOS ..ot e et e e e e e e n e raaaaeaaaan 26
ANEXO A. Instrumentos de recoleccion de datoS...........ceevvvvvvveveeiieiiveeeeeeeeeeeenn, 26
ANEXO B. Matriz de CONSISIENCIA .......ceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 29
ANEXO C. Operacionalizacion de las variables ............ccccccoviiiiii i 30
ANEXO D. Certificado TaXONOMICO..........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeee e eee e e eeeeeeees 31
ANEXO E. Informe de analisis de laboratorio...............cceevvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 32
ANEXO F. Certificado de Agar dextrosa sabouraud ..............ccccoeeeeieiiiiiiiienneeennn. 33
ANEXO G. Certificado de analisis de Candida albicans ATCC 10231................. 35
ANEXO H. Evidencias fOtOgrafiCas .............cuuuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 38
ANEXO I. Porcentaje de rendimi€nto ............couvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 48
ANEXO J. Constancia de recoleccion de la muestra .........cccccvvvvvveeveiiiieieeeeeeeennn. 49



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Andlisis de solubilidad .............ccoovviiiiiiiiiiiiee e 12
Tabla 2. Contrastacion de hipétesis general ............cccooveiieiiiiiiiiiciie e, 12
Tabla 3. Andlisis descriptivos estadisticos de los resultados obtenidos en la prueba
microbioldgica de la variedad fungica Candida albicans ATCC 10231 ................ 13
Tabla 4. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de Citrus paradisi (pomelo) 14
Tabla 5. Pruebas de ANOVA de los halos obtenidos frente Candida albicans ATCC

10 122 31 PSSR 15
Tabla 6. Comparaciones multiples por TUKEY ..........ooocuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 15
Tabla 7. Subconjuntos frente Candida albicans ..............ccccvvvviiiiiiii e, 16
Tabla 8. Ensayo microbiolOgiCO. ............uuiiiiiieiiiiieee e 26
Tabla 9. Marcha fitoquimica del extracto etanoilico .............ccccvvveeiiieieeeeeeiiiinn. 27
Tabla 10. Ensayo de Solubilidad.............cccccoiiiiiiiiiiiee 28



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Recoleccion de [a MUESTIA ..........oooiiuiiiiiiieeeeeeeieee e 38
Figura 2. Muestra de tipo Citrus paradisi (POmMel0).............uvveiiiiiieiiiiiiiciiee e, 39
Figura 3. Separado d€ CASCANA ..........ciiieeeeieiieiiiieie e eee e e e e e e e e e e e e 39
Figura 4. Lavado del frULO ...........uueiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
Figura 5. Procedimiento de secado de la MUeStra .............uuueveeieimeiiiiiiiiiiiiiiiiienns 40
Figura 6. Procedimiento de molienda de la muestra...........ccccoovveeeiveiiiiiiiiineeeeeenn, 40
Figura 7. Preparacion del macerado del extracto etanolico ............cccccvvvvveeeeennn. 40
Figura 8. Procedimiento de filtracion del macerado del extracto etandlico........... 41
Figura 9. ObtenciOn de eXtracCto SECO..........oiiuuriiiiiieee et e e 41
Figura 10. Afadiendo extracto seco al tubo de ensayo para prueba de solubilidad
............................................................................................................................. 42
Figura 11. Resultado de prueba de solubilidad ................cccccviiiiiiiiiiiiiiiis 42
Figura 12. Adicidn de extracto a los tubos de ensayo..........ccceeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeennn. 43
Figura 13. Resultado de la marcha fitoquimica ...........cccccvvviiiiiiii i, 43
Figura 14. Pesando del AQar............oiiii i 44
Figura 15. Autoclave para el uso en la prueba microbiolégica............ccccuvvveeeeennn. 44
Figura 16. Agar Saboraud DEeXITOS@.........uuuuuuuuuuuureriiiiiiiiiiiiiiiiieieiiieieeeeneeeeeeeaneeaaes 44
Figura 17. Placas preparadas ..........cccoooeeeiiiieeiiiiiie e 45
Figura 18. Cepa bioldgica de tipo: Candida albicans ATCC 10231...........c.......... 45
Figura 19. Comparacion de turbidez mediante el reactivo de Mc. Farland .......... 45
Figura 20. Rotulado de Placas............uuuuuuiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
Figura 21. Sembrado de la cepa bioldgicas en las placas ............ccccevvvvveenenennn. 46
Figura 22. Efectuando pozos en agar con ayuda de un sacabocado................... 46
Figura 23. Preparacion de diSCOS........cuuiiaiiiiiiiiiieiiee e e a7
Figura 24. INCubacion de PIacCas. ........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeee s a7
Figura 25. Lectura de resultados............ooiiiiiiiiiiiiiiis e 47

Vi


file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817049
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817050
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817051
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817052
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817053
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817054
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817055
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817056
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817057
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817058
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817058
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817059
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817060
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817061
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817062
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817063
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817064
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817065
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817066
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817067
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817068
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817069
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817070
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817071
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817072
file:///C:/Users/casa/Downloads/TESIS%20UMA%20-%20ESPINOZA%20%20CIEZA%20-%20POMELO%20-%2014-11-23%20FINAL.docx%23_Toc150817073

RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico del
epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) frente cepas de Candida albicans ATCC
10231.

Materiales y métodos: cuantitativo, experimental; poblacion: 20 Kg de Citrus
paradisi; muestra de 5 kg de epicarpio de Citrus paradisi; por otro lado, se empleo
10 placas Petri inoculadas con Candida albicans ATCC 10231. Ademas, se empled
la marcha fitoquimica, difusion en agar en pozos, compuesta por conjuntos al 30%,

50% y 90% contra a Fluconazol.

Resultados: Las medias en concentraciones del 30%, 50% y 90% del extracto
etandlico del epicarpio de pomelo frente Candida albicans fueron mas bajos que los
registrados por el Fluconazol. La prueba de ANOVA manifesté (p<0,05) en
comparacion con el conjunto de control. Ademas, se identifico la presencia de
antraquinonas, compuestos fendlicos, lactonas a, -insaturadas, taninos,

antocianinas y alcaloides.

Conclusion: El extracto etanodlico del epicarpio de Citrus paradisi (pomelo)

presento efecto antimicético al 50% y 90% frente Candida albicans ATCC 10231.

Palabras clave: Efecto antimicoético, Citrus paradisi, Candida albicans
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ABSTRACT

Objective: Determine the in vitro antifungal effect of the ethanolic extract of the
epicarp of Citrus paradisi (Grapefruit) against strains of Candida albicans ATCC
10231.

Materials and methods: quantitative, experimental; population: 20 Kg of Citrus
paradisi; 5 kg sample of Citrus paradisi epicarp; On the other hand, 10 Petri plates
inoculated with Candida albicans ATCC 10231 were used. In addition, the
phytochemical march was used, diffusion in agar in wells, consisting of groups at
30%, 50% and 90% against Fluconazole.

Results: The average diameters at concentrations of 30%, 50% and 90% of the
ethanolic extract of grapefruit epicarp against Candida albicans were lower than
those recorded by Fluconazole. The ANOVA test showed (p<0.05) compared to the
control set. Additionally, the presence of anthraquinones, phenolic compounds, q,
B-unsaturated lactones, tannins, anthocyanins, reducing sugars, flavonoids and

alkaloids was identified.

Conclusion: The ethanolic extract of the epicarp of Citrus paradisi (grapefruit)
presented 50% and 90% antifungal effect against Candida albicans ATCC 10231.

