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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antimicotica in vitro del extracto hidroalcohélico de
la corteza del Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook.f.ex. K Schuman.

(capirona de altura) contra la cepa de Candida albicans ATCC 2091.

Meétodos: Se efectud por medio del método de difusion en agar (KIRBY BAUER)
con discos impregnados con los extractos a concentraciones de 50, 28 y 14 %
contra la cepa de Candida albicans ATCC 2091, 30 repeticiones para cada extracto
y se empled fluconazol como control positivo, se realizé la lectura de halos a las

24 horas después de la incubacion.

Resultado: El extracto hidroalcohdlico de Calycophyllum spruceanum (Benth)
Hook.f.ex. K Schuman. (capirona de altura) presento actividad antimicotica sobre
la levadura. El extracto hidroalcohdlico de Capirona present6 a concentraciones de
50 % un halo de 16,6 + 1,14 mm, 28 % un halo de 13,4 £ 0,54 mm vy al 14 % un
halo de 10,6 + 0,54 mm contra Candida albicans ATCC 2091, observandose que

el extracto hidroalcohdlico al 50 % presenta mayor halo de inhibicion .

Conclusiones: Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de Calycophyllum
spruceanum (Benth) Hook.f.ex. K Schuman. (capirona de altura) presenta actividad

antimicotica contra la cepa Candida albicans ATCC 2091.

Palabras claves: Calycophyllum spruceanum, actividad antimicética, fluconazol.
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ABSTRACTO

Objective: To evaluate the in vitro antifungal activity of the hydroalcoholic extract
from the bark of Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook.f.ex. K Schuman. (tall
capirona) against the strain of Candida albicans ATCC 2091.

Methods: It was carried out by means of the agar diffusion method (KIRBY
BAUER) with discs impregnated with the extracts at concentrations of 50, 28 and
14 % against strains of Candida albicans ATCC 2091, 30 repetitions for each
extract and fluconazole was used as a positive control, halos reading was

performed 24 hours after incubation.

Results: The hydroalcoholic extract of Calycophyllum spruceanum (Benth)
Hook.f.ex. K Schuman. (tall capirona) exhibited antifungal activity on yeast. The
hydroalcoholic extract of Capirona presented at concentrations of 50 % a halo of
16.6 £ 1.14 mm, 28 % a halo of 13.4 £ 0.54 mm and at 14 % a halo of 10.6 + 0.54
mm against Candida albicans ATCC 2091, observing that the 50 % hydroalcoholic

extract presents a greater inhibition halo.

Conclusions: It is concluded that the hydroalcoholic extract of Calycophyllum
spruceanum (Benth) Hook.f.ex. K Schuman. (high altitude capirona) shows
antifungal activity against the Candida albicans ATCC 2091 strain.

Keywords: Calycophyllum spruceanum , antifungal activity, fluconazole.



l. INTRODUCCION

La infeccion por micosis se ha aumentado con constancia y consideracion
entre los ultimos periodos, existe una elevada tasa de letalidad, naturalmente
debido a la candidemia; el género que mas frecuentemente origina es la
Candida con un 20 % de los casos, en comparacion con otros hongos

patégenos en un 80 % de los casos. 2.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera anualmente mas de
300 millones de casos inéditos de candidemia, mayormente en los paises
en vias de desarrollo, pero también incluye en estados miembros de la Union

Europea3.

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en algunas
regiones del mundo se preciso un alto grado de resistencia a los tres tipos de

antimicoticos utilizados en el tratamientos de la micosis?.

Por lo tanto 1 557 de sucesos corresponden a Candida albicans. Se resta
importancia debido a la falta de datos a nivel mundial, ademés por la falta

de sistema de vigilancia epidemioldgica de enfermedades fangicas °.

En el Perd, segun estudios se aprecio un total de 581 174 casos de

infecciones fungicas en su mayoria pacientes criticamente comprometidos®.

Investigaciones ejecutadas en tres nosocomios de Lima y Callao concluyeron
gue el principal agente etiolégico de producir la candidiasis es la Candida
albicans en un 27, 08 % en comparacion con otras especies . Ademas
determinaron que algunas especies de Candida son resistentes al fluconazol

y sensibles a anidulafungina y anfotericina B7-8



Existen numerosos farmacos antifingicos como anfotericina B, clotrimazol,

itraconazol y ketoconazol®.

En el Pert contamos con una enorme diversidad de recursos vegetales con
sus diferentes principios activos y acciones farmacolégicas fundamentales

para tratar diversas enfermedades 10,

El uso de plantas medicinales es cada vez mas conocida y ha aumentado su

uso en los ultimos tiempos, por sus diferente propiedades terapéuticas.

