Umversndud
Maria Auxiliadora

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

EFECTO ANTIMICOTICO “IN VITRO” DEL ACEITE ESENCIAL DE Origanum
vulgare “OREGANO” Y RESINA DE Copaifera paupera “COPAIBA” SOBRE
Candida albicans ATCC 10231

TESIS PARA OPTAR EL TiTULO PROFESIONAL DE QUIMICO FARMACEUTICO
AUTORES:
BACH. REQUEJO MENDOZA, FLOR LILIANA

BACH. VASQUEZ ALARCON, DARIO

ASESOR
Mg. Q.F. ENRIQUE MONTANCHEZ MERCADO

LIMA — PERU
2021



Dedicatoria

mm&an@mﬂmﬁo&emi«%&a;ymg/vin&am
W@M@W&&MWM&@
fo 9ida.

WMW@.

Slor Sliana Requejo Mendosa



Of presente trabajo de investigacisn se fa
Mwmpumﬂwgama @m,jw/t&a/mw
am%@mmﬁaﬂ,bm?a&ammi@@a.

@ mi padre Vicloriano por enseiarme foo
safines que me han Hotado o consequin una
de mio melas, a mi madre Maria &. por o
constante fucha por of bien de ou famifia. @
cada una de mis hewmanas Maria Santos,

@ mi hije @boto Sobuicd por o
comprensién o apoyo. & fa persona que me
Bealrig muchas gracias y que Dios oo



Agradecimiento

&eeﬂaﬁm&&mWWﬂeﬂWW
w&opameg&ewmwﬂﬁaaﬂm&bvwgﬂj@

@ mio docentes de fa eocuela de ﬁa/vmlam Y
bioquimica de fa univeridad ALAS PERUANAS

@ fa UNIVERSIDAD  MARIA
AUXILIADORA que nas acogié y dio fa

oportunidad de obtener of tituwlo profesional.
@ Dr. Martin Sibsa Romero, por ou gran
ayuda, por  buindar  con  paciencia  ous
conocimientos pata of éxito de eote trabajo de
s oeoticacidn.

GQQMM&AW&GMD@%OX/L@W%M
calaborada en la realizacién de esta tesio.



@mi maeotro 4 amigo Q.. Sequndo Martin
Sitia Romero por of apoyo incondicional al
desarcolle de mi lesio y a la Blya. Fo
Mitagros Sitoa Romero

Bpairseo o D pos olas prsente e

vida brinddndome b alid y of conacimionto

para conclivic mi mela tazada.
& mio grandes amigos de la universidad Hos,
Susana, Ynelda, Renato, Henvy y a cada uno

e loo docenles por ou conolante apoyo paia
W.
Rodiigues Madalingoitia, mi primo Joos
Waﬁacaéamdemmwm,

WWWW%”@[



indice General

Paginas

RESUMIEBN ... et e e e e e e e e e e e e e e e rnaneeeee 10
Y 013 1 = Lo PP 11
L. INTRODUCCION .....coviiiiiciecteceeete ettt ettt eteste et e saeeaeeteeaeeaeeeens 12
[l MATERIALES Y METODOS ....ooviiiiieeeeeieeeeeeeee ettt ettt st 17

2.1 Enfoque y disefio de investigacion

2.2 Poblacion, muestra y muestreo

2.3 Variables de investigacion

2.4 Técnica de instrumento de recoleccion de datos

2.5 Proceso de recoleccion de datos

2.6. Métodos de analisis estadisticos

2.7 Aspectos éticos
I, RESULTADOS ... e e et e e e e e et e e e e e eanaeeeens 21
IV. DISCUSION ...ttt ettt 27

4.1. Discusioén de resultados
4.2 Conclusiones
4.3 Recomendaciones
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt ettt 32



indice de Tablas

Tabla 1. Estadistica descriptiva de datos grupos analizados .............cccccceeeeeennnnns 21
Tabla 2. Prueba de la normalidad de los grupos de datos ..........cccoeeeeeeevvveininnnnnn. 23
Tabla 3. Prueba de Kruskal — Wallis para muestras independientes ................... 24

Tabla 4. Sensibilidad antimicética segun escala de Duraffourd ...........cccccevveeee... 26



indice de Figuras

Figura 1. Gréfico de medias de 10s grupos de datos...........c.evveeeeeieeiiiiiiiiiiieeeenn. 22
Figura 2. Preparacion del material de trabajo para extraccion de aceite esencial 43
Figura 3. Muestra de orégano en equipo de destilacion con arrastre de vapor.... 43
Figura 4. Instalacion del equipo de destilacion por arrastre de vapor .................. 43
Figura 5. Pruebas de las tomas de agua a las lineas del refrigerante.................. 43

Figura 6. Instalacién y funcionamiento de equipo de destilacién con arrastre de vapor

Figura 7. Proceso de recoleccion y separacion de las fases acuosa y oleosa del
ACEITE BSENCIAL ... uuuiiee et 44
Figura 8. Preparacion del aceite esencial de orégano y resina de copaiba a
diferentes CONCENTIACIONES. .......ccoeei e 45
Figura 9. Preparacion del material y equipos de trabajo para microbiologia.
Esterilizado previo CON IUZ UV ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiii e 45
Figura 10. Proceso de activacion de la cepa ATCC 10231 de Candida albicans. 45
Figura 11. Proceso de dilucion y obtencién del inéculo de trabajo a la concentracion
del 0.5 en la escala de McFarland.............ccoooeiiiiiiiiiiiii e 46
Figura 12. Sembrado en placas de Candida albicans ATCC 10231 .................... 46
Figura 13. Proceso de rotulado y preparacion de los discos a) Rotulado de placas b)

Aplicacion del aceite de orégano en discos c) Aplicacion de resina de copaiba en

Figura 14. Aplicacion de discos con aceite y resina en placas con Candida albicans
N IO @1 022 1 RSP 48


file:///D:/UNIVERSIDAD%20MARIA%20AUXILIADORA/DARIO-FLOR/TESIS/Tesis%20Dario-Flor.docx%23_Toc60598652
file:///D:/UNIVERSIDAD%20MARIA%20AUXILIADORA/DARIO-FLOR/TESIS/Tesis%20Dario-Flor.docx%23_Toc60598652
file:///D:/UNIVERSIDAD%20MARIA%20AUXILIADORA/DARIO-FLOR/TESIS/Tesis%20Dario-Flor.docx%23_Toc60598654
file:///D:/UNIVERSIDAD%20MARIA%20AUXILIADORA/DARIO-FLOR/TESIS/Tesis%20Dario-Flor.docx%23_Toc60598655

Indice de Anexos

Anexo A: Operacionalizacion de variables ..........cccccoiiiiiii e 37
Anexo B: Identificacion taxondmica Origanum vulgare “Orégano’..........c.cccceee.... 39

Anexo C: Identificacion taxonomica Copaifera paupera “Copaiba”jError! Marcador

no definido.