Keywords: Antifungal effect, Citrus paradisi, Candida albicans
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l. INTRODUCCION

Las infecciones por Candida albicans, han mostrado un alarmante aumento de
resistencia a los tratamientos antifungicos, esto ha llevado a un incremento de
procesos fungicas invasivos en pacientes inmunocomprometidos, complicando los
esfuerzos médicos por controlar y erradicar la propagacién de la candidiasis, lo que

representa un serio desafio para la salud publica a nivel global®.

A nivel mundial, la resistencia de Candida albicans a los tratamientos antifingicos
ha alcanzado proporciones alarmantes, segun reportes de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS). Los estudios de la OMS revelan que aproximadamente el 60%
de las infecciones por Candida albicans no responden a los tratamientos

convencionales, lo que ha llevado a un aumento significativo.

En Oceania, los informes de la (OMS) sefialan que la resistencia de Candida
albicans a los tratamientos antifingicos ha experimentado un aumento progresivo
en paises como Australia y Nueva Zelanda, donde se ha registrado una tasa de
resistencia cercana al 40%3. En Asia, la resistencia de Candida albicans a los
tratamientos antifangicos ha aumentado significativamente, segun datos
recopilados por la (OMS). En paises como India, China y Japon, se ha observado
que alrededor del 50% de las infecciones por Candida albicans presentan
resistencia a los medicamentos antifiingicos utilizados con mayor frecuencia®. En
Africa, los estudios realizados por la (OMS) indican que la resistencia de Candida
albicans a los antifangicos ha alcanzado niveles preocupantes, con tasas de
resistencia que oscilan entre el 30% y el 70% en paises como Sudafrica, Nigeria y
Etiopia®>. En Europa, la resistencia de Candida albicans se ha vuelto una
preocupacion creciente, de acuerdo con informes de la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA). Se estima que entre el 40% y el 60% de las infecciones por
Candida albicans en paises como Espafa, Italia y Grecia muestran resistencia a
los tratamientos antifingicos disponibles®. En América, la resistencia de Candida
albicans a los tratamientos antifiUngicos ha alcanzado cifras preocupantes segun
investigaciones de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS). Se estima
gue alrededor del 50% de las infecciones por este hongo en paises como Estados
Unidos, Brasil y México no responden adecuadamente a los tratamientos

convencionales’:8.



En Perd, un estudio realizado por el Ministerio de Salud reveld que
aproximadamente el 45% de las infecciones micéticas presentan resistencia a los
medicamentos antifingicos mas cominmente utilizados®. Ademas, la onicomicosis
pedis constituye un asunto importante en el ambito de la salud publica. Esta
enfermedad afecta principalmente a los hombres, representando el 50% de los
casos, y compromete el lecho ungueal. Los agentes etiolégicos con mayor
prevalencia en esta condicion son C. albicans, responsables de un 40.4% de los
casos'®. Por otra parte, existen investigaciones que sefialan que la candidiasis
vulvovaginitis (CVV) sera una realidad para las mujeres en la region. Se estima que
el 75% de ellas experimentaran esta infeccion al menos una vez en su vida.
Ademas, cerca del 50% tendran varios episodios, y entre un 4% y un 10% sufrirdn
de CVV de manera recurrentell.

La Candida albicans, un hongo oportunista, encuentra terreno propicio en el Pera
debido a diversas causas. El uso indiscriminado de antibiéticos altera la flora normal
del cuerpo, permitiendo el crecimiento excesivo del hongo. La inmunosupresion,
presente en pacientes con VIH/SIDA o sometidos a tratamientos de quimioterapia,
aumenta su vulnerabilidad a infecciones micéticas. La diabetes no controlada, con
altos niveles de glucosa, favorece su proliferacion, especialmente en mucosas y
pliegues cutaneos. Ademas, los ambientes calidos y hUumedos comunes en algunas

regiones del pais proporcionan condiciones idéneas para su propagacion?.

La presencia de Candida albicans en el Per( acarrea diversas consecuencias en la
salud publica. Las infecciones cutaneas, como dermatitis afectan a individuos con
sobrepeso. Las infecciones genitales, como la candidiasis vaginal o balanitis, son
comunes en hombres y mujeres. La candidiasis bucal afecta principalmente a
bebés, personas con prétesis dental y aquellos con sistemas inmunitarios
debilitados. En casos graves, la candidiasis sistémica puede diseminarse por el
torrente sanguineo, afectando érganos internos y representando un riesgo de vida.
Estas consecuencias ponen de manifiesto la importancia de una atencion médica
oportuna y el uso adecuado de medicamentos antifUngicos para controlar la

propagacion de la Candida albicans en el pais?.

Asi, encontrar sustancias antimicéticas eficaces con métodos de accion

particulares es una meta significativa para los cientificos en el campo de la



alimentacion. Citrus paradisi (pomelo) ha generado interés por sus aplicaciones
contra Candida albicans, sobre todo en cuanto a las caracteristicas de su epicarpio.
Por esta razon, se sugiere investigar de manera completa el potencial
fitoterapéutico del epicarpio del Citrus Paradisi (pomelo) como una opcion que no

fomente la resistencia a los hongos.
Para ello se formula la siguiente pregunta:

¢ Cudl es el efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico del epicarpio de Citrus

paradisi (Pomelo) frente cepas de Candida albicans ATCC 102317
Asimismo, genera las, siguientes subpreguntas:

e (Qué tipo de metabolitos secundarios responsables del efecto antimicético in
vitro pose el extracto etanodlico del epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo)?

e (Tiene efecto antimicético in vitro el extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi (Pomelo) a concentraciones del 30%, 50% y 90% frente cepas de
Candida albicans ATCC 102317

e ¢ Cual es el efecto antimicaético in vitro del extracto etandlico del epicarpio de
Citrus paradisi (Pomelo) con fluconazol frente cepas de Candida albicans ATCC
102317

Candida albicans es una especie de hongo unicelular que pertenece al grupo de
las levaduras. Es el agente causal mas comun de las infecciones por candidiasis
en seres humanos. Esta levadura es parte de la flora normal de la piel, la boca, los
intestinos y la vagina en la mayoria de las personas, sin causar problemas. Sin
embargo, bajo ciertas condiciones, puede multiplicarse rapidamente y causar
infecciones. Las infecciones pueden variar desde condiciones leves, como la
candidiasis oral, hasta infecciones sistémicas potencialmente mortales. La
patogenicidad de este organismo se relaciona con su capacidad para cambiar de

forma morfolégica, desde una forma de levadura hasta una forma filamentosa??.

Citrus paradisi, 0 pomelo, es un citrico que presenta un tallo lefioso y flores blancas.
Su composicion fitoquimica incluye compuestos como flavonoides y terpenos.

Particularmente, el epicarpio (parte externa del fruto) ha sido estudiado por su
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propiedad antimicética, ya que contiene sustancias como el limoneno y la naringina
qgue inhiben el crecimiento de hongos patdégenos. Esta actividad antimicética podria
ser util en el desarrollo de nuevos tratamientos contra infecciones flngicas y
representa una area importante de investigacion en la interaccion planta-

patégeno®s,

Trejo 1. (2021) su objetivo fue evaluar la accion antimicoética de extractos vegetales
Elettaria cardamomum y Citrus paradisi contra Candida albicans ATCC 90029. Para
ello emplearon la técnica de maceracion en frio. Obteniendo que el extracto de
1.64g. de Citrus paradisi, respondi6 de manera positiva a las pruebas que
identifican a esteroles, triterpenos, flavonoides, quinonas, taninos, carbohidratos,

alcaloides?!4.

Martinez D, et al. (2021) su objetivo principal fue analizar la accion antifungica del
Pomelo y C. nocturnum contra Geotrichum spp y Aspergillus niger. Para ello
emplearon el método de Agar en discos. Obteniendo que no existio accién
antifingica el extracto de Citrus x paradisi (Pomelo)®.

