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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad sinérgica antimicótica del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” y fluconazol frente a Candida

albicans ATCC 10231, in vitro.

Métodos: La investigación es de tipo experimental. El aceite esencial se obtuvo

mediante destilación por arrastre de vapor de agua, al cual se realizaron las

pruebas de miscibilidad mediante el método de translucidez y determinación de

densidad por picnometría. Para la evaluación de la actividad antifúngica se empleó

el método de difusión en agar frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Resultado: El aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” presenta miscibilidad en solvente orgánicos, tales como n-

hexano, cloroformo, metanol y una densidad de 0,963 ± 0,006 g/mL. Respecto a la

actividad antifúngica se determinaron los halos de inhibición promedio de 12.843

mm, 12.985 mm, 16.368 mm, 10.59 mm y 17.03 mm para el aceite a

concentraciones de 50%, 75, 100%, fluconazol al 0.2 mg/mL y la solución de aceite

esencial 100% y fluconazol al 0.2mg/mL; respectivamente.

Conclusiones: El aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” presenta actividad antifúngica frente a la cepa de Candida

albicans ATCC 10231, y una mayor actividad en asociación al fluconazol a la

concentración de 0.2 mg/mL.

Palabras claves: Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert, aceite esencial,

actividad antifúngica, Candida albicans ATCC 10231.
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ABSTRACT

Objective: To determine the antifungal synergistic activity of the essential oil of

Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert "panizara" and fluconazole against

Candida albicans ATCC 10231, in vitro.

Methods: The research is experimental. The essential oil was obtained by steam

distillation, to which miscibility tests were carried out using the translucency method

and density determination by pycnometry. For the evaluation of the antifungal

activity, the agar diffusion method was used against the Candida albicans strain

ATCC 10231.

Result:: The essential oil from the leaves of Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert "panizara" shows miscibility in organic solvents, such as n-hexane,

chloroform, methanol and a density of 0.963 ± 0.006 g / mL. Regarding the

antifungal activity, the average inhibition halos of 12,843 mm, 12,985 mm, 16,368

mm, 10.59 mm and 17.03 mm were determined for the oil at concentrations of 50%,

75, 100%, fluconazole at 0.2 mg / mL and the solution 100% essential oil and 0.2mg

/ mL fluconazole; respectively.

Conclusions: The essential oil from the leaves of Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert "panizara" shows antifungal activity against the strain of Candida albicans

ATCC 10231, and a higher activity in association with fluconazole at a concentration

of 0.2 mg / mL.

Key words: Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert, essential oil, antifungal

activity, Candida albicans ATCC 10231.
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I. INTRODUCCIÓN

Las enfermedades fúngicas matan a más de 1,5 millones y afectan a más de mil

millones de personas. Sin embargo, siguen siendo un tema descuidado por las

autoridades de salud pública a pesar de que la mayoría de las muertes por

enfermedades fúngicas son evitables. Esto afecta tanto a los pacientes de países

desarrollados como en vías de desarrollo.1

La importancia de las infecciones por hongos tanto en humanos como en animales

ha aumentado en las últimas décadas, las micosis oportunistas son responsables

de una amplia gama de enfermedades, desde infecciones localizadas hasta

enfermedades diseminadas fatales, como aspergilosis, mucormicosis, candidiasis,

criptococosis.2

Se sabe que las infecciones generadas por especies del género Candida ,

específicamente  por Candida albicans están en aumento con un 50% de incidencia

de especies de Candida, estos organismos muesran potencial virulento

característico, susceptibilidad antifúngica y epidemiologíca.2

Actualmente se reporta la resistencia a Candida albicans a los agentes antifúngicos,

en particular a compuestos de triazol. Las consecuencias clínicas de la resistencia

a los antifúngicos pueden verse en los fracasos del tratamiento en los pacientes al

no culminar el tratamiento y en los cambios continuos de las especies de Candida

patogénicas.  Las investigaciones señalan la aparición similar de cepas y especies

de levadura resistentes a los antifúngicos causantes de otros tipos de infecciones,

confundidas por cándida, existiendo la necesidad de adicionar al tratamiento

establecido con terapias alternativas, que puedan potenciar la acción del fármaco,

presentando un efecto sinergico3.

“Nuestro país posee una variedad de recursos naturales producto de su diversidad

de regiones geográficas, factores edáficos y otros factores que hacen propicio el

desarrollo de diferentes plantas con múltiples propiedades medicinales una de

ellas, la antifúngica. En la familia Lamiaceae encontramos al género Clinopodium,

el cual se abordado en diferentes estudios de aceites esenciales y extractos por

sus propiedades antimicrobianas, sin embargo, no se han realizado aún
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investigaciones sobre el efecto conjunto relacionado al uso del aceite esencial de

“panizara” y fluconazol frente a Candida albicans ATCC 10231, in vitro”.

La familia Lamiaceae, es una de las familias de hierbas más importantes, incorpora

una amplia variedad de plantas con aplicaciones biológicas y médicas. Los

miembros más conocidos de esta familia son una variedad de especias aromáticas

como tomillo, menta, orégano, albahaca, salvia, ajedrea, romero, autocurativo,

hisopo, toronjil y algunas otras de uso más limitado4. Esta familia abarca

aproximadamente 21 géneros, destacando principalmente las hierbas y arbustos5,

ubicándose al norte del Perú, especialmente en los Andes entre los 1500 a 4250 m

de altitud6.

El género Clinopodium presenta 200 especies a nivel mundial, que se caracterizan

por habitar en zonas de climas templados y tropicales de ambos hemisferios de la

Tierra. En nuestro país se han reconocido 26 especies, de estas 20 son autóctonas,

dentro de ellas, la panizara la encontramos en la región norte del país.5

Es una planta herbácea aromática de tallos finos, arbustivos y fuertemente

ramificada. Presenta diminutas hojas, en forma de corazón y ápice puntiagudo,

debido a su apariencia pubescente es aserrada con la parte superior verde y la

parte inferior blanca, sus flores son pequeñas y achatadas, pentagonales,

octogonales7.

Especie distribuida ampliamente en la zona norte del país, se localiza en laderas

abiertas y rocosas, riberas, acequias, arroyos rocosos arcillosos, márgenes de

caminos boscosos y arcillosos-pedregosos entre los 2800 a 3500 metros de

altitud, en Cajamarca, Ancash y La Libertad4.

Al ser una planta aromática debido a que contiene esencias de características

aceitosas, que se encuentran básicamente en hojas, es ideal para elaboración

de perfumes y fitocosméticos, puesto que su esencia es muy profunda y

duradera8.

En medicina tradicional la panizara es de gran utilidad para mitigar alteraciones

digestivas como las flatulencias, indigestión y también un eficaz relajante. 9
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Los aceites esenciales son solubles en solventes orgánicos, como el alcohol, éter;

pero insolubles en agua, suelen ser líquidos e incoloros a temperatura ambiente,

con un olor característico y una densidad inferior a la unidad, con la excepción de

algunos casos (canela, sasafrás y vetiver). Tienen un índice de refracción y una

actividad óptica muy alta. Estos aceites volátiles contenidos en las hierbas son

responsables de los diferentes aromas que emiten las plantas. Son ampliamente

utilizados en la industria cosmética, perfumería y también aromaterapia 10,11,12.

Químicamente son sustancias terpénicas (monoterpenos y sesquiterpenos) y

derivados aromáticos fenilpropánicos. Pueden ser de tipo alcohol, cetona, fenol,

éter, entre otros12.