Anexo D. Recoleccion de datos: ........cuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeee e 38
Anexo E. Certificado de andlisis de la cepa Candida albicans ATCC 10231 ...... 39
Anexo F. Evidencias de trabajo de Campo ..........ccoevvieeiiiiiiiiiiie e 43

Anexo G. Escala de DUraffoUrd..........oo.vee e 49



Resumen

Objetivo: Demostrar el efecto antimicético “in vitro” del aceite esencial de Origanum
vulgare “Orégano” y resina de Copaifera paupera “Copaiba” sobre Candida albicans.
Métodos: El estudio se bas6é en un disefio experimental de corte transversal, se
emplearon muestras vegetales de Origanum vulgare “Orégano”y Copaifera paupera
“Copaiba”, el aceite de orégano se obtuvo mediante técnica de arrastre por vapor y la
resina de copaiba se obtuvo directamente de cortes del arbol, la determinacion del
efecto antimicético se determind mediante la técnica de Kirby-Bauer a distintas
concentraciones de las muestras sobre Candida albicans, se empleé como control
positivo Nistatina y negativo etanol de 96°.

Resultado: Se obtuvo diametros de 25mm + 0.40, 31,2mm + 0.32 y 33,2mm + 0.31
para el aceite de orégano al 50%, 75% y 100% respectivamente, asi mismo, se obtuvo
diametros de 6mm + 0.09, 6mm + 0.07 y 6,05mm + 0.12 para la resina de copaiba al
50%, 75% y 100% respectivamente. El andlisis estadistico inferencial se realizo
mediante la prueba de Kruskal-Wallis para muestras independiente la cual mostré que
no existe diferencia significativa entre los grupos de datos de la resina de copaibay el
control negativo, sin embargo, el aceite de oregano presentd diferencia significativa

entre las distintas concentraciones y el control positivo.

Conclusiones: Se demostro el efecto antimicético en el aceite de Origanum vulgare
“Orégano”, sin embargo, la resina de Copaifera paupera “Copaiba” present6 actividad

nula a todas las concentraciones.

Palabras claves: Origanum vulgare “Orégano”, Copaifera paupera “Copaiba”,

Candida albicans, aceite esencial, resina, antimicético.
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Abstract

Objective: To demonstrate the antifungal effect "in vitro" of the essential oil of
Origanum vulgare "Oregano" and resin of Copaifera paupera "Copaiba" on Candida

albicans.

Methods: The study was based on a cross-sectional experimental design, plant
samples of Origanum vulgare "Oregano" and Copaifera paupera "Copaiba" were used,
oregano oil was obtained by means of a steam drag technique and copaiba resin It
was obtained directly from tree cuts, the determination of the antifungal effect was
determined by the Kirby-Bauer technique at different concentrations of the samples on

Candida albicans, Nystatin was used as positive control and 96 ° ethanol negative.

Results: Diameters of 25mm + 0.40, 31.2mm + 0.32 and 33.2mm + 0.31 were obtained
for oregano oil at 50%, 75% and 100% respectively, likewise, diameters of 6mm + 0.09,
6mm + were obtained. 0.07 and 6.05mm + 0.12 for copaiba resin at 50%, 75% and
100% respectively. The inferential statistical analysis was performed using the Kruskal-
Wallis test for independent samples, which showed that there is no significant
difference between the data groups of the copaiba resin and the negative control,
however, oregano oil presented a significant difference between the different

concentrations and the positive control.

Conclusions: The antifungal effect was demonstrated in the oil of Origanum vulgare
"Oregano", however, the resin of Copaifera paupera "Copaiba" showed null activity at

all concentrations.

Keywords: Origanum vulgare "Oregano"”, Copaifera paupera "Copaiba", Candida

albicans, essential oil, resin, antifungal.
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I. INTRODUCCION

A pesar de que la mayoria de los hongos se encuentran en la naturaleza como
saprofitos, algunos tienen la capacidad de colonizar distintos érganos en el ser

humano produciendo las infecciones flngicas?.

La Candida albicans es un hongo tipo levadura que coloniza distintas partes del cuerpo
como el tracto respiratorio, digestivo, cavidad oral y vagina produciendo un cuadro
patolégico conocido como “candidiasis”. Se ha observado que en los ultimos afios se
ha presentado un aumento en la incidencia por este tipo de levadura, manifestandose

sintomas generalmente graves en pacientes inmunodeprimidos y hospitalizados?.

Segun XIV Encuentro Nacional de Salud y Medicina de la Mujer?, se dice que, de cada
cuatro mujeres, tres alguna vez en la vida han tenido una infecciéon vaginal, pero que
al menos més de la mitad de estas mujeres padecen entre dos y cuatro veces al afio

de una infeccion vaginal producida por Candida albicans.

La candidiasis vaginal afecta a nivel mundial, al 70 a 75% de mujeres en edad fértil,
asi mismo, se estima que entre el 40 — 50% de estas presentaran recurrencia, del 5 -
8% presentaran complicaciones graves. Se estima que el 20% de la poblacion sana
se encuentran infectadas por Candida albicans?®.

La situacion epidemiolégica en los Estados Unidos con respecto a causa séptica
muestra en razon a reportes anuales que aumento6 durante el periodo 1979 a 2000 en
un 207%, correspondiendo al género Candida como agente etiol6gico principal,
asimismo, se informé un nimero de casos de candidemia de 1752, correspondiendo

el 44.5% a sucesos ocurridos en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI)%.

Estudios epidemiologicos realizados en Brasil, sobre candidemia, demuestran el 34.3
% de prevalencia de Candida albicans, contra un 65.7% de Candida no albicans, a
diferencia del resto de paises de América latina en los cuales la prevalencia observada

de Candida albicans llega al 50.0%*.

En el Perd no existen muchos estudios al respecto, en ese sentido, podemos tomar
en consideracion un reporte realizado de un hospital nacional en el periodo 2004 a

2006, donde sefala a la prevalencia de especies causantes de candidemia de un

12



39.0% para Candida albicans y 61.0 % para la especie de Candida no albicans, un
estudio similar realizado durante el periodo 2009 a 2011 en nueve hospitales
nacionales revelé un predominio del 39.9% para la especie de Candida albicans y

60.1% para candida no albicans®*.

En pacientes con el VIH/SIDA segun estudios realizados en el Peru, se estima 581
174 reportes de enfermedades transmitidas por hongos, de estos 1557 corresponden
a candidemia, sin embargo, hay que tener en cuenta que estos numeros pueden estar
subestimados debido a que nuestro pais la politica sanitaria no exige notificacion

obligatoria de las enfermedades flingicas*.