Liu Y, et al. (2021) su objetivo fue evaluar la accion antifiungica en extractos de
cascara de citricos preparados con solventes de calidad alimentaria (agua caliente
o etanol). Obteniendo que los extractos etandlicos de cascara de mandarina (Citrus
reticulata) inhibieron el crecimiento micelial de A. flavus (39,60%) con mayor
eficacia que los de naranja (32,31%) y limén (13,51%)?°.

Soledad S. (2018) su objetivo principal fue analizar la accién antifiungica del extracto
etandlico del pomelo sobre Candida albicans. Para ello emplearon el método de
agar en discos. Obteniendo que al 75% el extracto presenté 16.75 mm y al 100%
alcanzo 20 mm frente Candida albicans ATCC 10231/,

Vilchez R. y Alayo J. (2022) su objetivo fue analizar la accion fungicida in vitro del
aceite esencial de Citrus paradisi Macfad (toronja) frente Aspergillus niger.
Emplearon el método de agar en discos. Obteniendo que la concentracion al 100%

present6 accién antiflingica, asi como una diferencia estadistica con p<0,0518.

Sesa |. y Torres L. (2021) su objetivo fue evaluar la accion fungicida del aceite

esencial de la mandarina y naranja tangelo sobre Candida albicans in vitro. Para



ello emplearon el método de Kirby Bauer. Obteniendo que Citrus sinensis al 100%
fue (14.5mm + 0.34) y al 50% (8.39mm + 0.31)*°.

Se justifica teéricamente debido a que amplié el conocimiento etnofarmacoldgico
del epicarpio de Citrus Paradisi (pomelo), enfatizando los beneficios terapéuticos
del epicarpio debido a la poca de informacién existente sobre sus propiedades
farmacoldgicas. Asi mismo pudo contribuir a la medicina natural y ser una fuente
importante de nuevos medicamentos para tratar infecciones fungicas, lo que
permitiria a los pacientes tener mas opciones de tratamiento. Dado que la planta es
de facil acceso para la poblacion, podria utilizarse como una alternativa terapéutica

para tratar infecciones fangicas.

La justificacion practica residio en incentivar a otros estudiantes de la especialidad
de farmacia y bioquimica para explorar este elemento natural y descubrir nuevas
moléculas con capacidad antimicética que permitan sintetizar nuevos

medicamentos antibibticos.

La justificacion metodoldgica evidencid que las técnicas utilizadas en el proyecto
fueron rigurosamente validadas y empleadas para demostrar la fiabilidad y

seguridad de los resultados obtenidos.
El objetivo general:

Determinar el efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico del epicarpio de
Citrus paradisi (Pomelo) frente cepas de Candida albicans ATCC 10231

Los objetivos secundarios:

e Identificar los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) responsables del efecto

antimicético in vitro

e Determinar el efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico del epicarpio de
Citrus paradisi (Pomelo) a concentraciones del 30%, 50% y 90% frente cepas
de Candida albicans ATCC 10231



e Comparar el efecto antimicético in vitro del extracto etandlico del epicarpio de
Citrus paradisi (Pomelo) con fluconazol frente cepas de Candida albicans ATCC
10231

La hipotesis general del estudio sera la siguiente:

El extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) presenta efecto

antimicético in vitro frente cepas de Candida albicans ATCC 10231.

e El extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) posee metabolitos

secundarios responsables del efecto antimicoético in vitro.

e EIl extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) tiene efecto
antimicoético in vitro a concentraciones del 30%, 50% y 90% frente cepas de
Candida albicans ATCC 10231.

e EIl efecto antimicético del extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi
(Pomelo) es significativamente mayor comparado con fluconazol frente cepas de
Candida albicans ATCC 10231.



.  MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoque y disefio de la investigacion

Enfoque: cuantitativo, porque implica realizar mediciones para identificar patrones,

formular hipétesis nuevas y generar teorias en relaciéon al tema de investigacion?.

Disefio: Experimental, ya que se manipuld la variable independiente para observar

su efecto en la variable dependiente?!.

Nivel: Explicativo, debido a que el objetivo de este estudio fue examinar y

comprender la relacion causal entre las variables y eventos analizados?2,

Corte: Transversal, porque la recoleccion de datos se realizé en un anico

momento?3.

[1.2. Poblacién, muestray muestreo

Poblacion vegetal de 20 kilogramos en una hectarea de cultivo de "Citrus paradisi”

(Pomelo), del departamento de Lima, provincia de Huaral y distrito de Huaral.
La poblacién biolégica fue cepas de Candida albicans ATCC 10231.

Muestra vegetal fue 5 kg de epicarpio de “Citrus paradisi”.

Muestra microbioldgica fue 10 placas petri con Candida albicans ATCC 10231.

El proceso de muestreo de la muestra fue de forma no probabilistica por intencion

debido a que se consideraron criterios de inclusion y exclusion?.

Criterios de inclusién:
e Cultivos en plena madurez sin manifestaciones de degradacion, patologias
o infestaciones.

e Pomelo que pertenece al fundo Alan Smith en Huaral

Criterios de exclusion:

e Semillas de Citrus paradisi.

e Mesocarpio de Citrus paradisi.



[1.3. Variables de investigacion

Variable Independiente: Extracto etanodlico del epicarpio de Citrus paradisi

(Pomelo)

Definicién conceptual: Extracto obtenida de la maceracion etanodlico del

epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo)*3.

Definicién operacional: Técnica de maceracion del epicarpio de Citrus paradisi

(Pomelo).

Variable dependiente: Efecto antimicotico in vitro frente cepas de Candida
albicans ATCC 10231

Definicion conceptual: El efecto antimicotico es la propiedad biolégica que

permite inhibir el crecimiento de la Candida albicans?!?.

Definicién operacional: Se evalué mediante la medicién del halo de inhibicion

en las cepas fungicas de Candida albicans ATCC 10231.

II.4. Técnicas e instrumentos para larecoleccion de datos

Fue la observacion. Ademas, se realiz6 la marcha fitoquimica y en base al analisis
microbiolégico se us6 la técnica de método por difusién en agar - Kirby-Bauer?.

El instrumento fue la ficha de observacion, la cual se utilizé con el propdsito de
recolectar la informacion referente a los andlisis respectivos?.

II.5. Plan metodolégico para larecoleccion de datos

[1.5.1. Recoleccién y reconocimiento de la muestra vegetal:

Tuvo lugar en Huaral luego, se conservo en un envase de poliestireno expandido
en el transcurso de su traslado a Lima para el analisis correspondiente.

[1.5.2. Preparacion de la muestra vegetal

a La identificacion de la especie fue llevada a cabo por un bidlogo taxbnomo
especialista el cual proporcion6 un certificado confirmatorio de la especie Citrus

Paradisi (pomelo).



[1.5.3. Preparacion del extracto

Para llevar a cabo la extraccion del epicarpio de "Citrus Paradisi (pomelo)”, se
preciso de un envase de color ambar con capacidad de 1 litro y alcohol etilico al 96
%, que fungié como solvente para extraer los compuestos primarios y secundarios.
El método a aplicar fue la maceracion en movimiento durante un lapso de 5 dias.
Al finalizar la maceracion, se procedio6 a filtrar el extracto y se sometié a un proceso
de evaporacion en una estufa a una temperatura de 40°C a lo largo de 48 horas,
con el objetivo de adquirir el extracto en su estado crudo o deshidratado para las

proximas evaluaciones.
[1.5.4. Porcentaje de rendimiento

Fue utilizada la férmula con el fin de determinar el porcentaje de rendimiento?®

.
%NE=—x100
Pi

Donde:

= %E = Porcentaje de rendimiento
= Pf=Peso final (Extracto seco obtenido)

=  Pi=Peso inicial (Muestra molida)

11.5.5. Prueba de solubilidad

Con el propdsito de realizar este experimento, se requirié 0,5 gramos del extracto
en forma seca y 1 mililitro de los proximos solventes organicos, alcohdlicos y

polares como el agua?’.