La extracción de. aceites esenciales de muestras vegetales que se obtiene por

diferentes métodos entre ellos la destilación por arrastre con.vapor de agua,

extrusión, extracción con solventes orgánicos, por impregnación y con fluidos

supercríticos13.

La destilación por arrastre con vapor, pasa por un acondicionamiento de la planta

donde es secada y cortada para obtener trozos pequeños que serán colocados en

en una cámara inerte y sometidos  a una corriente de vapor sobrecalentado, la

esencia producida se recogen y separan de la fase acuosa. Esta tecnología es muy

utilizada, especialmente para fragancias líquidas, especialmente fragancias para

perfumes. Debido a su bajo costo de implementación, alto rendimiento de

extracción y alta pureza del aceite esencial obtenido, se utiliza en la industria.13

Los aceites esenciales a través de numerosas investigaciones están demostrando

que tiene actividad antioxidante y antifúngico, así, en  un estudio sobre la actividad

antioxidante in vitro de los aceites esenciales de Origanum vulgare L.(orégano),

Rosmarinus officinalis L.(romero) y Coriandrum sativum L.(cilantro),en emulsiones

de agua en aceites (Ag/Ac) y aceite de agua (Ac/Ag),sometidas al deterioro

oxidativo por medio de la radiación ultravioleta, se demostró que en la emulsión de

Ag/Ac,el aceite esencial de orégano presento actividad antioxidantes superior a la

del cilantro y el romero, e incluso a la de la vitamina E y así mismo; el aceite esencial

de orégano presentó una acción protectora más baja en la emulsión de Ac/Ag”14.
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 En un estudio sobre la evaluación de la actividad antifúngica del aceite esencial de

Origanum vulgare L. sobre Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Candida albicans;

se demostró que presenta esta actividad, debido posiblemente a la presencia de

compuestos químicos fenólicos como el timol y el carvacrol en su composición

química15. Mientras que los aceite esenciales de canela y mostaza fueron efectivos

para inhibir Staphylococcus aureus , Bacillus cereus , Escherichia coli O157: H7,

Pseudomanas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,

Pectobacterium carotovorum y Salmonella entérica subsp. Entérica

individualmente, su acción sinérgica solo se encontró en Escherichia coli O157: H7

y Pseudomanas putida. La actividad antimicrobiana más alta se observó en aceite

esencial de mostaza16.

Al realizar el estudio del aceite esencial, extractos e infusiones de eucalipto

(Eucalyptos globulus), se reportó actividad antifúngica, a concentraciones entre el

54% y el 95% del componente activo 1,8-cineol17.

En su investigación De la Cruz18, identificó el efecto antimicótico, antioxidante y

antimicrobiana de los aceites esenciales del matico, carpundia, y matico rojo.

Como señala Cano19, al realizar el análisis del aceite esencial de muña determinó

actividad antimicótica in vitro frente a Candida albicans a concentraciones de 50%

y 100%; asimismo, identificó actividad frente a Microsporum canis, trichophytom

mentagrophytes y Trichophytom tonsurans; a volúmenes de 5mL y 50 mL; los

compuestos químicos que reportó en el aceite esencial fueron la Pulegona,

mentona y limoneno.

Varios investigadores han propuesto el aumento de la actividad antibacteriana de

los aceites esenciales, cuando se utilizan en combinación. No sólo se han descrito

interacciones sinérgicas sino también aditivas, no interactivas y antagónicas20.

Dentro de estas interacciones, se han sugerido combinaciones de aceites

esenciales que tienen efectos sinérgicos y aditivos para aplicaciones

alimentarias21. La acción sinérgica se evidencia cuando el control positivo y el

aceite esencial en conjunto tienen un efecto inhibidor mayor; que la actividad

individual del aceite esencial. En un trabajo que investigaba la actividad

antibacteriana de los aceites esenciales de tomillo y orégano y sus compuestos
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principales (timol y carvacrol), se descubrió que la combinación de timol y

carvacrol(monoterpenos aromáticos oxigenados) tienen efectos antibacterianos

aditivos contra Staphylococcus aureus y Bacillus cereus , Salmonella infantis ,

y Escherichia coli . Además, se observó una acción antibacteriana aditiva con la

combinación de aceite esencial de tomillo y orégano22. Si bien no se informó ningún

antagonismo para las combinaciones de cardamomo, comino y eneldo, la mayor

actividad antimicrobiana se observó en una combinación de cardamomo y

eneldo22.

Los efectos antibacterianos de los aceites esenciales se producen de dos formas:

por la restricción del crecimiento bacteriano (bacteriostático) o por la destrucción de

las células bacterianas (bactericida)23.

 Estas actividades antibacterianas se pueden determinar utilizando métodos de

difusión en agar disco, micro y macro dilución en caldo y dilución en agar. La

actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende principalmente de la

composición química y de las partes de las plantas. Por otro lado, las bacterias

Gram-positivas y Gram-negativas difieren en términos de su sensibilidad frente a

los aceites esenciales. Estas diferencias se han explicado por varios mecanismos

como las características de los componentes presentes en los aceites esenciales y

la naturaleza resistente de las bacterias, destacando el grupo de gramnegativas las

cuales poseen una doble capa de fosfolípidos conocida como doble membrana, sin

embargo, la asociación de diversos componentes presente en algunos aceites

esenciales, esto dependiente del tipo de especie vegetal y del quimiotipo

dependiente de la zona de cultivo24.  Mientras que la actividad antibacteriana de

diferentes aceites esenciales vegetales está bien documentada contra bacterias

Gram-positivas como: Bacillus subtilis , Staphylococcus aureus , Listeria

monocytogenes ) y Gram-negativas como: Escherichia coli , Salmonella

typhimurium , Pseudomonas aeruginosa , Camplyobacter spp, persiste la

tendencia de encontrar metabolitos secundarios de nuevas especies vegetales que

presente una mayor actividad y seguridad25,26,27. Además de estas razones se debe

evaluar las cepas clínicas y estándar pudiendo diferir en términos de su sensibilidad

frente a los aceites esenciales 28.
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Valverde P, (2017), desarrollo la investigación con el objetivo de “evaluar la

efectividad antimicótica del aceite esencial de orégano de las provincias de

Chimborazo y Santa Elena al 100% de concentración sobre Candida albicans”. En

los resultados se determinó que los aceites esenciales de orégano de ambas

mostraron diferencias significativas sobre las levaduras en comparación con

nistatina. Se concluyó que el aceite esencial obtenido del orégano proveniente de

la provincia de Chimborazo presentó mayor efectividad antimicótica frente a

Candida albicans que el aceite de orégano de la localidad de Santa Elena 29.

Gamero y Martínez, (2019), desarrollaron la investigación cuyo objetivo fue

“determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de las hojas secas

de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts (panizara) procedentes de Áncash”.

Se analizaron extractos hidroalcohólicos de panizara a las concentraciones de 33%,

43% y 50%; los cuales fueron contrastados con cloranfenicol, ciprofloxacino y

trimetoprima más sulfametoxazol. Se obtuvo la formación de halos de inhibición de

las concentraciones de 33%, 43% y 50% siendo el diámetro de los halos de 22 mm,

24 mm, 28 mm respectivamente. Concluyeron que la concentración al 50%

presentó mayor efecto antibacteriano que las otras concentraciones, sin embargo,

el efecto antibacteriano fue menor en comparación con los medicamentos

utilizados30.