A pesar que los farmacos en cierto momento pueden resultar ser muy eficientes su
uso indiscriminado conlleva al aumento de resistencia y su ineficacia posterior, tal es
asi, que ya se ha observado cepas de candida resistentes al fluconazol, no obstante,
aun sigue siendo usado en el tratamiento de candidiasis y en cierto modo es usado

cuando se presenta resistencia a otro tipo de farmacos®.

En América latina y el Peru existe resultados muy similares con respecto a las
infecciones fungicas, asimismo, se observa que el farmaco fluconazol presenta baja

resistencia en el tratamiento de micosis y varia segin la especie de candida®.

En nuestro departamento de Lambayeque se han reportado varios casos de
infecciones producidas por Candida albicans, siendo estos encontrados en un 15% en
trabajadoras sexuales, 6,52% en las reclusas del establecimiento penitenciario de

Picsi, 48,14% en madres gestantes 38,10% en edad fértil de la ciudad de Chiclayo®.

Conocedores de esta problematica y de su impacto, presentamos a continuacion la

base tedrica que sustenta la investigacion en relacion a las variables involucradas.

Origanum vulgare “Orégano” es una planta que proviene de Asia, por sus
caracteristicas aromaticas es muy difundida en el arte culinario, asi mismo, se ha
empleado en la industria farmacéutica y de perfumeria’. Esta planta presenta el
cafeico, clorogénico, rosmarinico como compuestos fenolicos, apigenol y derivados
ademas de minerales y taninos. El aceite esencial presenta carvacrol, borneol,

terpineol, timol y cimeno?.
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El carvacrol es uno de los constituyentes del aceite esencial que se encuentra en gran
cantidad y al que se le atribuye acciones farmacolégicas como antimicrobianas,
antioxidantes, antimicdticas, antimutagénicas, antigenotoxicas, antihepatotéxicas y

hepatoprotectoras®.

Asi mismo la planta Copaifera paupera (Copaiba) se usa como cicatrizante, para
tratamiento de hipertension, en amigdalitis, en casos de asma bronquial crénica, para
el tratamiento de cancer, en problemas urinarios como cistitis, como analgésico para
el dolor de oido, para curar hemorroides, herpes, para combatir infecciones,

leucorreal®.

Algunos estudios encontraron que la Copaiba posee sesquiterpénicos (24
hidrocarburos), diterpenos, ac. resinicos (elacico y copaibico); ac. esenciales,
trementina, acido copaifero, B-cariofileno, E-Cubeno, u-Cubebeno, u-humuleno, E-

Humuleno y D-Candieno, acidoresindlico 1*.

Por otro lado, Candida albicans, es el hongo que mas micosis produce en las
personas. La encontramos en la vagina como parte de la flora natural, mucosa
gastrointestinal y bucal. Suelen manifestarse clinicamente como muguet, en la
vaginitis, endocarditis, infecciones cutaneas y pulmonar, meningitis, queratomicosis,

cistitis, absceso cerebral, entre otras 12.

Lachos E., y Laurente K. 3 evaluaron el efecto antimicético in vitro del aceite esencial
de Origanum vulgare frente a cepas de Trichophyton rubrum mediante el método de
difusion en agar para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).
Los resultados obtenidos muestran efecto antimicotico a una concentracion de
0.125%, concluyendo que dicho aceite presenta actividad antimicética frente a cepas

de Trichophyton rubrum.

Francia J. ** determiné actividad antimicrobiana in vitro del aceite de copaiba frente a
bacterias patdgenas comparado con ceftriaxona, gentamicina y ciprofloxacino sobre
Pseudomonas aeruginosa mediante la técnica de Kirby-Bauer, llegando a la
conclusibn que el aceite de copaiba presenta efecto antimicrobiano para
Pseudomonas aeruginosa pero no para Escherichia coli y Staphylococcus aureus,

14



Chamba L. 15 realiz6 una investigacion para demostrar el poder antimicético de los
aceites esenciales de orégano y hierba luisa sobre cepas de Candida albicans,
observé que el aceite esencial de hierba luisa obtuvo mayor sensibilidad por el hongo
gue el aceite esencial de orégano, concluyendo que los aceites esenciales de hierba

luisa y orégano presentan efectividad antifingica sobre Candida albicans.

Pfeifer A. et al 16 realizaron un estudio con el objetivo de evaluar sistematicamente las
propiedades antimicrobianas y citotdxicas de la oleorresina de Copaifera reticulata. La
fraccibn acida de la oleorresina mostré actividad antibacteriana contra cepas
grampositivas, Enterococcus faecium y Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
la purificacion de esta fraccion produjo 02 &cidos diterpénico que muestran efectividad

contra dermatofitos como Trichophyton rubrum y trichopyiton mentagrophytes.

Marchioro N. et al Y7, compararon la actividad antimicrobiana de muestras de aceite-
resina de copaiba natural y comercial (Copaifera sp.) sobre las
bacterias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia  coliy  Staphylococcus
aureus mediante la técnica de difusion en pozo, encontrando que el aceite de copaiba
natural y comercial tienen diferencias minimas en el potencial de inhibicion de
patbgenos especificos. Escherichia coli ATCC 25922 fue méas sensible

gue Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Un estudio realizado por Simoes C. et al, tuvo por objetivo evaluar la actividad
antimicrobiana de la 6leo-resina de copaiba contra Streptococcus sp en biofilm dental,
para lo cual se realizé un estudio fitoquimico, se utilizé el método de difusién en agar
Brain Heart Infusion obteniendo que el gel de aceite de copaiba experimental y el gel
de clorhexidina al 1% mostraron actividad antibacteriana contra los microorganismos

probados®®.

De esta manera, la presente investigacion determiné la efectividad de estas dos
especies orégano y copaiba que serviran en el tratamiento de enfermedades
relacionadas a las micosis, especialmente por las producidas por el género Candida
albicans, porque son estas las que comunmente se encuentran en las infecciones
comunes Yy hospitalarias, ademas de haberse reportado una alta incidencia en la

ultima década.
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De esta manera el estudio aportara informacion actualizada que servird de guia y
consulta a investigaciones futuras relacionadas con el tema, aportando la

metodoldgica y técnicas que permitiran la elaboracion de proyectos futuros.

El estudio también adquiere importancia social ya que aporta a la comunidad un
tratamiento antimicoético alternativo, sin producir resistencia, ademas de disminuir la

prevalencia de este tipo de infeccion.

Se puede observar importancia practica, ya que puede implementarse programas
hospitalarios y de atencibn comunitaria, para brindar tratamientos naturales en

personas con infecciones micoticas.

El objetivo general del presente estudio es demostrar el efecto antimicético “in vitro”
del aceite esencial de Origanum vulgare “Orégano” y resina de Copaifera paupera
“Copaiba” sobre Candida albicans ATCC, para lo cual nos hemos planteado los

siguientes objetivos especificos:

e Determinar el efecto antimicético “in vitro” el aceite esencial de Origanum vulgare
“Orégano” sobre Candida albicans ATCC 10231

e Determinar el efecto antimicético “in vitro” la resina de Copaifera paupera “Copaiba”
sobre Candida albicans ATCC 10231

e Comparar el efecto antimicotico “in vitro” del aceite esencial de Origanum vulgare
“Orégano” y resina de Copaifera paupera “Copaiba” sobre Candida albicans con

nistatina.