[1.5.6. Marcha fitogquimica del extracto

Se utilizé la técnica de Olga Lock para realizar un tamizaje fitoquimico preliminar.
Se empled diferentes reactivos en 14 tubos de ensayo, cada uno con 1 mL del
extracto fluido. Los reactivos incluyen Fehling A y B, Benedict, NaOH 10%, Cloruro
férrico, Gelatina-sal, Gelatina, Wagner, Dragendorff, Shinoda, Baljet, Borntrager,
Liebermann-Burchard y Mayer. Ademas, se utilizd los indices Afro simétrico y de

espuma para la deteccién de saponinas 22



[1.5.7. Anélisis Antimicético

Activacion de las cepas Candida albicans ATCC 10231: Este procedimiento fue
realizado empleando Kwik-stik, la técnica implicé ejercer presion sobre la ampolla
localizada en la parte alta del recipiente y posibilitar que el fluido humectante se
desplace en direccion a la porcion mas baja. Tras completar este procedimiento, se
obtuvo una muestra de la solucion resultante y se transfirio al agar

correspondiente?®.

Preparacion de inoculo: Se mezcl6 al instante la variante y se ajusto su turbidez
utilizando la escala McFarland 0,5, correspondiente a una concentracion de (1,5 x
108 UFC/mL)

Procedimiento: Se midié 13 gramos de caldo deshidratado de papa con dextrosa
y se disolvido posteriormente en 200 mililitros de agua destilada. La solucién
obtenida se colocé en un frasco de vidrio transparente y se someti6 a esterilizacion
en una autoclave a 121°C durante un lapso de 15 minutos, tal como lo recomienda
el fabricante. Una vez que el caldo estuvo esterilizado, se transfirio al interior de un

tubo de ensayo una vez que se haya enfriado adecuadamente,

Las cepas de Candida albicans ATCC 10232 fueron rehidratadas y cultivadas en
agar Sabouraud. Después de 72 horas de incubacion, se tomd una colonia
utilizando un asa de siembra calibrada de 10 microlitros, la cual se deposit6 en el
caldo de papa dextrosa previamente preparado. La mezcla se homogeneizé
utilizando el mismo instrumento. La suspension de la cepa en el caldo se mantuvo
en incubacién a 30°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, el caldo mostré

una turbidez evidente, indicando el crecimiento del hongo.

Para evaluar la turbidez, se ajusté visualmente al estandar previamente preparado
(0.5 McFarland) utilizando una solucion salina (NaCl al 0.9%). Para hacer la
comparacion, se observo los tubos en contraste con un fondo blanco con lineas
negras para maximizar la claridad. El objetivo es asegurar que la suspension
preparada contenga aproximadamente de 1 a 2 x 10"8 unidades formadoras de

colonias por mililitro de la cepa Candida albicans.
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Preparacion de los pozos: fueron elaborados utilizando un sacabocado de acero
inoxidable con un didmetro de 6 mm. se afiadieron con las sustancias siguientes

para llevar a cabo la técnica de Difusion en agar.

» Citrus Paradisi (pomelo) al 30 %
» Citrus Paradisi (pomelo) al 50 %
» Citrus Paradisi (pomelo) al 90 %
» Discos de fluconazol

» Discos embebidos con etanol

Después se llevd a cabo la incubacion de todas las placas, en el horno a 37°C
durante un periodo 24 a 48 horas. Al finalizar, se analizaron los resultados utilizando

la "Escala de Duraffourd”

I1.6. Procesamiento del analisis estadistico

Se llevo a cabo la recoleccion de informacion utilizando una ficha de observacion
que fue integrada posteriormente en la plataforma de documentos en SPSS version
27. Se empled métodos estadisticos para analizar los datos, incluyendo frecuencias
absolutas, frecuencias relativas y medidas de tendencia central. Ademas, se utilizé
herramientas estadisticas inferenciales como ANOVA vy el test de Tukey para

realizar un andlisis mas profundo de los resultados obtenidos®.

I1.7. Aspectos éticos

Durante el transcurso de la investigacion, se realizé la manipulacién correcta de la
cepa fangica y los equipos de laboratorio requeridos. Asimismo, se implementaron
acciones para prevenir la contaminacion ambiental, asegurando la apropiada

gestion y eliminacién de los productos bioldégicos empleados?®?.

11



.  RESULTADOS

I11.1. Prueba de solubilidad

Tabla 1. Anélisis de solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N°1 Eter de petréleo -
N° 2 Diclorometano -
N° 3 Cloroformo -

N° 4 Butanol -
N°5 Etanol 96 +++
N° 6 Etanol 70 ++
N° 7 Metanol ++
N° 8 Agua destilada +

La mayor solubilidad (+++) se identificé en el solvente etanol 96; le sigue el etanol

70 y metanol con mediana solubilidad (++); y poca solubilidad (+) en agua destilada.

[11.2. Contrastacion de hipdétesis general

Hipotesis estadistica

HO: El extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) no presenta

efecto antimicaético in vitro frente cepas de Candida albicans ATCC 10231.

Tabla 2. Contrastacion de hipotesis general

Diametros de inhibicién en mm

Microorganismo

Etanol 30% 50% 90% Fluconazol
6 7.64 8.14 9.33 24.48
6 7.60 8.19 9.35 24.45
6 7.62 8.12 9.37 24.50
6 7.68 8.10 9.34 24.47
Candida albicans 6 7.64 8.18 9.36 24.48
ATCC 10231 6 7.59 8.11 9.35 24.45
6 7.60 8.11 9.34 24.46
6 7.63 8.19 9.33 24.43
6 7.62 8.16 9.35 24.49
6 7.65 8.14 9.36 24.46
Media 6 7.62 8.14 9.35 24.47
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Se realizaron evaluaciones estadisticas para analizar la hipétesis propuesta. Los
resultados indicaron que los valores obtenidos en cada grupo de estudio se
encontraban dentro de los limites de confianza establecidos. De igual manera en la
tabla 2 y 3 se evidencia los resultados de los halos de inhibicion del andlisis

microbiolégico.

Se pudo observar que para Candida albicans ATCC 10231, el etanol no present6
halos de inhibiciébn con una media de 6.00 y una desviacidon estandar de 0.00000,
que corresponde al didmetro del pozo de 6.00 mm.

Tabla 3. Andlisis descriptivos estadisticos de los resultados obtenidos en la

prueba microbioldgica de la variedad fungica Candida albicans ATCC 10231

95% de intervalo de confianza para la media

Desviacion Error Limite Limite
N Media estandar estandar inferior superior

Etanol 10 6,0000 0,00000 0,00000 6,0000 6,0000

Candida
Ext. 30% 10 7,6270 0,02710 0,00857 7,6076 7,6464

albicans
ATCC Ext. 50% 10 8,1440 0,03438 0,01087 8,1194 8,1686
10231 Ext. 90% 10 19,3480 0,01317 0,00416  9,3386 9,3574

Fluconazol 10 24,4670 0,02111 0,00667 24,4519 24,4821

Al emplear la escala de Duraffourd, se evidencié que la concentracion del extracto
etandlico del epicarpio de pomelo al 30% mostrd nula sensibilidad con una media
de 7,6270 mm. Por otro lado, las concentraciones del 50% y 90% mostraron baja
sensibilidad antifungica frente Candida albicans ATCC 10231 con una media de
8,1440 y 9,3480 mm, respectivamente. Asi mismo, la cepa se mostré6 sumamente

sensible frente al Fluconazol con una media de 24,4670 mm.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula HO.
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[11.3. Contrastacion de hipotesis especificas
a) Hipotesis Especifica N° 01

HO: El extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) no posee

metabolitos secundarios responsables del efecto antimicaético in vitro.