Tapia E, (2018) realizó la investigación con el objetivo de “evaluar la composición

química del aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)

Govaerts (panizara), actividad antioxidante in vitro y la actividad antifúngica in vitro,

frente a Candida albicans”.  El  aceite  esencial  se obtuvo a partir  de las  hojas de

panizara por  arrastre de vapor de agua, reportándose un rendimiento de 0,58 %v/p.

En los resultados se determinó que el aceite esencial presenta actividad

antioxidante variable; por el método del DPPH no presentó actividad antioxidante

significativa frente al patrón estándar Trolox. Por el contrario, por el método del

radical ABTS•+, se obtuvo una actividad antioxidante significativa frente al estándar.

La actividad antifúngica se evaluó empleando el método de difusión en agar

mostrando actividad significante frente a Candida albicans en concentraciones de

100%, 75% y 50% 31.

Y como antecedentes internacionales:
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Blaszhekovikj D, et al. (2018), realizaron en Macedonia la investigación titulada

“Actividad antifúngica del aceite esencial de la planta Satureja hortensis L.(salado)

cultivado en la región de Pelagonija”. El objetivo fue investigar si el aceite esencial

de la planta Satureja hortensis L. (salado), cultivado en la región de Pelagonija

(Bitola, Macedonia), manifiesta cierta actividad antifúngica contra el hongo

Aspergillus niger y actividad contra la levadura Candida albicans. El aceite esencial

se obtuvo de las partes aéreas mediante el método de hidro-destilación y se usó el

aparato Unger para obtener el aceite esencial de esta planta. Las actividades

antifúngicas y anti-levadura del aceite se evaluaron mediante el método de difusión

en disco a concentraciones de 10mg/mL, 50mg/mL, 100mg/mL, 150mg/mL,

200mg/mL y 600mg/mL . El aceite esencial de la planta Satureja hortensis L. mostró

una actividad antimicrobiana diferente contra Aspergillus niger y Candida albicans,

dependiendo de la concentración del aceite esencial usado, así como también del

tipo de microorganismo 32.

Noriega F, et al. (2018), realizaron en Ecuador la investigación titulada

“Composición química, actividad antioxidante y prueba antimicrobiana contra

patógenos respiratorios del aceite esencial de Clinopodium nubigenum (Kunth)

Kuntze”.  El objetivo de este estudio fue dilucidar la composición química, y sus

actividades antioxidantes y antimicrobianas del aceite esencial. La mayoría de los

compuestos identificados fueron acetato de carvacrol (42,1%), carvacrol (20,6%),

pulegona (6,3%) y timol (5,5%).  Se concluye que la especie presenta actividad

antibacteriana significativa a una concentración de 2,5% contra Staphylococcus

aureus 33.

Potente G, et al. (2020), desarrollo la investigación titulada:

Actividad anti - cándida de aceites esenciales de plantas Lamiaceae de la zona

mediterránea y Oriente Medio. El estudio tuvo como objetivo revisar

la actividad anti-Candida de los aceites esenciales recolectados de 100 especies

de la familia Lamiaceae que crecen en el área del Mediterráneo y Oriente Medio. Se

ofrece una descripción general de los aceites esenciales y los componentes más

prometedores que inhiben Candida spp. crecimiento, con un enfoque particular

para aquellos productos naturales capaces de reducir la expresión de factores de

virulencia, como la transición levadura-hifa y la formación de biopelículas. Con base

en el conocimiento actual sobre los miembros de la familia Lamiaceae, las
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recomendaciones futuras para fortalecer el valor de estos aceites esenciales como

agentes antimicrobianos incluyen la selección de patógenos, con una extensión

hacia la nueva Candida emergente.spp. y detección toxicológica, ya que no se

puede dar por sentado que los productos derivados de plantas carecen de

propiedades potencialmente tóxicas y / o cancerígenas34.

El objetivo general del estudio será determinar la actividad sinérgica antimicótica

del aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” y

fluconazol frente a Candida albicans ATCC 10231, in vitro.

La hipótesis general del estudio se describe como:

El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” y

fluconazol, presenta actividad sinérgica antimicótica frente a Candida albicans

ATCC 10231, in vitro.
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II. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 ENFOQUE Y DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN

Enfoque: Cuantitativo, porque se tomaron las medidas de los halos de inhibición

formados en el periodo de tiempo establecido para evaluar el efecto antimicótico.

Experimental: Porque se manipulo la variable independiente (aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunt) Goavaert “panizara”  a concentraciones de 100, 75

, 50 % y asociación con fluconazol) para determinar su efecto sobre la variable

dependiente (actividad sinérgica antimicótica frente a Candida albicans ATCC

10231)

Explicativo: Porque explica el porqué de los hechos mediante una relación causa-

efecto. Para el caso de nuestro estudio, busca relacionar las diferentes

concentraciones del aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunt) Goavaert

“panizara” y su asociación con  fluconazol con la finalidad de evaluar la actividad

antimicótica frente a Candida albicans ATCC 10231 y el posible sinergismo entre el

aceite esencial y fluconazol.

Prospectivo: Porque la ejecución y recolección de datos se dieron en el presente

para evaluarlos en el futuro.

Transversal: Porque la recolección de los datos se dio por única vez en un

momento determinado.

2.2 POBLACIÓN, MUESTRA Y MUESTREO

La población estuvo conformada por las hojas Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara”, las hojas fueron colectadas en la provincia de Pallasca

ubicada a 3100 metros de altitud en Ancash, dichas hojas fueron internadas en el

Museo de Historia Natural de la UNMSM donde se realizó la clasificación

taxonómica.

La muestra estuvo constituida por 1500 gramos de hojas de Clinopodium

pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”.

La muestra microbiológica fue la cepa de Candida albicans ATCC 10231.
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2.3 VARIABLES DE INVESTIGACIÓN

Variable independiente: Aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert   “panizara”

Definición conceptual: Mezclas complejas de compuestos producidos por plantas y

aislado mediante destilación por arrastre a vapor de agua.

Definición operacional: Concentración del aceite esencial de Clinopodium

pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”

Variable dependiente: Actividad antimicótica in vitro frente a  cepas de Candida

albicans ATCC 10231

Definición conceptual: Capacidad de una sustancia para inhibición el crecimiento

micótico

Definición operacional: Sensibilidad micótica frente al aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” obtenidas por medición del

diámetro de los halos de inhibición.

2.4 TÉCNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCIÓN DE DATOS

Se usaron fichas de registro ficha de registro de datos para evaluar la miscibilidad

del aceite esencial y a la actividad antimicótica.

2.5. PROCESO DE RECOLECCIÓN DE DATOS

El procedimiento para la recolección de datos está basado en el tipo de observación

no participativa, realizando el seguimiento a los siguientes procesos:

2.5.1 Recolección del material vegetal

Se recolectaron las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”

en la provincia de Pallasca, capital Cabana, región Ancash ubicada a 3100 metros

de altitud.



20

Se seleccionaron las hojas se lavarán a temperatura ambiente promedio 20 °C, a

penas lleguen a Lima, con abundante agua, para la posterior obtención del aceite

esencial.