La hipotesis que se plantea en el estudio es que el aceite esencial de Origanum
vulgare “Orégano” y resina de Copaifera paupera “Copaiba” presenta efecto

antimicoético sobre Candida albicans ATCC 10231

16



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de investigacion

El enfoque de la investigacion es del tipo cuantitativo con un disefio experimental y
transversal 1920,

Es experimental, debido a la participacion e influencia sobre las variables que presenta
el investigador, quien manipula las variables para obtener los resultados, del mismo
modo, es un estudio transversal, porque la recoleccidn, identificacion y analisis de las

variables y su respuesta se realiza en un solo momento.
2.2 Poblacion, muestra y muestreo

La poblacion del estudio estda conformada por las cepas de Candida albicans,
Origanum vulgare “Orégano” y Copaifera paupera “Copaiba” las cuales fueron
recolectadas en el distrito de Inkahuasi de la provincia de Ferrefafe, departamento de
Lambayeque ubicado a 6.2364 grados de latitud Sury 79.3147 de longitud Oeste y en
el distrito de Nauta, provincia de Loreto, departamento de Loreto ubicado a 4.507310
grados de latitud Sury 73.5837 de longitud Oeste.

La muestra que se recolect6 fue de 5 kilogramos de Origanum vulgare y 100 ml de
oleo resina de Copaifera paupera mediante un tipo de muestreo no probabilistico por
conveniencia. La cepa que se empled en el estudio microbiolégico fue Candida
albicans ATCC 10231.
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2.3 Variables de investigacion

Las variables de estudio se detallan en el cuadro a continuacion.

UNIDAD DE
VARIABLE
DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
INDEPENDIENTE
DE CORTE
Aceite esencial 100%
de Origanum
vulgare
“Orégano” ; T 5%
Concentracion Cuantitativo Ordinal Porcentaje
Resina de
Copaifera
50%
paupera
“Copaiba”
UNIDAD DE
VARIABLE
DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
DEPENDIENTE
DE CORTE
Nula < 8mm
Efecto Halo de Ordinal Sensible 9mm a 14mm
I rdina
antimicético inhibicion Cuantitativo Medio 15mm a 19mm
Muy sensible >a 20mm

Variable independiente: Aceite esencial de Origanum vulgare “Orégano”y Resina de Copaifera

paupera “Copaiba”

Definicion conceptual: Concentracion al 50%, 75% y 100% del aceite de orégano y

resina de copaiba

Definicion operacional: Aceite de orégano elaborado mediante método de arrastre con

vapor y resina obtenida mediante corte directo en tronco del arbol.
Variable dependiente: Efecto antimicotico frente a Candida albicans

Definicién conceptual: El didmetro del halo de inhibicién es la zona donde no existe

crecimiento del hongo que se relaciona con el efecto antimicético.

Definicién operacional: El efecto antimicético se evalué mediante el método de Kirby

Bauer, con lectura directa de los halos de inhibicién
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2.4 Técnica de instrumento de recoleccion de datos
La técnica empleada sera la de Kirby-Bauer, técnica estandarizada para medir el
poder antimicrobiano de las sustancias y el instrumento de recoleccion de los datos

que se empled fue el vernier digital®2.

2.5 Proceso de recoleccion de datos

2.5.1. Obtencion del aceite esencial de Origanum vulgare “Orégano”

”m

Se pes6 5000g de hojas secas de Origanum vulgare “Orégano”™, luego se instalo el
equipo de arrastre por vapor, se agrego 8 litros de agua y se colocé 500g de muestra
en el recipiente del equipo, se sello e instal6 el refrigerante con las lineas a la toma de

agua.

Se colocé el equipo a una cocina eléctrica y dejo calentar hasta ebullicion, se coloco
en el extremo de la salida del equipo una pera de decantacion y se dejé destilar por 3

horas, luego se realizé la misma operacién hasta que se agoté la muestra.
2.5.2. Obtencion de la resina de Copaifera paupera “Copaiba™

La resina de Copaifera paupera “Copaiba” se obtuvo realizando cortes en diagonal en
“V” en la parte del tronco del arbol, las que fueron recolectadas en un recipiente estéril
color ambar de aproximadamente 100 ml que posteriormente fueron almacenadas a

una temperatura entre 2 a 8°C.
2.5.3. Reactivacion de la cepa de Candida albicans ATCC 10231

La reactivacién de la cepa de Candida albicans ATCC 10231 se realiz6 segun la
informacion técnica del catalogo de la empresa importadora de la cepa, siguiendo los

protocolos de bioseguridad.
2.5.4. Sembrado en placa de cepa de Candida albicans ATCC 10231:

Obtenida la cepa activada, se extrajo una colonia y se procedio a preparar el inéculo,
con diluciones seriadas empleando solucion salina fisiolégica hasta llegar a una
concentracion del 0.5 en la escala de McFarland. Posteriormente con un hisopo y

eliminando el exceso por las paredes del tubo de vidrio, se extrajo una muestra de la
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solucién y procedié a sembrar en la superficie del medio de cultivo, agar de Mitller

Hinton, de manera uniforme en toda la placa.
2.5.5. Evaluacion del efecto antimicotico:

Para la evaluacion del efecto antimicético se empled discos de papel filtro estériles de
aproximadamente 6mm de didmetro a los cuales se les aplicoO cada una de las
concentraciones del extracto de aceite esencial de orégano y la resina de copaiba al
50%, 75 %y 100 %.

Después, con pinza estéril se coloco los discos embebidos con la sustancia a analizar
sobre los cultivos del hongo en placas petri preparadas previamente. Se coloc6 cinco
discos por cada placa 01 control negativo (Etanol 96°), 01 control positivo (Nistatina),
01 disco al 100%, 01 disco al 75% y 01 disco al 50%, con 15 repeticiones de cada uno
tanto para las muestras de aceite de orégano como para la resina de copaiba.

Luego se llevé a incubaciéon por 24 horas a 35°C + 1, para posteriormente determinar
el efecto antimicético en placa mediante la lectura de los halos de inhibicion formados,
con el vernier digital. Los datos fueron registrados en el instrumento de recoleccién de

datos (ver anexo B) y contrastados con la escala de Duraffourd (ver anexo H).

2.6. Métodos de anélisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un software estadistico SPSS version
26, se determino la estadistica descriptiva de cada grupo de datos, asi mismo, se
realizaron pruebas de estadisticas de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk,
posteriormente se realizd la prueba inferencia de Kruskal-Wallis para datos no

paramétricos. Se emplearon para cada caso un nivel de significancia alfa = 0.05.