Tabla 4. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de Citrus paradisi

(pomelo)

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas +++
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fenolicos +++
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides +
N° 4 Dragendorff Alcaloides ++
N° 5 Mayer Alcaloides +
N° 6 Wagner Alcaloides +
N° 7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas +++
N° 8 Gelatina Taninos +++
N° 9 Gelatina-sal Taninos +
N°10 NaOH 10% Antocianinas +++
N° 11 Benedict Azlcares reductores ++
N°12 FehlingAyB Azlcares reductores +++
N° 13 Espuma Saponinas -
N° 14  Shinoda Flavonoides +++

Se llevo a cabo el andlisis fitoquimico siguiendo el protocolo establecido por Olga
Lock para comprobar la hipétesis. Mediante este método, se investigo la presencia
de diversos compuestos secundarios con propiedades antimicéticas en el extracto
etandlico obtenido del epicarpio de pomelo. Se observd la presencia de
antraquinonas, compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas, taninos,
antocianinas, azucares reductores y flavonoides (+++). Ademas se detecto

Alcaloides (++).

Decision: Se rechaza la hipotesis nula HO.
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b) Hipotesis Especifica N° 02

HO: El extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) no tiene efecto
antimicotico in vitro a concentraciones del 30%, 50% y 90% frente cepas de
Candida albicans ATCC 10231.

Tabla 5. Pruebas de ANOVA frente Candida albicans ATCC 10231

ANOVA
Suma de Media E S;
cuadrados cuadratica 9-
. Entre — oog5544 4 571,386  1126747,047 0,000
Candida _ grupos
albicans Dentro
ATCC de 0,023 45 0,001
10231 grupos
Total 2285,567 49

Se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la presencia de
diferencias entre los tratamientos mediante la comparacién de sus promedios. Se
identificé un resultado con un valor de p<0.05, el cual evidencia que hay diferencias
entre los tratamientos aplicados frente Candida albicans ATCC 10231. Con el
propésito de identificar las diferencias significativas entre los distintos grupos, se

llevé a cabo un analisis POST HOC utilizando el procedimiento de Tukey.

Tabla 6. Comparaciones multiples por Tukey

Intervalo de confianza

Diferencia de Desv. . al 95%
W eitipe &) Elze medias (I-J)  Error =) Limite Limite
inferior superior
ETANOL 18,46700° 0,01007 0,000 18,4384 18,4956
30 % 16,84000° 0,01007 0,000 16,8114 16,8686
Fluconazol
50 % 16,32300° 0,01007 0,000 16,2944 16,3516
90 % 15,11900° 0,01007 0,000 15,0904 15,1476
Fluconazol -18,46700" 0,01007 0,000 -18,4956 -18,4384
30 % -1,62700° 0,01007 0,000 -1,6556 -1,5984
ETANOL
50 % -2,14400° 0,01007 0,000 -2,1726 -2,1154
90 % -3,34800" 0,01007 0,000 -3,3766 -3,3194
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Se pudo observar que p<0.05 entre el fluconazol y los grupos experimentales al
30%, 50% y 90%, el cual manifiesta que el fluconazol muestra un efecto inhibidor
significativamente mayor que los experimentales en todas las concentraciones
frente Candida albicans ATCC 10231.

Ademas, se observa que p<0.05 entre etanol y los grupos experimentales, el cual
evidencia que existen diferencias estadisticamente significativas a favor de los

experimentales.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula HO.
c) Hipo6tesis Especifica N° 03

HO: El efecto antimicotico del extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi
(Pomelo) no es significativamente mayor comparado con fluconazol frente cepas
de Candida albicans ATCC 10231.

Tabla 7. Subconjuntos frente Candida albicans

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Grupo N 1 2 3 4 5
Etanol 10 6,0000
30 % 10 7,6270
50 % 10 8,1440
90 % 10 9,3480
Fluconazol 10 24,4670
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se puede apreciar que, para Candida albicans ATCC 10231, las medias de los
diametros de inhibicion varian en funcion de las concentraciones del extracto
etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (pomelo) son menores en relacion con los
logrados por el fluconazol. Esto manifiesta que el agente antimicotico utilizado como
referencia positiva presenta una media de inhibicién mayor (24,4670 mm) que los

grupos de experimentacion.

Decision: Por consiguiente, no se rechaza la hipétesis nula (HO).
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IV. DISCUSION

IV.1. Discusion de resultados

La resistencia a los tratamientos observada en Candida albicans representa un
desafio de alcance global en el ambito de la microbiologia y la salud publica. Este
patégeno fungico ha adquirido la capacidad de resistir terapias convencionales,
como los antifungicos. Dicho fendmeno se encuentra influenciado por diversos
factores, tales como la exposicién prolongada a estos tratamientos y la presion
selectiva generada por su uso indiscriminado. Esta problematica complica la
gestion de infecciones originadas por Candida albicans, presentando un obstaculo

significativo en la lucha global contra las enfermedades infecciosas.

Siguiendo el objetivo general, se observé que el extracto etandlico del epicarpio de
Citrus paradisi (pomelo) presento6 efecto antimic6tico en concentraciones de 50% y
90% frente Candida albicans ATCC 10231 con halos de (8,1440 mmy 9,3480 mm).
Resultados semejantes con el estudio de Soledad S. (2018), quien al evaluar la
accion antifungica del extracto etandlico del pomelo, obtuvo que en
concentraciones del 75% y 100%, estos presentaron halos de (16.75 y 20 mm),
inhibiendo el crecimiento de Candida albicans!’. La similitud en los resultados se
debe al uso del extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (pomelo). Ambos
estudios encontraron efectos antimicéticos comparables en Candida albicans,
explicando la igualdad. Asi mismo guarda relacion con la investigacion de Sesa |.
y Torres L. (2021), quienes al analizar el efecto fungicida de Citrus reticulata,
obtuvieron que en concentraciones del 50% y 100%, evidenciaron accién
antifangica sobre Candida albicans, con halos de (8.39mm + 0.31) y (14.5mm +
0.34) y respectivamente?®. La similitud en los efectos antimicéticos entre Citrus
paradisi de Huaral y Citrus reticulata de Huancayo se debe a las diferencias
geograficas y ambientales entre ambas regiones. Estos factores locales influyen en
la composicion quimica de los extractos, lo que explica la convergencia en la

actividad antifangica observada contra Candida albicans.

Siguiendo el objetivo especifico 1, se realizé la marcha fitoquimica, revelando la
presencia de compuestos fendlicos, antraquinonas, lactonas a, B-insaturadas,

taninos, antocianinas, azlcares reductores, flavonoides y alcaloides El mismo que
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coincide con el estudio de Trejo 1. (2021), quienes al evaluar el tamizaje fitoquimico
de Citrus paradisi identificaron metabolitos secundarios los cuales fueron:
esteroles, triterpenos, flavonoides, quinonas, taninos, carbohidratos, alcaloides?!“.
La similitud en los metabolitos entre el pomelo y la mandarina se debe a la igualdad
de ambas frutas al género Citrus. Aunque son especies diferentes, ellas comparten
una base quimica comun en términos de fitoquimicos presentes en las plantas de
este género, lo que puede explicar la convergencia en los compuestos fitoquimicos

identificados.