2.5.2 Obtención del aceite esencial

Se procesó 1,5 kg de hojas frescas mediante destilación por arrastre de vapor de

agua en el equipo de destilación. Teniendo en cuenta la insolubilidad del destilado

y la diferencia de densidad entre el agua y los aceites esenciales, se usó un embudo

de decantación para separar el aceite, posteriormente se usó sulfato de sodio

anhidro de grado reactivo para eliminar las impurezas del agua en el aceite esencial

y posteriormente se conservó en un frasco ámbar. a 4 ° C 31.

2.5.3 Ensayo de miscibilidad

Para la prueba de miscibilidad se utilizó una variedad de solventes como agua,

metanol, etanol absoluto, n-butanol, dimetilsulfóxido (DMSO), éter etílico,

cloroformo. Los resultados fueron interpretados como: - (inmiscible); + (miscible)35

2.5.4 Ensayo de densidad relativa

“Se evaluó según la fórmula:”.

2.5.5 Rendimiento del aceite esencial (RAE) 35

Para la determinación del rendimiento se realizó con el volumen de destilado del

aceite esencial obtenido en la probeta florentino. Por el método gravimétrico-

volumétrico se determinó el porcentaje de Rendimiento de Aceite Esencial (%RAE)

con la siguiente expresión”:
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2.5.5 Pruebe antimicótica (Candida albicans) por el método de difusión en
agar

Esta prueba se basa en la inhibición del crecimiento fúngico, mediante la difusión

de las sustancias activas en un medio sólido y se evidencia por la formación de

halos claros alrededor de las colonias.

Para la preparación de la suspensión del inóculo, se utilizó el microrganismo

Candida albicans en agar dextrosa Sabouraud por 48 h. Luego se suspendió el

microorganismo en solución salina 0,85% estéril y se ajustó la turbidez al

equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland.

El medio de agar de Glucosa Sabouraud fue reconstituido a 45 ° C.  Se inoculó 1

mL de suspensión (1 x 106 ufc  /  mL)  en  100  mL  de  medio,  posteriormente  se

procedió a homogeneizar y distribuir su contenido en placas petri de vidrio estériles

de diámetro de 90 mm. Luego se procedió con el rotulado, indicando el nombre del

microorganismo. Finalmente, se realizaron agujeros con un punzón de acero con

un diámetro exterior de 11 mm, haciendo 4 agujeros equidistantes en cada placa.

Se agregó 100 μL de aceite esencial a las concentraciones de 100, 75 y 50 %,

solución de aceite y estándar en los pocillos, se dejó reposar a temperatura

ambiente durante 30 minutos y luego fue incubado a 37 ° C durante 24 horas.

Se observó zonas claras correspondiente a la inhibición del crecimiento y se midió

los diámetro de los halos. Se consideró una actividad antifúngica significativa

cuando presenta un  halo de inhibición mayor a 18mm según Rojas36, mientras que

Duraffourd y Lapraz plantean una interpretación de actividad (-) Nula con  diámetro

(< 8 mm); actividad (+) Sensible bajo con diámetro (8 - 14 mm); actividad media
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(muy sensible) con un diámetro (14 - 20 mm) y  sumamente sensible:  con diámetro

(> 20 mm)37.

Se utilizó como:

Control positivo: fluconazol 0,2 mg/mL

Control negativo: Dimetilsulfoxido(DMSO)

Concentración 1: 100% de aceite

Concentración 2: 75% p/p aceite

Concentración 3: 50% p/p aceite

Concentración 4: 100% p/p aceite + 0,2 mg/mL

2.6. MÉTODOS DE ANÁLISIS ESTADÍSTICOS

Luego de la obtención de resultados de los análisis mencionados, se realizaron las

evaluaciones mediante estadística descriptiva utilizando el paquete informático

Microsoft Excel versión 2019. Asimismo, los valores de los halos de inhibición

medidos a las 24 horas de incubación, se analizarán en el programa estadístico

SPSS versión 23 en su versión reciente, en las cuales se realizará la prueba de

ANOVA y la prueba de Tukey para elegir el mejor tratamiento, en caso de existir

diferencia significativa.
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III. RESULTADOS

3.1 Rendimiento del aceite esencial

Tabla1. Rendimiento del aceite esencial de las hojas de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”

Muestra
Cantidad de muestra

fresca (Kg)
Cantidad de aceite

esencial(mL)
Rendimiento

(%) v/p
hojas de Clinopodium

pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara”

1.5 7.8 0,52

Fuente: Elaboración propia

En la tabla 1, se muestra la obtención de 7.8 mL de aceite esencial a partir de 1.5

Kg de hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” con un

rendimiento del 0,52% v/p mediante destilación por arrastre a vapor de agua.

3.2 Ensayo de miscibilidad

Tabla 2. Ensayo de miscibilidad del aceite esencial de las hojas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”

SOLVENTES RESULTADOS
N-hexano +

Cloroformo +

Etanol 96% -

Metanol +
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Ácido acético -

Agua destilada -

Fuente: Elaboración propia

Donde: (-) inmiscible (+) miscible

En la tabla 2, se muestran los resultados de la prueba de miscibilidad del aceite

esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”,

mostrando miscibilidad en los solventes n-hexano, cloroformo y metanol.

3.3 Densidad relativa

Tabla 3. Densidad relativa del aceite esencial de las hojas de Clinopodium
pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”

Fuente: Elaboración propia

En la tabla 3, se puede apreciar la densidad relativa del aceite esencial de 0,963 ±

0,006 g/mL.

3.4 Actividad antifúngica frente a Candida albicans ATCC 10231

Para la determinación de la actividad antifúngica del aceite esencial de las hojas de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” frente a Candida albicans

ATCC 10231, se utilizaron concentraciones del aceite esencial al 50%, 75%,100%,

adicionalmente se utilizó una solución de aceite esencial al 100% con fluconazol

para evaluar el sinergismo. El control positivo fue fluconazol 0.2 mg/mL y el control

negativo fue Dimetilsulfoxido.

Densidad
relativa (g/mL)

Promedio ± Desviación
estándar.

0,97

0,963 ± 0,006*0.96

0,96
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Tabla 4. Actividad antiCandida albicans del aceite esencial de las hojas de
Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”

Diámetro del halo de inhibición (mm) de Candida albicans ATCC  10231

Numero de
muestra

Control negativo
(Dimetilsulfoxido)

Aceite
esencial
al 50 %

Aceite
esencial
al 75%

Aceite
esencial
al 100 %

Control
positivo

Fluconazol
al

0.2mg/mL

Aceite
esencial
al 100% y
fluconazol

al 0.2
mg/mL

1 6 12.96 13.01 16.44 10.38 16.91

2 6 12.83 12.97 16.21 11.01 17.05

3 6 12.81 13.07 16.47 10.45 17.03

4 6 12.77 12.89 16.35 10.52 17.13

Promedio 6.000 12.843 12.985 16.368 10.59 17.030

Desviación
estándar

0.000 0.082 0.075 0.117 0.286 0.091

Fuente: Elaboración propia

Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)

· (-) Nula: Diámetro (< 8 mm)

· (+) Sensible bajo: Diámetro (8 - 14 mm)

· (++) Medio (muy sensible): Diámetro (14 - 20 mm)

· (+++) Sumamente sensible: Diámetro (> 20 mm)
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Fuente: Elaboración propia

Figura N°1. Halos de inhibición promedio de los grupos experimentales frente a la
cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Leyenda:

CN: Control negativo (Dimetilsulfoxido)

AE 50%: Aceite esencial al 50 %

AE 75%: Aceite esencial al 75 %

AE 100%: Aceite esencial al 100 %

CP = Control positivo Fluconazol al 0.2mg/mL

CP + AE 100%= Fluconazol al 0.2mg/mL + aceite esencial al 100%.