2.7 Aspectos éticos

Debido al disefio experimental in vitro se considero el principio de no maleficencia, no
se produjo dafio ni lesiones al personal participante de la investigacion ni al medio
ambiente cuidando en todo momento seguir los protocolos de bioseguridad en el
laboratorio y desechos de residuos sélidos.
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Ill. RESULTADOS

Tabla 1. Estadistica descriptiva de datos grupos analizados

Diametro del halo de inhibicién

95% Intervalo de confianza para

Std. Std. la media

N Mean Deviation Error Limite inferior  Limite inferior ~ Minimum Maximum
Aceite de orégano (50%) 15 251 0,400 0,103 24,86 25,30 24,40 25,70
Aceite de orégano (75%) 15 31,2 0,321 0,083 31,01 31,37 30,40 31,70
Aceite de orégano (100%) 15 33,2 0,315 0,081 33,21 33,56 33,00 34,10
Resina de Copaiba (50 %) 15 6,0 0,091 0,023 5,99 6,09 6,00 6,30
Resina de Copaiba (75 %) 15 6,0 0,072 0,018 5,993 6,07 6,00 6,20
Resina de Copaiba (100 %) 15 6,05 0,124 0,032 5,984 6,12 6,00 6,40
Control Negativo 15 6,07 0,116 0,03003 6,008 6,14 6,00 6,30
(Etanol 96°C)
Control Positivo 15 26,07 0,246 0,06360 25,936 26,2097 25,80 26,60
(Nistatina)
Total 120 17,49 11,752 1,07282 15,367 19,6160 6,00 34,10

Fuente: SPSS ver. 26. 2020

La tabla 1 muestra los valores de la media, desviacién estandar y error estandar, asi
como los intervalos maximo y minimo con una confianza del 95% y sus respectivos
valores maximo y minimo obtenidos para cada grupo de datos analizados incluyendo
los controles negativos y positivos mediante el programa estadistico SPSS version 26.
Se puede observar una relacién creciente en el promedio del tamafio de los halos de
inhibicion formados en el grupo del aceite de orégano conforme aumenta la
concentracion de este. No se observa aumento del tamafio del halo de inhibicién en
el grupo de la resina de copaiba, el tamafio promedio del halo es comparable con el

control negativo.
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Control Positivo (Mistatina) -
Cantral Negativo (Etanol 956°C) 1
Resina de Copaiba (100 %) [
=X
2
[ Resina de Copaiba (75 %) e
L3
=
3
s Resina de Copaiba (50 %) 3
]
Aceite de oregano (100%) o
Aceite de oregano (75%) o 4
Aceite de oregano (50%) o+
500 10,00 15,00 20,00 2500 30,00 3500

Diametro del halo de inhibicién

Fuente: SPSS ver. 26. 2020

Figura 1. Grafico de medias de los grupos de datos

En la figura 1, se muestra el comportamiento creciente del efecto antimicotico en
relaciobn a su concentracién del aceite de orégano sobre Céandida albicans, sin
embargo, no se observa ningun efecto antimicético en la resina de copaiba, mostrando
un efecto similar al control negativo (etanol 96°). El control positivo de nistatina
muestra un efecto antimicético inferior (26.07mm) al aceite de orégano para las
concentraciones de 75% y 100%, con un halo de inhibicion promedio de 31.2mm y
32.2mm. La concentracion al 50% del aceite de orégano presento un efecto menor al

control positivo.
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Tabla 2. Prueba de la normalidad de los grupos de datos

Shapiro-Wilk

Grupos de trabajo Statistic _df _Sig.
Aceite de orégano (50%) 0,901 15 0,099
Aceite de orégano (75%) 0,942 15 0,406
Aceite de orégano (100%) 0,870 15 0,034
Resina de Copaiba (50 %) 0,520 15 0,000

Diametro del halo

de inhibicién Resina de Copaiba (75 %) 0,514 15 0,000
Resina de Copaiba (100 %) 0,502 15 0,000
Control Negativo (Etanol 96°C) 0,664 15 0,000
Control Positivo (Nistatina) 0,906 15 0,118

Fuente: SPSS ver. 26. 2020

La tabla 2, muestra el andlisis de la normalidad de los grupos de datos empleando la

prueba de Shapiro-Wilk, se observa un nivel de significancia mayor al alfa de 0.05

para el caso del grupo de datos del aceite de orégano al 75% y el control positivo de

nistatina los cuales presentan un valor de 0.406 y 0.118 respectivamente, por lo tanto,

solo estos grupos de datos presentan distribucién normal, el resto de grupos de datos

no presentan distribucién normal.
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Tabla 3. Prueba de Kruskal — Wallis para muestras independientes

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
1 The distribution of Diametro del halo de inhibicién is Independent-Samples 0,000 Reject the null
the same across categories of Grupos de trabajo. Kruskal-Wallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is ,050.

Pairwise Comparisons of Grupos de trabajo

Std. Test
Sample 1-Sample 2 Test Statistic  Std. Error Statistic Sig. Adj. Sig.2
Resina de Copaiba (75 %)- 0,300 12,335 0,024 0,981 1,000
Resina de Copaiba (50 %)
Resina de Copaiba (75 %)- -0,767 12,335 -0,062 0,950 1,000
Resina de Copaiba (100 %)
Resina de Copaiba (75 %)- -4,533 12,335 -0,368 0,713 1,000
Control Negativo (Etanol
96°C)
Resina de Copaiba (75 %)- 38,900 12,335 3,154 0,002 ,045
Aceite de orégano (50%)
Resina de Copaiba (75 %)- -53,900 12,335 -4,370 0,000 ,000
Control Positivo (Nistatina)
Resina de Copaiba (75 %)- 68,900 12,335 5,586 0,000 ,000
Aceite de orégano (75%)
Resina de Copaiba (75 %)- 83,900 12,335 6,802 0,000 ,000
Aceite de orégano (100%)
Resina de Copaiba (50 %)- -0,467 12,335 -0,038 0,970 1,000
Resina de Copaiba (100 %)
Resina de Copaiba (50 %)- -4,233 12,335 -0,343 0,731 1,000
Control Negativo (Etanol
96°C)
Resina de Copaiba (50 %)- 38,600 12,335 3,129 0,002 0,049
Aceite de orégano (50%)
Resina de Copaiba (50 %)- -53,600 12,335 -4,345 0,000 0,000
Control Positivo (Nistatina)
Resina de Copaiba (50 %)- 68,600 12,335 5,562 0,000 0,000

Aceite de orégano (75%)
Resina de Copaiba (50 %)- 83,600 12,335 6,778 0,000 0,000
Aceite de orégano (100%)



Resina de Copaiba (100 %)-
Control Negativo (Etanol
96°C)