Siguiendo el objetivo especifico 2, se identificd que el extracto etandlico de Citrus
paradisi (pomelo), evidencio efecto antimicotico en las concentraciones del 50% y
90% frente Candida albicans ATCC 10231. Guardando similitud con Liu Y, et al.
(2021) los que al analizar la accion antifungica en extractos etandlicos de cascara
de citricos, obtuvo que en concentraciones de 300 a 400 mg ml-1 con Citrus
reticulata, inhibio el crecimiento de A. flavus, siendo este un (39,60%) mayor que
los presentados por Citrus sinensis (32,31%) y Citrus limon (13,51%)%. La similitud
en los efectos antimicoticos entre el extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi (pomelo) y el extracto de Citrus reticulata se atribuye a la eleccion de
concentraciones especificas que demostraron actividad antifingica, sugiriendo la
capacidad de ciertas concentraciones de extractos de cascaras de citricos para
inhibir microorganismos patdgenos. Por otra parte, difiere con Martinez D, et al.
(2021), los que al evaluar la accién antifungica del extracto alcohdlico del pomelo
frente Geotrichum spp y Aspergillus niger, obtuvieron que en concentraciones de
250-750 mg/mL y 100-700 mg/mL, no present6 actividad antifingica evidenciando
nula inhibicion en los halos evaluados!®. La discrepancia entre ambas
investigaciones puede explicarse por disparidades en las cantidades de extractos
y las especies de hongos evaluadas, asi como en las condiciones experimentales.

Estos factores contribuyen a resultados antagénicos en la actividad antimicética.

Siguiendo el objetivo especifico 3, se manifestdé que el promedio de los halos en
concentraciones de 30%, 50% y 90% del extracto etandlico de Citrus paradisi
(pomelo) frente Candida albicans ATCC 10231, fueron menores en relacion a los
logrados por el Fluconazol. El cual exhibié un halo de (24,4670 mm). El mismo que
guarda relacion con Soledad S. (2018), al examinar la accion antimicética del

pomelo, obtuvo que en concentraciones del 75% y 100%, estos presentaron halos
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de (16.75 y 20 mm), inhibiendo el crecimiento de Candida albicans, sin embargo no
fueron superiores al efecto inhibidor de clotrimazol el cual evidencié un halo de
20.25 mm?’. La superioridad del control positivo (fluconazol y clotrimazol) en ambas
investigaciones, en comparacion con los extractos de pomelo, puede deberse a la
eficacia probada de los medicamentos antifUngicos estandar. Los extractos
naturales pueden no ser tan potentes como los farmacos disefiados
especificamente para tratar infecciones por hongos, lo que explicaria por qué los
extractos no superaron el efecto inhibidor de los controles positivos en ambas

investigaciones.

El efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi
(pomelo) puede atribuirse a una combinacion de compuestos bioactivos presentes
en el extracto. EI pomelo es conocido por ser una fuente rica en fitoquimicos,
incluyendo flavonoides, terpenoides y polifenoles, que poseen propiedades
antimicrobianas. Estos componentes bioactivos interfieren con la membrana celular
de Candida albicans, afectar la integridad de la pared celular y modular diversas
vias metabdlicas esenciales para el crecimiento del hongo. Ademas, el extracto
etandlico podria influir en la actividad enzimatica crucial para la supervivencia de
Candida albicans. La presencia de agentes antimic6ticos en el epicarpio de Citrus
paradisi ofrece una perspectiva prometedora para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas contra infecciones fungicas, aprovechando los beneficios

naturales de los compuestos presentes en esta fruta citrica.

Dada su naturaleza y su potencial eficacia, la aplicacion clinica de la cascara de
pomelo como agente antimicético podria ser una opcion prometedora en el
tratamiento de infecciones flngicas, proporcionando una alternativa terapéutica
bien tolerada y potencialmente eficiente en el ambito médico. Sin embargo, se
requieren mas estudios clinicos para validar y establecer las pautas optimas de uso

en entornos terapéuticos especificos.
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IV.2. Conclusiones

e Se concluye que el extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (pomelo)
presentd efecto antimicético in vitro frente cepas de Candida albicans ATCC
10231.

e Los andlisis fitoquimicos desarrollados demostraron la presencia de
antraquinonas, compuestos fendlicos, lactonas a, [B-insaturadas, taninos,

antocianinas, azUcares reductores, flavonoides y alcaloides.

e Las concentraciones del 50% y 90% del extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi (pomelo) presentaron efecto antimicético frente Candida albicans ATCC
10231.

e Se concluye que las medias de los diametros en concentraciones del 30%, 50%
y 90% del extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi (pomelo) fueron

inferiores a los obtenidos por el control positivo fluconazol 24,4670 mm.
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IV.3. Recomendaciones

Se recomienda llevar a cabo analisis cuantitativos a nivel microbiolégico como la

concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida

Se sugiere ampliar la marcha fitoquimica para identificar de manera mas
exhaustiva los compuestos presentes en el extracto etanodlico. Esto podria
proporcionar informacion valiosa sobre los posibles agentes antimicoticos
presentes en Citrus paradisi, lo que contribuiria a la comprension de su

mecanismo de accion.

Es esencial destacar la importancia de continuar investigando las diferentes

propiedades farmacologicas al extracto etandlico del epicarpio de Citrus paradisi.

Realizar la fabricacibn de nuevos medicamentos antifingicos y brindar méas

alternativas en tratamientos para pacientes con problemas de Candida Albicans.
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ANEXOS

ANEXO A. Instrumentos de recoleccién de datos

Tabla 8. Ensayo microbiolégico

Frente a Candida albicans ATCC 10231

NO

Etanol

Fluconazol

Ext 30 %

Ext 50 %

Ext 90 %

10
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Tabla 9. Marcha fitoquimica del extracto etanélico

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos

secundarios Reactivos Resultado
Quinonas Borntrager
Compuestos fendlicos FeCls
Flavonoides Shinoda
Antocianinas NaOH 10%
Taninos Gelatina
Taninos Gelatina Sal
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Wagner
Alcaloides Mayer

Triterpenos y Esteroides

Liebermann Burchard

Lactonas a, B insaturadas

Baljet

Saponinas

Espuma

Leyenda:
(-) Ausente
(+) Minimo
(++) Mediano

(+++) Abundante
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Leyenda:

Tabla 10. Ensayo de Solubilidad

TUBO SOLVENTES RESULTADOS
Ne 1 Eter de petroleo
N° 2 Diclorometano
N° 3 Cloroformo
N° 4 Butanol
N° 5 Etanol de 70°
N° 6 Metanol
N° 7 Agua destilada
N° 8 Dimetilsulfoxido
Insoluble: (-)

Poco soluble: (+)

Medianamente soluble: (++)

Muy soluble: (+++)
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ANEXO B. Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipoétesis

Problema General

Objetivo General

Hipo6tesis General

¢ Cual es el efecto antimicético in vitro del
extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi (Pomelo) frente cepas de Candida
albicans ATCC 102317

Determinar el efecto antimicético in vitro
del extracto etandlico del epicarpio de
Citrus paradisi (Pomelo) frente cepas de
Candida albicans ATCC 10231

El extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi (Pomelo) presenta efecto antimicético
in vitro frente cepas de Candida albicans ATCC
10231.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipoétesis Especificas

. Qué tipo de metabolitos secundarios
responsables del efecto antimicético in vitro
posee el extracto etandlico del epicarpio de
Citrus paradisi (Pomelo)?