En la tabla 4, se observan los valores promedios y la desviación estándar de las

lecturas por cuadruplicado del control negativo (dimetilsulfoxido), aceite esencial al
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50%, aceite esencial al 75%, aceite esencial al 100%, control positivo (fluconazol al

0.2mg/mL) y la solución de aceite esencial al 100% con fluconazol al 0.2 mg/mL.

Según la escala interpretativa de Duraffourd y Lapraz, el grupo que contenía

dimetilsufoxido (control negativo) presenta una actividad nula, los grupos que

contenían el aceite esencial al 50, 75% y control positivo presentan halos de

inhibición de 12.843, 12.985 y 10.49, respectivamente, presentando una actividad

sensible-baja. La concentración del aceite esencia al 100% y fluconazol con aceite

esencial 100%, presentan halos de 16.368 y 17.030, respectivamente, teniendo

actividades muy sensibles.

3.5 Contraste de hipótesis

3.5.1 Contrastación de hipótesis general

H0: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” y

fluconazol, no presenta actividad sinérgica antimicótica frente a Candida albicans

ATCC 10231, in vitro.

H1: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” y

fluconazol, presenta actividad sinérgica antimicótica frente a Candida albicans

ATCC 10231, in vitro.

Se realizaron los análisis estadísticos de los halos de inhibición producidos al

evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de las hojas de Clinopodium

pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”., los resultados se muestran en la Tabla 5,

donde se considera la determinación de la media aritmética, desviación estándar,

error estándar, límites de confianza y valores mínimo y máximo para los grupos

experimentales frente a Candida albicans ATCC 10231, se observa que todos los

resultados obtenidos se encuentran dentro de los límites de confianza.  Se evalúa

la media de los diámetros de los halos de inhibición obtenidos frente la escala de

sensibilidad de Duraffourd y Lapraz.
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Tabla 5. Estadística descriptiva de la actividad antifúngica del aceite esencial de

las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” frente a Candida

albicans ATCC 10231.

Descriptivos

Halo de inhibición

N Media

Desviación

estándar

Error

estándar

95% del intervalo de

confianza para la media

Mínimo Máximo

Límite

inferior

Límite

superior

0 4 6.000000 .0000000 .0000000 6.000000 6.000000 6.0000 6.0000

AE 50 % 4 12.842500 .0822091 .0411045 12.711687 12.973313 12.7700 12.9600

AE 75 % 4 12.985000 .0754983 .0377492 12.864865 13.105135 12.8900 13.0700

AE 100 % 4 16.367500 .1167262 .0583631 16.181763 16.553237 16.2100 16.4700

Fluconazol 0.2 mg/mL 4 10.590000 .2857738 .1428869 10.135270 11.044730 10.3800 11.0100

AE 100% y Fluconazol

0.2 mg/mL
4 17.030000 .0909212 .0454606 16.885324 17.174676 16.9100 17.1300

Total 24 12.635833 3.7695668 .7694596 11.044085 14.227582 6.0000 17.1300
Fuente: Elaboración propia

Como se puede apreciar los grupos experimentales de 50%, 75% y control positivo

obtuvieron una sensibilidad baja, considerando la escala de Duraffourd con una

media de 12.84 ± 0.082 mm, 12.99 ± 0.075 mm y 10.59 ± 0.286 mm

respectivamente y al 100% y 100% más fluconazol al 0.2 mg/ml muy sensible con

una media de 16.37 ± 0.112 mm y 17.03 ± 0.091 mm. Por lo tanto, se rechaza la

hipótesis nula (H0) y se acepta la hipótesis alterna (H1).

Conclusión: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” y fluconazol, presenta actividad sinérgica antimicótica frente a Candida

albicans ATCC 10231.

- Hipótesis específica 1:

H0: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” al

100%, no presenta actividad antimicótica frente a la cepa de Candida albicans

ATCC 10231, in vitro.

H1: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” al

100%, presenta actividad antimicótica frente a la cepa de Candida albicans ATCC

10231, in vitro.
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Como se puede apreciar el grupo experimental que contenía el aceite esencial al

100%, evidenció una actividad muy sensible según la escala de Duraffourd, con

una media de 16.36 ± 0.116 mm, mostrando una diferencia entre los valores de

promedios del control negativo y control positivo equivalentes a 6 ± 0 mm y 10.56 ±

0.285 mm, respectivamente. Por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula (H0) y se

acepta la hipótesis alterna (H1).

Conclusión: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” al 100%, presenta actividad antimicótica frente a Candida albicans

ATCC 10231.

-  Hipótesis específica 2:

H0: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” al

75%, no presenta actividad antimicótica frente a la cepa de Candida albicans ATCC

10231, in vitro.

H1: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” al

75%, presenta actividad antimicótica frente a la cepa de Candida albicans ATCC

10231, in vitro.

Como se puede apreciar el grupo experimental que contenía el aceite esencial al

75%, evidenció una sensibilidad baja según la escala de Duraffourd, con una media

de 12.98 ± 0.075 mm, mostrando una diferencia entre los valores de promedios del

control negativo y control positivo equivalentes a 6 ± 0 mm y 10.56 ± 0.285 mm,

respectivamente. Por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula (H0) y se acepta la

hipótesis alterna (H1).

Conclusión: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” al 75%, presenta actividad antimicótica frente a Candida albicans ATCC

10231.

-  Hipótesis específica 3:

H0: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” al

50%, no presenta actividad antimicótica frente a la cepa de Candida albicans ATCC

10231, in vitro.
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H1: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” al

50%, presenta actividad antimicótica frente a la cepa de Candida albicans ATCC

10231, in vitro.

Como se puede apreciar el grupo experimental que contenía el aceite esencial al

50%, evidenció una sensibilidad baja según la escala de Duraffourd, con una media

de 12.84 ± 0.082 mm, mostrando una diferencia entre los valores de promedios del

control negativo y control positivo equivalentes a 6 ± 0 mm y 10.56 ± 0.285 mm,

respectivamente. Por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula (H0) y se acepta la

hipótesis alterna (H1).

Conclusión: El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” al 75%, presenta actividad antimicótica frente a Candida albicans ATCC

10231.

-  Hipótesis específica 4:

H0: La disolución del aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” y fluconazol, no presenta actividad sinérgica antimicótica frente a la cepa

de Candida albicans ATCC 10231, in vitro.

H1: La disolución del aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” y fluconazol, presenta actividad sinérgica antimicótica frente a la cepa

de Candida albicans ATCC 10231, in vitro.

Como se puede apreciar en la tabla 5, el grupo experimental que contenía el aceite

esencial al 100% con fluconazol 0.2mg/mL presenta una actividad muy sensible

según la escala de Duraffourd con una media de 17.03 ± 0.09 mm, siendo superior

a los demás tratamientos.

Para determinar si existe diferencia significativa entre los tratamientos realizaremos

las pruebas de normalidad y homogeniedad de varianzas para determinar la prueba

estadística a utilizar.