Resina de Copaiba (100 %)-
Aceite de orégano (50%)
Resina de Copaiba (100 %)-
Control Positivo (Nistatina)
Resina de Copaiba (100 %)-
Aceite de orégano (75%)
Resina de Copaiba (100 %)-
Aceite de orégano (100%)
Control Negativo (Etanol
96°C)-Aceite de orégano
(50%)

Control Negativo (Etanol
96°C)-Control Positivo
(Nistatina)

Control Negativo (Etanol
96°C)-Aceite de orégano
(75%)

Control Negativo (Etanol
96°C)-Aceite de orégano
(100%)

Aceite de orégano (50%)-
Control Positivo (Nistatina)
Aceite de orégano (50%)-
Aceite de orégano (75%)
Aceite de orégano (50%)-
Aceite de orégano (100%)
Control Positivo (Nistatina)-
Aceite de orégano (75%)
Control Positivo (Nistatina)-
Aceite de orégano (100%)
Aceite de orégano (75%)-

Aceite de orégano (100%)

-3,767

38,133

-53,133

68,133

83,133

34,367

-49,367

64,367

79,367

-15,000

-30,000

-45,000

15,000

30,000

-15,000

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

12,335

-,305

3,092

-4,308

5,524

6,740

2,786

-4,002

5,218

6,434

-1,216

-2,432

-3,648

1,216

2,432

-1,216

0,760

0,002

0,000

0,000

0,000

0,005

0,000

0,000

0,000

0,224

0,015

0,000

0,224

0,015

0,224

1,000

0,056

0,000

0,000

0,000

0,149

0,002

0,000

0,000

1,000

0,420

0,007

1,000

0,420

1,000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the same.

Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is ,05.

a. Significance values have been adjusted by the Bonferroni correction for multiple tests.
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En la tabla 3, el resumen de la prueba de Kruskal-Wallis para muestras
independientes muestra un nivel de significancia menos al alfa de 0.05, por lo tanto,
se rechaza la hipotesis nula y acepta la alterna que indica que existe diferencia en el
diametro de los halos de inhibicidn de los grupos de datos. El analisis por parejas de
grupo datos determind que no existe una diferencia significativa en los grupos de datos
correspondiente a la Resina de Copaiba y el control negativo, sin embargo, si existe
diferencia significativa en los grupo de datos del aceite de orégano y el control positivo

de nistatina.

Tabla 4. Sensibilidad antimicética segun escala de Duraffourd

Sensibilidad antimicoética Diametro del halo e inhibicion
- + ++ .
<8mm 9-14mm 15-19 mm >20 mm
Aceite de orégano (50%) SENSIBLE
Aceite de orégano (75%) SENSIBLE
Aceite de orégano (100%) SENSIBLE
Resina de Copaiba (50 %) NULA
Resina de Copaiba (75 %) NULA
Resina de Copaiba (100 %) NULA

Control Negativo (Etanol 96°C) NULA

Control Positivo (Nistatina) SENSIBLE

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 4 muestra una comparacion del efecto antimicético segun la escala de
Duraffourd, se observa que el aceite de orégano a las concentraciones del 50%, 75%
y 100% son “sensibles” a Candida albicans ATCC 10231, asi como la Nistatina, sin

embargo, la resina de Copaiba presenta sensibilidad “nula”.
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IV. DISCUSION

4.1. Discusion de resultados

Los aceites esenciales obtenidos de las plantas son sustancias con un olor
caracteristico perceptible al olfato humano, de naturaleza oleosa y se encuentran en
todas las partes de las plantas, pero en diferentes concentraciones, por tal motivo,

pueden ser extraidos de los tallos, hojas, flores, raices, etc?3.

Los aceites esenciales estan compuestos por diferentes sustancias quimicas como
hidrocarburos, fenoles, esteres, éteres, aldehidos, cetonas entre otros. En el caso, del
aceite de Origanun vulgare esta conformado por cis-B-Terpineol, y-terpineno,
carvacrol, timol, borneol, cimeno a-terpineno, p-cimeno, etc; aunque algunos de estos
compuestos puede estar ausentes y en cantidades variables debido a diversos
factores como el clima, lugar, estacion de la cosecha, condiciones del suelo, entre
otros condicionantes ecoldgicos.®?425, Carhuapoma M. et al. indican que el porcentaje
de los compuestos se afectado por la altitud del cultivo, asi mismo, Arcila—Lozano, et
al. afirman que este porcentaje también depende de la estaciéon del afio, la

recolecciones en otofio presentarian menores concentraciones?®.

El orégano comunmente es usado en alimentos, pero también tradicionalmente se usa
para tratar enfermedades. Los aceites esenciales de esta planta han sido investigados
en diferentes estudios y se les ha atribuido propiedades farmacologicas
antimicrobianas, antihepatotdxicas, antigenotdxicas entre otras, especialmente debido

al carvacrol y timol presentes.®

El timol y carvacrol son compuestos fendlicos de origen natural que presentan
propiedades antimicrobianas, estos componentes tienen varios sitios de accion a nivel
de la pared y membrana celular, enzimas metabolicas, sistema genético y sintesis

proteicas, lo cual puede causar inhibicion en su crecimiento.?”:28

Ultee A., et al. lograron demostrar que el carvacrol presenta una alta afinidad por la
membrana bacteriana de B. cereus, ademas este se acumula en la membrana

citoplasmatica produciendo su expansion o hinchazon, el potencial de membrana
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también se ve afectado. El estudio demostré que el grupo hidroxilo del carvacrol y

timol ayudan a sus propiedades antimicrobianas.2®

Los dobles enlaces conjugados que presentan el timol y carvacrol potencian la
actividad antimicrobiana de estos compuestos debido a la influencia de su densidad

electrénica en dos planos que produce inestabilidad en la membrana®°.

La resina de copaiba es extraida del tronco de los arboles y es utilizada en la region
de la selva comunmente para tratar muchas enfermedades, existen también estudios
gue revelan su poder antimicrobiano a partir de sus componentes sesquiterpenos que
poseen, B y trans-cariofileno, a-humuleno, a-cadinol, a-cubebeno, B-elemeno, a-
copaeno, trans-a-bergamoteno y B-bisaboleno siendo el B cariofileno el que

representa en primer lugar su poder antimicrobiano.

Estudios realizados por Goren et al.,’! demostraron la actividad antibacteriana del B-
cariofileno contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans. Similar estudio como
el de Pieri et al.,** demostr6 inhibicion del crecimiento en cepas de

Staphylococcus aureus del aceite de copaiba.