Identificar los tipos de metabolitos
secundarios presentes en el extracto
etandlico del epicarpio de Citrus paradisi
(Pomelo) responsables del efecto
antimicético in vitro

El extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi  (Pomelo) posee metabolitos
secundarios responsables del efecto
antimicotico in vitro.

¢ Tiene efecto antimicético in vitro el extracto
etandlico del epicarpio de Citrus paradisi
(Pomelo) a concentraciones del 30%, 50% y
90% frente cepas de Candida albicans ATCC
102317

Determinar el efecto antimicético in vitro
del extracto etandlico del epicarpio de
Citrus paradisi (Pomelo) a
concentraciones del 30%, 50% y 90%
frente cepas de Candida albicans ATCC
10231

El extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi (Pomelo) tiene efecto antimicético in
vitro a concentraciones del 30%, 50% y 90%
frente cepas de Candida albicans ATCC 10231

¢ Cual es el efecto antimicético in vitro del
extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi (Pomelo) con fluconazol frente
cepas de Candida albicans ATCC 102317

Comparar el efecto antimicético in vitro del
extracto etandlico del epicarpio de Citrus
paradisi (Pomelo) con fluconazol frente
cepas de Candida albicans ATCC 10231

El efecto antimicético del extracto etandlico del
epicarpio de Citrus paradisi (Pomelo) es
significativamente mayor comparado con
fluconazol frente cepas de Candida albicans
ATCC 10231
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ANEXO C. Operacionalizacion de las variables

ESCALA DE | N° DE
VARIABLES DIMENSIONES | INDICADORES MEDICION | ITEMS VALOR
VARIABLE
INDEPENDIENTE (-) Ausente
. - Marcha . (+) Minimo
Extracto  etandlico  del Fitoquimica fitoquimica Ordinal 13 (++) Mediano
epicarpio de Citrus paradisi (+++) Abundante
(Pomelo)
VARIABLE Microbiolégico
DEPENDIENTE <8 mm: nulo (-)
(Método de Medicion de o] .
e iy s . 8 — 14 mm: Baja sensibilidad (+)
Efecto antimicoético in vitro | difusidon en diametro Razén 10 ] . L
. S 14 — 20 mm: Mediana sensibilidad (++)
frente cepas de Candida | agar) inhibicién (mm)

albicans ATCC 10231

>20 mm: Sumamente sensible (+++)
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ANEXO D. Certificado Taxondmico

José R. Campos de la Cruz
CONSULTOR BOTANICO
C.B.P. 379
Cel: 963689079
Email: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. 810LOGO COLEGIADO. CBP 3796 — INSCRITO EN EL REGISTRO DE PROFESIONALES QUE
REALIZAN CERTIFICACIONES DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES ¥ PRODUCTOS DE FLORA — RESOLUCION
DIRECTORAL N¥ 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS,

CERTIFICA:

Que. los Bachilleres ESPINOZA JARA EDITH GELICA y CIEZA NUNEZ DAINE, tesistas de
la Universidad Maria Auxiliadora, Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Far-
macia v Bioquimica, con fines de investigacidn para desarrollar el proyecto de tesis titulado:
EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL EPICARPIO DE
Citrus paradisi (POMELO) FRENTE Candida albicans ATCC 10231, han solicitado la identifi-
cacion y certificacion botinica de una planta procedente del departamento de Lima, provincia de
Huaral, distrito de Huaral, Fundo Alan Smith, donde es cultivada con el nombre de “pomelo™, la
muestra ha sido identificada como Citrus paradisi Macfad. Segin la base de datos W Tropicos
del Missouri Botanical Graden, que siguen el sistema moderno de clasificacion de las angiosper-
mas (APG), publicado en 1998 por el Grupo para la Filogenia de las Angiospermas, revisado por
APG 11 (2003), APG 111 (2009), actualizado por APG 1V (2016), el sistema APG evita el uso de
la nomenclatura taxonémica clisica por arriba de orden. Chase & Reveal en APG 111 (2009) con-
sideran a todas las plantas verdes en la Clase Equisetopsida. Teniendo en cuenta los datos de
Wi Tropicos, APG 111 y APG IV, para la especie identificada se adapta las siguicntes categorias
taxondémicas y clados:

Reino: Plantae
Division: Angiospermas
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Género: Citrus
Especie: Citrus paradisi Macfad.

Nombre vulgar: Pomelo
Se expide la presente certificacion para fines de investigacion cientifica.
Lima, 24 de octubre del 2023

Jr. Sanchez Silva 156 - Piso 2-Urb, Santa Luzmila -Lima 07 -Lima



ANEXO E. Informe de andlisis de laboratorio

' Santa Rosas.

LABORATORID BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

"Afo de la unidad, la paz y el desarmolia™

Informe de Resultados
Solicitado por:  Bach. Espinoza Jara Edith Gelica
Bach. Cieza Nuficz Damne
Muestra: Extracto etandlico del epicarpio de citrus paradisi

Fecha de ensayo:  15-10-2023

Digmetros de inhibicion en mm
Microorganismo |, 50% 30% Fluconazol | ETANOL
933 814 764 2448 fi
935 ERES 7.6 2445 &
237 812 762 2450 &
) 034 & 768 24 47 i
Candida albicans 9 16 T 7 64 2448 P
ATOC 10230 g35 211 759 2445 &
034 811 7.6 24 46 ]
033 &g 763 2443 fi
935 &l 762 2449 1]
936 &4 765 2446 &

*Tamafio de pozo: 6mm, por lo que al reportarse 6 mm es indicativo que no existe
formacion halo de inhibicion
*Conceniracion del inoculo: 1.5 x 10° UFC/mL

Lic. T.M. Walter A. Sirf Rodriguez

CThAR. 10808

Jr. Comercio N* $97 Pachacamae Telf 2311053 Ol 940 708106 W0344691 3
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ANEXO F. Certificado de Agar dextrosa sabouraud

@ Pagc o
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Date Frinied
PRODUCT CA B 20230803
SABOURAUD DEXTROSE AGAR Sy Delrvery No.
LOT NUMBER IT01R13 Cusiomer
Cusiomer Order Murmber
EXPFIRY DATE 1280731
DATE OF
MANUFACTURE 2023.07.15
Plysical Characieristics Results specilication
Appearance Straw powder Siraw powder
Colowr on neconstitution Straw 2 Siraw 1-2
pH {25°C) 56 54- 58
Clarity Clear Clasar
Microbialogical Performance Contral Test Recovery Test
elu el e Description
Acrobic incubation ai 20-25°C for up 1o 5 davs
Saccharomyces carlibergensis ATCCE2T00 3 26 113 Cream, domed cals
Candida albicans ATOCCE10231 33 33 Ty Cream, domed cals
Aspergilius brasiliensis ATCOE 16404 47 55 118 White mycelia, black spores

Testing has been performed in accordance with 1301 1133:2014

Awrobic incubation at 25 + 290 for 5 days
5. cerevisiae ATOCEYT63 WDCMOO05SE
A. hrasifiensis ATOCELG0M WDCMO0053

54 Gl
a3 110

113 Cream,, domed cols
11% White mycelia, black spares

Contral Medium: Sabouraud Dextrose Agar

A satisfacoory resulll is represented by recovery of positive sirains equal 1o or greater than 7026 of the contral medium.

Reefier to product specification for full details.