La prueba de normalidad nos indica que los halos de inhibición obtenidos presentan

una distribución normal, en este caso se utilizó la prueba de Shapiro-Wilk, debido a

que la muestra es menor a 30 unidades, en la Tabla 6, se muestra que el p-

valor(sig) donde resulta ser mayor a 0.05 para todos los grupos de estudio, por lo
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tanto, los resultados presentan distribución normal. La prueba de homogeneidad de

varianzas nos ayuda a determinar si las varianzas de cada tratamiento aplicado son

iguales o diferentes estadísticamente para ello se emplea el estadístico de Levene,

en la Tabla 7 observamos que p-valor (sig) es mayor a 0.05, por lo tanto, se

concluye que las varianzas de los tratamientos aplicados son homogéneas, por

consiguiente; al cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de

varianza aplicaremos pruebas paramétricas, en este caso la prueba de ANOVA.

Tabla 6. Prueba de Normalidad de los halos de inhibición del aceite esencial de

las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” frente a

Candida albicans ATCC 10231 .

Pruebas de normalidada

Concentraciones

Kolmogorov-Smirnovb Shapiro-Wilk

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig.

Halo de inhibición AE 50 % ,310 4 . ,884 4 ,358

AE 75 % ,171 4 . ,994 4 ,976

AE 100 % ,233 4 . ,918 4 ,523

Fluconazol 0.2 mg/mL ,347 4 . ,807 4 ,115

AE 100% y Fluconazol 0.2

mg/mL
,250 4 . ,963 4 ,797

a. Halo de inhibición es constante cuando Concentraciones = 0. Se ha omitido.

b. Corrección de significación de Lilliefors
Fuente: Elaboración propia

Tabla 7. Prueba de Homogeneidad de varianzas del aceite esencial de las hojas

de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”

Prueba de homogeneidad de varianzas
Halo de inhibición

Estadístico de

Levene gl1 gl2 Sig.

3,549 5 18 ,021
Fuente: Elaboración propia
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Tabla 8. Prueba de ANOVA de los halos obtenidos frente a la cepa de Candida

albicans ATCC 10231 .

ANOVA
Halo de inhibición

Suma de

cuadrados gl

Media

cuadrática F Sig.

Entre grupos 326,474 5 65,295 3376,827 ,000

Dentro de grupos ,348 18 ,019

Total 326,822 23
Fuente: Elaboración propia

La prueba ANOVA nos permite verificar la existencia de diferencias significativas

entre los tratamientos aplicados a la media de cada uno de ellos. Al observar el

resultado p < 0.05 (sig), en la Tabla 8, para la cepa de Candida albicans ATCC

10231, se afirma que existe diferencias significativas entre los tratamientos

aplicados, para saber cuál de los tratamientos son diferentes, se debe aplicar la

prueba de Tukey.

Tabla 9.  Comparaciones múltiples de los halos de inhibición de la cepa de

Candida albicans ATCC 10231, Prueba de HSD TUKEY.

Comparaciones múltiples
Variable dependiente:   Halo de inhibición

HSD Tukey

(I) Concentraciones (J) Concentraciones

Diferencia

de medias

(I-J)

Error

estándar Sig.

Intervalo de confianza al

95%

Límite

inferior

Límite

superior

0 AE 50 % -6.8425000* .0983263 ,000 -7.154984 -6.530016

AE 75 % -6.9850000* .0983263 ,000 -7.297484 -6.672516

AE 100 % -

10.3675000*
.0983263 ,000 -10.679984 -10.055016

Fluconazol 0.2 mg/mL -4.5900000* .0983263 ,000 -4.902484 -4.277516

AE 100% y Fluconazol

0.2 mg/mL

-

11.0300000*
.0983263 ,000 -11.342484 -10.717516

AE 50 % 0 6.8425000* .0983263 ,000 6.530016 7.154984

AE 75 % -.1425000 .0983263 ,698 -.454984 .169984
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AE 100 % -3.5250000* .0983263 ,000 -3.837484 -3.212516

Fluconazol 0.2 mg/mL 2.2525000* .0983263 ,000 1.940016 2.564984

AE 100% y Fluconazol

0.2 mg/mL
-4.1875000* .0983263 ,000 -4.499984 -3.875016

AE 75 % 0 6.9850000* .0983263 ,000 6.672516 7.297484

AE 50 % .1425000 .0983263 ,698 -.169984 .454984

AE 100 % -3.3825000* .0983263 ,000 -3.694984 -3.070016

Fluconazol 0.2 mg/mL 2.3950000* .0983263 ,000 2.082516 2.707484

AE 100% y Fluconazol

0.2 mg/mL
-4.0450000* .0983263 ,000 -4.357484 -3.732516

AE 100 % 0 10.3675000* .0983263 ,000 10.055016 10.679984

AE 50 % 3.5250000* .0983263 ,000 3.212516 3.837484

AE 75 % 3.3825000* .0983263 ,000 3.070016 3.694984

Fluconazol 0.2 mg/mL 5.7775000* .0983263 ,000 5.465016 6.089984

AE 100% y Fluconazol

0.2 mg/mL
-.6625000* .0983263 ,000 -.974984 -.350016

Fluconazol 0.2 mg/mL 0 4.5900000* .0983263 ,000 4.277516 4.902484

AE 50 % -2.2525000* .0983263 ,000 -2.564984 -1.940016

AE 75 % -2.3950000* .0983263 ,000 -2.707484 -2.082516

AE 100 % -5.7775000* .0983263 ,000 -6.089984 -5.465016

AE 100% y Fluconazol

0.2 mg/mL
-6.4400000* .0983263 ,000 -6.752484 -6.127516

AE 100% y Fluconazol

0.2 mg/mL

0 11.0300000* .0983263 ,000 10.717516 11.342484

AE 50 % 4.1875000* .0983263 ,000 3.875016 4.499984

AE 75 % 4.0450000* .0983263 ,000 3.732516 4.357484

AE 100 % .6625000* .0983263 ,000 .350016 .974984

Fluconazol 0.2 mg/mL 6.4400000* .0983263 ,000 6.127516 6.752484

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Fuente: Elaboración propia

En la Tabla 9, se demuestra que los grupos experimentales presentan diferencias

significativas dado que; el valor de Sig es menor 0.05, excepto para la

concentración del aceite esencial al 50 y 75%, que estadísticamente presentan la

misma actividad, en comparación a los demás grupos.

Tabla 10. Prueba de subconjuntos de Tukey para Candida albicans ATCC 10231

Halo de inhibición
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HSD Tukeya

Concentraciones N

Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5

0 4 6.000000

Fluconazol 0.2 mg/mL 4 10.590000

AE 50 % 4 12.842500

AE 75 % 4 12.985000

AE 100 % 4 16.367500

AE 100% y Fluconazol 0.2

mg/mL
4 17.030000

Sig. 1,000 1,000 ,698 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 4,000.
Fuente: Elaboración propia

En las tablas 10, podemos observar que las medias de los tratamientos aplicados

son distintas, excepto para los grupos que contenían aceite esencial al 50 y 75%,

excluyendo estos grupos se observa que a mayor concentración del aceite hay una

mayor inhibición, representado en el diámetro de los halos. El aceite esencial de las

hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” al 100% y fluconazol

0.2 mg/dl presenta actividad frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231,

dando como resultados halos de 16,367 mm (muy sensible) y este es superior a los

demás tratamientos. Por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula (H0) y se acepta la

hipótesis alterna (H1).