En el estudio se determiné el efecto antimicético del aceite esencial de Origanum
vulgare “orégano” y de la resina Copaifera paupera “copaiba” mediante el método de
difusién en disco empleando la cepa de Candida albicans ATCC 10231, los resultados
mostraron diametros de halo de inhibicibn para el aceite de Origanum vulgare
“Orégano”de 25.1mm, 31.2mmy 33.2mm a las concentraciones de 50%, 75% y 100%
respectivamente, los cuales se muestran en la tabla 1, el tamafio de los halos de
inhibicion nos demuestra el efecto antimicético del aceite de Origanum vulgare
“Orégano” sobre Candida albicans, considerandose a este microorganismo sensible a

este aceite segun la escala de Duraffourd.

Un estudio similar fue el realizado por Chamba L., empleando el aceite esencial de
orégano sobre Candida albicans, obtuvo halos de inhibicion promedio de 12.0mm,
15.4mm y 18.0mm; la Nistatina se us6 como control positivo y presenté un halo de
inhibicion de 8.7mm, demostrando que el aceite tiene un efecto antimicotico sobre

Candida albicans, resultado similar a nuestro estudio.
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Lachos E., y Laurente K. demostraron también actividad antimicética del aceite
esencial de orégano frente a un hongo dermatofito Trichophyton rubrum, empleando
el método de dilucion en medio liquido para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y el método de difusibn en agar para la concentracion minima
fungicida (CMF), encontrando una CMI al 0.25% y una CMF al 0.125% del aceite de

orégano.

Por otro lado, la determinacion de la actividad antimicética de la resina de Copaifera
paupera “Copaiba” a diferentes concentraciones no mostré efecto contra Candida
albicans, los datos obtenidos fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de

Prueba de Kruskal — Wallis demostrandose un efecto nulo o similar al control negativo.

Estudio similar fue el realizado por Francia J, en su estudio donde expusieron el aceite
de copaiba frente a cepas ATCC de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli mediante la técnica de difusion en disco, dicho estudio no
pudo demostrar efecto antimicrobiano del aceite de copaiba para Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, sin embargo, Pseudomonas aeruginosa present6 halos de
inhibicion de 6mm; se empled controles positivos de cextriaxona, gentamicina,
ciprofloxacino los que mostraron halos de inhibicion superiores a los 24mm, por lo
tanto, no puede considerarse un efecto antimicotico eficaz del aceite de copaiba para

esta bacteria.

En contraposicion los estudios realizados por Pfeifer A. et al., de la oleorresina de
Copaifera reticulata brasilefia mostraron actividad antibacteriana contra bacterias
gram positivas como Enterococcus faecium y Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM), en el estudio se empleé la fraccion acida de la oleorresina lo que
produjo dos acidos diterpénicos dicarboxilicos. Del mismo modo Marchioro N. et al.,
determinaron actividad antimicrobiana de la resina sobre Sthapylococcus aureusy E.

coli. Simoes C. et al., encontraron efecto contra Streptococcus sp.

Sin embargo, la eficacia antimicrobiana de los compuestos del aceite de copaiba no
debe atribuirse de forma aislada. De hecho, es posible que diferentes sesquiterpenos
presentes en los aceites de copaiba presenten una interaccién sinérgica,

contribuyendo asi a los efectos antimicrobianos observados en diversos estudios.
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El control positivo (nistatina) present6 un halo de inhibicién promedio de 26.07 el cual
fue contrastado con los tratamientos a base de resina de Copaifera paupera “Copaiba”
y aceite de Origanum vulgare “Orégano”, este ultimo presenté mayor efecto a las
concentraciones de 75% y 100% y menor efecto a la concentracion del 50%

comparado con la nistatina.
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4.2 Conclusiones

» El aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” demostré tener efecto
antimicotico sobre Candida albicans a las concentraciones de 50%, 75% y
100%.

» La resina de Copaifera paupera “Copaiba” no demostré tener efecto
antimicotico sobre Candida albicans a las concentraciones de 50%, 75% y
100%. La prueba de Kruskal-Wallis confirmé su efecto nulo comparado con el
control negativo.

» El aceite esencial de Origanum vulgare “orégano” presento efecto antimicético
significativamente mayor sobre Candida albicans que la nistatina a las
concentraciones de 75% y 100%, la concentracidén del 50% resulté tener menor

efecto.

4.3 Recomendaciones

» Se ha demostrado el efecto antimicético del aceite de orégano, pero existe la
necesidad de promover estudios de aplicacion a través de formulaciones
farmacéuticas de faciliten el uso de la poblacion.

» Se necesita realizar estudios fitoquimicos con equipos instrumentales que
determinen los compuestos y las concentraciones de estos contenidos en los
aceites, ya que existe variabilidad de estos debido a diversos factores
ecoldgicos, esto nos permitiria determinar que compuesto permite a la planta
presentar su poder antimicético o la falta de estos.

» Se necesita ampliar estudios con respecto a la resina de Copaifera paupera

“Copaiba”ya que existe varios estudios con controversia en sus resultados.
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Anexo A: Operacionalizacion de variables

UNIDAD DE
VARIABLE
DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
INDEPENDIENTE
DE CORTE
Aceite de
. 0,
Origanum 100%
vulgare
“Orégano” y ., Cuantitativo
_ Concentracion Ordinal 75% Porcentaje
Resina de
Copaifera
paupera 50%
“Copaiba”
UNIDAD DE
VARIABLE
DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
DEPENDIENTE
DE CORTE
Nula <8mm
Efecto Halo de Ordinal Sensible 9mm a 14mm
o rdina
antimicotico inhibicion Cuantitativo Medio 15mm a 19mm
Muy sensible >a20mm
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Anexo B. Instrumentos y recoleccion de datos:

Diametros de los halos de inhibicion obtenidos sobre Candida albicans

Controles Aceite de Origanum Resina de Copaifera
vulgare “Orégano” paupera “Copaiba”

Control Control

Muestra 50% 75% | 100% | 50% | 75% | 100%
Negativo | Positivo
1 6,0 25,9 25,5 31,4 334 | 6,0 6,0 6,0
2 6,0 26,2 25,1 31,1 33,1 | 6,2 6,0 6,0
3 6,2 26,0 25,1 31,2 33,4 | 6,0 6.2 6,0
4 6,0 25,9 25,1 31,1 33,4 | 6,0 6,0 6,4
5 6,0 26,4 25,1 31,1 334 | 6.1 6,0 6,0
6 6,3 25,8 24,6 31,5 33,0 | 6,0 6,0 6,0
7 6,0 26,0 24,8 31,4 334 | 6,0 6,0 6,0
8 6,0 26,3 251 30,9 334 | 6.3 6,0 6,3
9 6,1 26,0 24,4 31,7 33,1 | 6,0 6,2 6,0

10 6,0 25,8 25,1 31,5 33,8 | 6,0 | 6,0 6,0

11 6,2 25,8 25,1 31,3 33,0 | 6,0 | 6,0 6,1

12 6,0 26,6 24,4 30,9 33,1 | 6,0 | 6.1 6,0

13 6,0 26,2 25,6 31,0 33,8 | 6,0 | 6,0 6,0

14 6,3 26,3 25,7 31,4 334 | 6,0 | 60 6,0

15 6,0 25,9 25,5 30,4 341 | 6,0 | 60 6,0




Anexo C: Identificacion taxondmica Origanum vulgare “Orégano”