Q Tested by the Quality Control Laboratsry

OXOID LIMITED

Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England
oxsida thermofisher.com www.oxoid_com FIA Ring Mo, BODIOE

Cartficaim Mo FM 28514
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Page 2a0f 2

CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT CMINMIE

SABOURALD DEXTROSE AGAR Sk
LOT NUMEER ATOIR1Z

The informatsen given 15 beleved o be correct, all resulis reported i this certificate relate only o the product and
lot stated i this certificate of analysis. However, both the mformation and the product are offensd sithowt warranty
for any applcation other than that specified in the curment Oxoid Manual. This certificate shall mot be reproduced
excepl in full, withoul written spproval of the Qualay Control Laboratory, Oxodd Limited, Basingstoke.

The resulis reported were oblaned an the time of relesse.

Lot Accepied. 2023.07.31

(g h"'!-"'}

Canssa Courniey

Drirector Quualiny, EMEA

ATOC is a regstered trade mark of the Amencan Type Culore Callection.
NCTC and Mational Callection of Type Culiures are registered rade marks of the Health Protection Agency.

Q Tested by the Quality Control Laboratsry

OXO0ID LIMITED
Wide Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England

oxoidi thermofisher.com www.oxoidcom FOA fing Mo BOI000E
Carificain Mo P0G 14
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ANEXO G. Certificado de analisis de Candida albicans ATCC 10231

Cerlificale of Analysis: Lyophilized Microorganism Specilfication and Pesformance Lpon Releass

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Name: Candida albicans Quality Control Technologist: Christine Condon
Catabog Numbar: 0443 Releass Date: 20250227

Lot Mumber: 443-1490%*

Referance Number: ATCCHE 10231 ™
Passage from Reference: 3

(T} Maan Assay Value (MAV): E.GE+OT CFU per pelet
Expiration Date: 2025/01/31

Performance
Macroscopic Features: Meadium:
Small to medium, white, circular, corveax, dull colonies. Mutriant
Microscopic Feastures: Method:
Gram positive, ovoidal, budding yeast calls. Gram Stain (1)

1D System: MALDI-TOF (1)
See attached |D System results document.

("‘inmmi_ Aﬁ“:“'
Amanda Kuperus

Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGHATURE

"“Dizclaimer: The last digs) of the lot number appearing on the product label and packing shp are mensly & packaging event nuemser. The lob ramber displaysd
o Hhis certificabe s the actual Biases ot rmissr.

Individisal products are traceabie 1o o recogrized oulwre collection
(1) These lests are acorediied 1o ISCVIEC 17028

TESTIMG CEAT #2655.01

ATCC Uosnsed 4 [*) The ATCC Licensad Derfvative: Emblem, the ATCC Licensad Derfvative word mark and the ATCC catalog marks ane rademarks of
ﬂ!::-rglw I ATCC. Microbiologios, Inc. is licersed &0 use These Fademarks and o sell products derved from ATCCH culures

BEFERESCE MATERLAL FRGGBCLN

CERT £ 14SE AT
(7} The Bean Aszay Value (MAY) staled above may deviale from e end-user's MAY based on wariables inhensnl b ssch lakoratory
emvironment, such as methods, media type, equipment, pipefes, and indhidisal technican technique.

£ 2012 Mioobiologics, inc. Al Righlts Reserved. 200 Cooper Averue Morth Saint Cloud, MM 55303 Page 1of 1 DOC. 288
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

B R
Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00=3.00 [#4+]) Green
70— 198 © Vellow
0.00 - 1.69 (=) Red

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation

(A) High consistency: The best match is a high-confidence idenfification. The second-best match
is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) Mo consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2023-02-23T11:59:14.561 mew
Applied MSP Library(ies): BOAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
CA2 [+++) (A) 443-1490 Candida albicans
Comments:
NIA |
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Microbiologics '

Statistical Analysis Certificate

Microorganism Mame: Candida albicans

Reference # ATCC® 10231™*

Catalog #: 0443

Lot #: 443-1480*

Expiration Date: 2025/01/31

(7] Mean Assay Value (MAV): 6.6E+07 CFU per pellet
Standard Deviation: 1.1E+07

Coefficient of Variation: 17 %

99% Confidence Interval of 6.1E+07 to 7.2E+07 CFU
85% Confidence Interval of 6.2E+07 to 7.1E+07 CFU

Method used o determine Mean Assay \Value: Spiral Plate Method
Medium Employed: TSA
Incubation Time and Temp: 48-72 hrs at 28-32 degrees C

S‘i"‘kﬂ—h/@b«

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

{T) The Mean Assay Valse (MAW) siated above may deviate from e end-users MAY based on variables inherent to each aboraiory emironment, such as
mthods, mada type, equipment, pipettes, and indrdual lechinician fechngues.

Thoie bl cligis) of Do sl fissbisr appasning of e produst el and packing Sip e soly o SR et i Tha ol sl of s o e S i aciuel Barsa lon
rurmibir. Thee inlorsaion o d i ks 5 al A Carilicale & sty hisid on b e bl B ot i ey Ba d i sk pachagng
conlgurabons Ad o fewull, Bis conifeetn only ki b ol numser and dooes fel inchiss o proded diseiplion

D AT ierobislegics e AL Rights Resersed, 200 Coopar Seenos kaith Seinl Clood, MR 55303
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ANEXO H. Evidencias fotograficas

Figura 1. Recoleccion de la muestra
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Figura 2. Muestra de tipo Citrus
paradisi (pomelo)

Figura 3. Separado de
Figura 4. Lavado del fruto cascara
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Figura 5. Procedimiento de secado de
la muestra

Figura 7. Preparacion del macerado del extracto etanélico
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Figura 8. Procedimiento de filtracion del macerado del
extracto etandlico

Figura 9. Obtencién de extracto seco
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Figura 10. Afiadiendo extracto seco al tubo de ensayo
para prueba de solubilidad
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Figura 11. Resultado de prueba de solubilidad
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MARCHA FITOQUIMICA

Figura 12. Adicién de extracto a los tubos
de ensayo

Figura 13. Resultado de la marcha fitoquimica
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ENSAYO MICROBIOLOGICO

Figura 15. Autoclave para el uso en la prueba
microbiolégica

Figura 16. Agar Saboraud Dextrosa
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Figura 18. Cepa biol6gica de tipo: Candida
albicans ATCC 10231

Figura 19. Comparacién de turbidez mediante el reactivo de Mc.
Farland

45



Figura 22. Efectuando pozos en agar con ayuda de un
sacabocado
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Figura 23. Preparacion de discos

Figura 25. Lectura de resultados
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ANEXO I. Porcentaje de rendimiento

Determinacion del porcentaje de rendimiento
Tenemos la cantidad de producto obtenido en la extraccion quimica.
%E = ﬂ x 100
Pi
Dénde: %E = porcentaje de rendimiento
Pf = peso final (extracto seco)

Pi = peso inicial (muestra molida)

Fuente : Efecto de los extractos secos cloroférmico y de diclorometano de
Tropaeolum tuberosum (Ruiz & Pavén) mashua sobre los parametros

seminales y toxicidad aguda.

http://www.scielo.org.co/pdf/rccqf/v48n1/0034-7418-rccqf-48-01-94.pdf

Extracciéon por maceracion

%E = 299 100 = 6.2%
(1] — Sﬂﬂ —_— . (1]

g

Pf= 18.6 g. extracto seco obtenido

Pi = 300 g muestra molida
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http://www.scielo.org.co/pdf/rccqf/v48n1/0034-7418-rccqf-48-01-94.pdf

ANEXO J. Constancia de recoleccion de la muestra

CARTA DE AUTORIZACION PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA

Yo, Kegiew.. Peantn. oon con ONI: 4@fiRssos en calidad de
responsable de la Parcela £yvgg, Ay
HURRAL........, provincia HVARAL........

en el distrito de

Autorizo a los estudiantes de la

Huaral, 12 de setiembre del 2

-----------------------------------

tode .. AOMB.....on.
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