Conclusión: La disolución del aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” y fluconazol, presenta actividad sinérgica antimicótica frente a

la cepa de Candida albicans ATCC 10231, in vitro.
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IV. DISCUSIÓN

4.1  Discusión de resultados

En nuestra investigación obtuvimos 7.8 mL de aceite esencial a partir de un kilo y

medio de hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”,

evidenciando un rendimiento del 0.52 % v/p, este valor es similar al reportado por

Tapia31-43, quien refiere en sus dos investigaciones un rendimiento de 0.58% v/p

para el aceite esencial de las  hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara”, esta similitud se debe principalmente a que la especie vegetal se

recolectó del mismo departamento, además se utilizó el método de destilación por

arrastre a vapor de agua. Otras especies del género Clinodopium como

Clinodopium bolivianum Benth. Kuntze presentan rendimiento de 0.08% obtenidos

mediante hidrodestilación38, esto debido al tipo de tratamiento el cual fue sometido

el material vegetal, puesto que el material vegetal fue secado en una estufa a 40°C

por 7 días produciendo la eliminación de diversos compuestos volátiles y

semivolatiles, la diferencia que se observa se representa en el rendimiento.  En otra

investigación, refieren que Clinopodium brevicalyx39 presenta un rendimiento de

1,98 % p/v mayor al de nuestra investigación, esto debido a las condiciones al

momento de realizar la colecta, el estado de las plantas y los factores externos

relacionados como el tipo de suelo, altitud, exposición a la radiación, entre otros;

que culminan en la expresión de metabolitos secundarios52.

En las determinaciones de las características fisicoquímicas preliminares del aceite

esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” se

evidenció la miscibilidad del aceite esencial en solventes orgánicos como el n-

hexano, cloroformo, metanol y una densidad de 0.963 ± 0,006 g/mL. Reportes

demuestran que el aceite esencial de panizara es miscible en solventes orgánicos

incluidos el dimetilsulfoxido, datos que coinciden con los nuestros43. Referente a la

densidad, se encontraron resultados similares descritos por Cueva40, quien reporta

un valor de   0.975 g/mL para la densidad el aceite de panizara, además; un trabajo

de investigación evaluó las densidades de 12 muestras de aceite esencial de

Clinopodium, presentandó un valor máximo y mínimo de 0.9551 y 0.9321 g/mL,

respectivamente41. Las mediciones de densidad se realizan a temperaturas y

presiones precisas, la variación de estos factores puede afectar las mediciones.
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Los aceites esenciales particulares tienen rangos conocidos de densidad específica

en los que el aceite se considera puro y sin adulterar57.La densidad de un aceite

esencial varía en función de la metodología de obtención, lugar de procedencia de

la especie vegetal, tipo de suelo etc, por ello las mediciones de densidad

proporcionan información sobre la calidad de los aceites esenciales a determinadas

condiciones para un lote de producción57-58.

La acción antifúngica del aceite esencial, se explica por el carácter lipofílico de sus

constituyentes y el carácter anfipático de la membrana celular, el rango general de

la actividad de los componentes del aceite esencial en orden decreciente destaca

a los fenoles, aldehídos, cetonas, alcoholes, éteres e hidrocarburos. La mayor

actividad se reporta para los fenoles (timol, carvacrol y eugenol), lo que se explica

por la naturaleza ácida del grupo hidroxilo, que forma un enlace de hidrógeno con

un centro enzimático activo. Por tanto, los aceites esenciales que contienen fenoles

como compuestos principales, expresan la mayor actividad contra los

microorganismos42.

En nuestro trabajo de investigación donde se evaluó la actividad antifúngica del

aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”

frente a la cepa de Candida albicans ATCC 10231, se evidenció un halo de

inhibición de 12.843 mm, 12.985 mm y 16.368 mm para las concentraciones del

aceite esencial al 50%, 75, 100%, respectivamente. El control positivo de fluconazol

al 0.2 mg/mL evidenció un halo de 10.59 mm y la solución de aceite esencial 100%

con fluconazol al 0.2mg/mL presentó un halo de 17.03 mm. La acción antifúngica

de los aceites esenciales está relacionada con la presencia de monoterpenos,

sesquiterpenos y compuestos oxigenados, como alcoholes, fenoles y aldehídos.

Según estudios anteriores, estos compuestos son responsables de inhibir el

crecimiento de micelios de varios hongos44. Según Tapia43, refiere que los terpenos

responsables de esta actividad antifúngica, son el linalool, terpinen-4-ol, endo-

borneol, citronelal, eucaliptol, gamma-terpineno, D-limoneno, que son moléculas

mayoritarias y minoritarias en el aceite esencial determinada mediante

Cromatografía de Gases Acoplado a un Espectrómetro de Masas (CG-MS),

presuntamente los compuestos mayoritarios y minoritarios del aceite esencial

actúan en  sinergismo potenciando la actividad individual de cada componente, en

una investigación que utilizó como control positivo a la nistatina mostró un halo de
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inhibición de 38 mm para el mencionado control positivo y el aceite de las hojas de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” al 100% presentó un halo de

inhibición de 25 mm para la misma cepa fúngica43.

En nuestra investigación se evidencia el efecto sinérgico entre el fluconazol de

0.2mg/mL con el aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” al 100%, varios estudios han investigado la sinergia de aceites

esenciales con otros aceites esenciales y compuestos sintéticos, por ejemplo; la

sinergia antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Matricaria chamomilla con

ciprofloxacino frente a Escherichia coli; el efecto sinérgico antifúngico in vitro del

aceite esencial de Rosmarinus officinalis y clotrimazol sobre Truchophyton rubrum;

efecto sinérgico antifúngico de la combinación de fluconazol y aceite esencial de

Syzygium aromaticum sonbre Candida albicans, entre otras45-47.

La literatura describe que la combinación de dos agentes antimicrobianos produce

un efecto antagonista o sinérgico, dependiendo de los mecanismos ejercidos por

cada agente individual contra el organismo de prueba48. Es importante caracterizar

los mecanismos subyacentes de las interacciones farmacológicas que aún se

desconocen en gran medida. Los modos de acción y la farmacodinamia de la acción

sinérgica de los fármacos por sí solos no pueden explicar las interacciones

farmacológicas de forma obvia, por ello las interacciones farmacológicas pueden

ser causadas por efectos de absorción relativamente simples, por ejemplo, se

produce sinergismo si un fármaco aumenta la permeabilidad de la envoltura celular

a otro fármaco53. De hecho, tal efecto de absorción probablemente cause el

sinergismo entre los antibióticos aminoglucósidos y otras sustancias54. Las

interacciones sinérgicas también pueden ser causadas por interacciones físicas

directas entre los compuestos; este mecanismo actúa para los antibióticos que se

unen al ribosoma en diferentes sitios y estabilizan recíprocamente su unión, debido

a la complejidad para describir los mecanismos deducimos empíricamente la

actividad sinérgica de sustancias combinadas55-56.

En nuestra investigación la solución que contenía al aceite esencial 100% con

fluconazol al 0.2mg/mL presentó un halo de inhibición 17.03 mm, corroborando su

efecto sinérgico debido a que el valor de halo de inhibición supera a las

concentraciones individuales del aceite y control positivo. La posibilidad de que uno
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o más componentes presentes en el aceite esencial interactúen sinérgicamente y

estos a su vez con el antifúngico de referencia (medicamento), toma relevancia

como un factor potencial para el uso de compuestos naturales en asociación con

medicamentos, sin embargo, es importante conocer el mecanismo de acción

individual del aceite esencial y en conjunto con el medicamento, a fin de evitar

efectos adversos o la toxicidad de esta asociación49-51.