“Afio de Ia Uni lizacion de la Salud"

CONSTANCIA DE
IDENTIFICACION TAXONOMICA

La Bidloga Flor Milagros Silva Romero con colegiatura del Colegio de Bidlogos del Peri
Nro. 6238 deja constancia que:

L.a muestra botanica recibida de los bachilleres Flor Liliana Requejo Mendoza v Dario
Viisquez Alarcém, quienes reahzan una investigacion en la Facultad de Farmacia y
Bioguimica de la Universidad Maria Auxiliadora — San Juan de Lungancho; ha sido
estudiada ¢ identificada como: Origanam vulgare L. (Orégano) y tiene la siguiente
posicion taxonOmica segln el sistema de clasificacion APG 111 (Angioperm Phylogeny
Group).

Clase: Equisctopsida
Orden: Lamiales Bromhead
Familia: Lamiaceae Martinov
Género: Origanum ..
Especie: Origanum vilgare L.

Nombre vulgar: “Orégano™

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
considere pertinente.

Lambayeque, 20 de octubre del 2020
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Anexo D: Identificacion taxonémica Copaifera paupera “Copaiba”

"Afio de Ia U lizacion de fa Salud”

CONSTANCIA DE
IDENTIFICACION TAXONOMICA

La Bidloga Flor Milagros Sitva Romero con colegiatura del Colegio de Bidlogos del Perl

Nro. 6238 deja constancia que:

La muestra botdnica recibida de los bachilleres Flor Liliana Requejo Mendoza y Dario
Visquez Alarcon, quicnes rcalizan una mvestigacion en la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Maria Auxihadora — San Juan de Lurigancho; ha sido
estudiada e identificada como: Copaifera paupera (Herzog) Dwyer (Copayba) y tiene la
siguiente posicién taxondmica segun el sistema de clasificacion APG 111 (Angioperm
Phylogeny Group).

Clase: Equisetpsida
Orden: Fabales Bromhead
Familia; Facaceae Lindl
Género: Copaifera L.
Especie: Copaifera paupera (Herzog) Dwyer,

Nombre vulgar: “Copayba”

Sc extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
considere pertinente.

Lambayeque, 20 de octubre del 2020
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Anexo E. Certificado de analisis de la cepa Candida albicans ATCC 10231

¢ Mlcrcblologms”

5

llnmrﬁ:iism Name: Candida albicans
mbser: D443

Lot Humber: £43-1008""

Reference Number: ATCCE 10231™"

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

and Perfiormance Upon Release

iration Date: J021/272ZE

ase Information:
'&jalrl'_.r Control Technologist: Alexandra D Siensvad
Release Date: 201972318

Macroscopic Features:

Medium:
Small to medium, white, circular, conves, dull colonies. Mutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, owoidal, budding yeast cells. Gram Stain {1}

1D System: MALDI-TOF (1)

See attached ID Systern results document.

Oither Features! Challenges: Results
(1) Germ Tube Test: positve
(1) Chlamydospore production: positive

'll I
d friant ﬁ,na/i G

Amanda Kupens
Cuality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

ceriiicoie ks the acheal bame: lof nut

FEFEEL 0L md AL PRODUCCE

&

TESTING CERT @bhhn, L

"nszmmunm}mh‘:‘gmmwnﬂ on ‘T prociuct Bbel and packing sip an: merely 3 packaging event RumbDer. The kot pumiber dspiayed on Wiz
Nt VR (AR S, R DR IR ASTE  f Ucus rieement o £ s, scmeanos i 1 shrt i e mey

. Reer fo the enoicsed product Incert for Instnuotions, intended use and hazard/catety information.
P tx 2 raceabis to & recognized suthare colisobion

ATCE Leand * BARER EE RS YRS LTINS Y SRR

1] Thess iess ane soomesdied o IBOEC 170252005,

i 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MM 56303 Page 1of 1 DOC. 238
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -Eﬁg“

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbals [ Color
20 - 3,00 {++) £reen
L7 - 1499 {+} vellow
0.0 = 1.68 =} Ted

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Categaory Interpretation
High conslstemey: The best mantch is a high-confidence idendification. The secopsd-best match is (1) a
{A) high-confidence idenfification in whicl the species is idenrical to ihe best madch, (2) a low-confidence
ideitification in which the species or genns is identical o tbe best match, or (3) 6 noo-identification.
Low consistemcy: The requirements for high consistency are not met. The hest muatch i= a high- or loow-
(B] confidence identificntion. The second-best match is (17 o high- or low-confidencs idenhificatson m
which the genns is ientical bo the best match or (21 a non-identificarion
() No comslstency': The requirensenis Toe hagh or kew comsisiency are not mel
Sample Mame: Candida albicans
Sample Description: D423
Sampie 10 4431006

Sample Creation DateMme:  2012-03-06T14:55:06.305 ADS
Appiled MSP Ubranyiles):  BOAL, Mycobacteria Ubrary {baad method), Fiamentous Fungl Library, Listerta

Sampie Name | Sampia 1D | Organism [beat match) Scors Value
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Anexo F. Evidencias de trabajo de campo

Figura 2. Preparacion del material de Figura 3. Muestra de orégano en equipo
trabajo para extraccion de aceite de destilacién con arrastre de vapor

esencial

\
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Figura 4. Instalacion del equipo de Figura 5. Pruebas de las tomas de agua
destilacién por arrastre de vapor a las lineas del refrigerante

Figura 6. Instalacién y funcionamiento de equipo de destilacion con arrastre de vapor
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Figura 7. Proceso de recoleccién y separacion de las fases acuosa y oleosa del aceite esencial
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Figura 9. Preparacion del material y equipos de trabajo para microbiologia. Esterilizado previo con luz UV

Figura 10. Proceso de activacion de la cepa ATCC 10231 de Candida albicans
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Figura 11. Proceso de dilucion y obtencién del inéculo de trabajo a la concentracion del 0.5 en la escala de
McFarland

Figura 12. Sembrado en placas de Candida albicans ATCC 10231
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Figura 13. Proceso de rotulado y preparacion de los discos a) Rotulado de placas b) Aplicacion del aceite de

orégano en discos c) Aplicacion de resina de copaiba en discos
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Figura 14. Aplicacion de discos con aceite y resina en placas con Candida albicans ATCC 10231
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Anexo G. Escala de Duraffourd

Sensibilidad antimico6tica

Diametro del halo e inhibicién

- + ++ +++
Nula <8 mm
Sensible 9-14 mm
Muy sensible 15-19 mm
Sumamente sensible >20 mm

Fuente: Elaboracién propia
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