4.2 Conclusiones

El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”  a la

concentración de 100%, presentó actividad antifúngica frente a la cepa de

Candida albicans ATCC 10231.

El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” a la

concentración de 75%, presentó actividad antifúngica frente a la cepa de

Candida albicans ATCC 10231.

El aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” a la

concentración de 50%, presentó actividad antifúngica frente a la cepa de

Candida albicans ATCC 10231.
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La disolución del aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” y fluconazol al 0.2 mg/mL, presentó actividad antifúngica frente a la

cepa de Candida albicans ATCC 10231.

4.3  Recomendaciones

Debido a la buena actividad antifúngica mediante un método invitro se

recomienda realizar ensayos pre-clínicos y clínicos, con la finalidad de evaluar

la eficacia de la actividad antifúngica del aceite esencial de las hojas de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” frente a cepas clínicas de

Candida albicans.

Realizar la identificación de los componentes químicos presente en el aceite

esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara

mediante Cromatografía de Gases Acoplado a un Espectrómetro de Masas.

Evaluar la actividad antifúngica sinérgica del aceite esencial de las hojas de

Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara” con otros medicamentos

de referencia.
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ANEXO A. OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES

Variable Tipo
Definición
conceptual

Definición
operacional Dimensiones Indicador

Unidad
de

medida

In
de

pe
nd

ie
nt

e

Aceite

esencial de

Clinopodium

pulchellum

(Kunth)

Goavaert

“panizara”

Cuantitativa

Mezclas

complejas

de

compuestos

producidos

por plantas

y aislado

mediante

destilación

por arrastre

a vapor de

agua.

Concentración

del aceite

esencial de

Clinopodium

pulchellum

(Kunth)

Goavaert

“panizara”

Concentración

100%,

75%,

50% y

100%

+0.2

mg/mL de

fluconazol

ug /mL y

mg/mL

D
ep

en
di

en
te

Actividad

sinérgica

antimicótica

in vitro

frente a

cepas de

Candida

albicans

ATCC

10231

Cuantitativa

Capacidad

de una

sustancia

para

inhibición el

crecimiento

micótico

Sensibilidad

micótica

frente al

aceite

esencial de

Clinopodium

pulchellum

(Kunth)

Goavaert

“panizara”

obtenidas por

medición del

diámetro de

los halos de

inhibición

Microbiológica

Medición

de los

halos de

inhibición

milímetros

(mm)
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ANEXO B. INSTRUMENTOS DE RECOLECCIÓN DE DATOS

DE LA ACTIVIDAD ANTICANDIDA ALBICANS

CEPAS
Cepa de Candida albicans ATCC 10231

Concentración del aceite
esencial

(%)

Halos de inhibición (mm)

N=4 X N=4 X
1  …  4 1  …  4

100
75
50

100 +0.2 mg/mL de
fluconazol

Dimetilsulfoxido (Control
negativo)

Fluconazol 0.2 mg/mL
n: número de ensayos microbiológicos X: promedio

LEYENDA:  Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)

· (-) Nula: Diámetro (< 8 mm)

· (+) Sensible bajo: Diámetro (8 - 14 mm)

· (++) Medio (muy sensible): Diámetro (14 - 20 mm)
(+++) Sumamente sensible: Diámetro (> 20 mm
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ANEXO C. CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA
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ANEXO D. CERTIFICADO DE ANÁLISIS DEL ACEITE ESENCIAL DE
PANIZARA FRENTE A Candida albicans
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ANEXO E. EVIDENCIAS FOTOGRÁFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO
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ANEXO F: MATRIZ DE CONSISTENCIA

Título:   ACTIVIDAD SINÉRGICA ANTIMICÓTICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “PANIZARA” Y
FLUCONAZOL FRENTE A Candida albicans ATCC 10231, IN VITRO

PROBLEMA OBJETIVO HIPÓTESIS VARIABLES METODOLOGÍA

 Problema Principal
¿Presentará actividad sinérgica

antimicótica del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” y fluconazol

frente a Candida albicans ATCC

10231, in vitro?

Problemas secundarios
a) ¿Presentará actividad

antimicótica el aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” al 100% frente

a la cepa de Candida albicans

ATCC 10231, in vitro?

b) ¿Presentará actividad

antimicótica el aceite esencial de

Objetivo general
Determinar la actividad sinérgica

antimicótica del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” y fluconazol

frente a Candida albicans ATCC

10231, in vitro.

Objetivos Específicos
a) Determinar la actividad

antimicótica del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara”  al 100%

frente a la cepa de Candida

albicans ATCC 10231,  in vitro.

b)  Determinar la actividad

antimicótica del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Hipótesis Principal
El aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” y fluconazol,

tienen actividad sinérgica

antimicótica frente a Candida

albicans ATCC 10231, in vitro.

Hipótesis especificas
a) El aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” al 100%,

presenta actividad antimicótica

frente a la cepa de Candida

albicans ATCC 10231, in vitro.

b) El aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Variable
Independiente
Aceite esencial de

Clinopodium

pulchellum (Kunth)

Goavaert   “panizara”

Indicadores
-Concentración

Variable dependiente

Actividad antimicótica in

vitro frente a cepas de

Candida albicans ATCC

10231

Tipo de investigación

Analítico, experimental

longitudinal y prospectivo.

Diseño
Experimental

Población

Planta de Clinopodium

pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara”
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Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” al 75% frente a

la cepa de Candida albicans ATCC

10231, in vitro?

c) ¿Presentará actividad

antimicótica el aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” al 50% frente a

la cepa de Candida albicans ATCC

10231, in vitro?

d) ¿Presentará actividad

sinérgica antimicótica la disolución

del aceite esencial de Clinopodium

pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” y fluconazol frente a la

cepa de Candida albicans ATCC

10231, in vitro?

Goavaert “panizara”  al 75% frente

a la cepa de Candida albicans

ATCC 10231,  in vitro.

c) Determinar la actividad

antimicótica del aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara”  al 50% frente

a la cepa de Candida albicans

ATCC 10231,  in vitro.

d) Determinar la actividad

antimicótica de la disolución del

aceite esencial de Clinopodium

pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” y fluconazol frente a la

cepa de Candida albicans ATCC
10231, in vitro.

Goavaert “panizara” al 75%,

presenta actividad antimicótica

frente a la cepa de Candida

albicans ATCC 10231, in vitro.

c) El aceite esencial de

Clinopodium pulchellum (Kunth)

Goavaert “panizara” al 50%,

presenta actividad antimicótica

frente a la cepa de Candida

albicans ATCC 10231, in vitro.

d) La disolución del aceite

esencial de Clinopodium

pulchellum (Kunth) Goavaert

“panizara” y fluconazol, presenta

actividad sinérgica antimicótica

frente a la cepa de Candida

albicans ATCC 10231, in vitro.

Indicadores
Concentración mínima

inhibitoria

Muestra

1500 gramos de hojas

Clinopodium pulchellum

(Kunth) Goavaert “panizara”
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Figura . Halos de inhibición producido por el aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Goavaert “panizara”

A.Control negativo: dimetilsulfoxido, B: control positivo: fluconazol 0.2mg/mL, C: aceite esencial al 50%, D: aceite esencial al 75%,

E: aceite esencial al 100%, F: aceite esencial al 100 + fluconazol al 0.2 mg/mL.

A B C

D E F
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