En esta region de Madre de Dios acuden a la medicina tradicional para tratar

los sintbmas comunes o como tratamiento alternativoll-12,

La familia Calycophyllum spruceanum presenta 46 especies, por lo cual 2

son autdctonas del Perii3.

La capirona es una especie helidfila que se halla muy distribuida en los
bosques tropicales de la region de Madre de Dios y al alcance de los
pobladores especialmente en las zonas rurales y por sus bondades
farmacoldgicas, que por tal razén lo utilizan como medicina tradicional 4.

La familia de la capirona (Calycophyllum spruceanum ) es Rubiaceae, es una
planta alta que llega crecer hasta 30 m, posee tronco recto, hojas simples,
oblongas y glabras, se hallan en &reas forestales donde no han tenido la
intervencion humana y en algunos casos se encuentran en bosque han sido
salvados de la tala de arboles y lo hallamos en las selvas peruanas,
Bolivianas y Brasileras!®>, en areas habitualmente pantanosas y en
formaciones ambientales en montes xerdéfilos, montes mojado tropical,
montes muy mojado tropical por debajo de los 1 200 m.s.n.m 16,

Los usos tradicionales de la especie vegetal que se conocen son :

- Cicatrizante, corteza rayada en emplasto

- Hipoglucemiante, tomarlo en infuciones la corteza



- Fungicida, en polvo seco (corteza)'’.

Los recursos vegetales en investigacion contienen terpenos, taninos, fenoles

y saponinas?8,

La levadura es diploide, tiene la forma de ascomiceto cuyas medidas son 3
a 5 uym, el género Candida se presenta en diferentes formas como levadura

llamada también blastosporas, hifas y pseudohifas.

La morfologia de blastosporas tiene la particularidad comensal de Candida
albicans, por lo tanto la morfologia de hifas pueden causar diversas
patologias, sin embargo la mas comun en nuestro organismo es la Candida

albicans 19.

Figura 1. Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex K. Schuman (capirona

de altura)

A continuacién mencionamos las siguientes referencias del presente estudio:

Roca M. (2019), evalud el efecto antibacteriano y antifingico del extracto de las

hojas y corteza de Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex



Schumann(capirona de altura). Con mayor efectividad fueron las hojas, a
concentraciones 50 y 100 mg/mL para ello emplearon microorganismos de varias
especies Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y
Sporothrix schenkii. Ambos extractos de las hojas y corteza demostraron actividad

antifangica?0.

Gamboa et al (2020), investigaron la actividad cicatrizante del gel a base del
extracto etandlico de la corteza de Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook fy la
toxicidad dermica, donde los resultados a concentracién de 2% obtuvo mayor
eficacia de cicatrizacion 90% a comparacion con la crema Contratubex (62,4%).; y

en la evaluacién toxicologica no present6 ninguna, toxicidad dérmica?!.

Zevallos et al (2021), Desarrollaron la actividad cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico de calycophyllum spruceanum (capirona de bajio) en ratones
albinos .Donde obtuvieron la actividad cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de

la corteza de capirona al 5 % fue similar (crema bepanthen) en ratones albinos?? .

Peixoto H, et al (2018), Demostraron la actividad antioxidante de corteza de
Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex Schumann(capirona de altura)a
concentracion de 200 pg/mL ,resulté a 77% comparado con los antioxidantes

estandar como la vitamina C y el polifenol galato de epigalocatequina?s.

Cadena K, et al (2017), determinaron el efecto antifingico del extracto

Hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa (ufia de gato) in vitro, a concentracion al 100



% mostro sensibilidad fangica con un halo de inhibicion de 16, 50 + 1,06 mm frente

a la cepa de candida albicans 24.

Barros da Silva A, et al (2018), Estudiaron el efecto antiinflamatorio de la corteza
de Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex Schumann(capirona) donde se
evidenciaron los siguientes resultados, mostré un efecto antinociceptivo,
reduciendo el nimero de retorcimientos inducidos por acido acético ademas inhibio

el edema provocado por a carragenina (48 %) como por la PG2 a 92 %?25.

En el perq, se utiliza la medicina tradicional desde tiempos muy antiguos en base a
nuevas opciones terapéuticas con el objetivo de tener resultados confiables. En la
region de Madre de Dios contamos con una alta prevalencia de micosis por tal
motivo se ha remarcado la necesidad de realizar la presente investigacion de la

planta de la capirona .

Al realizar el estudio con cepas de Candida albicans, los resultados obtenidos fueron
de vital importancia para garantizar su uso medicinal como antimicotico para la

poblacién que tiene bajos recurso econémicos?6.

El objetivo general del estudio fue evaluar la actividad antimicotica in vitro del
extracto hidroalcohdlico de la corteza del Calycophyllum spruceanum (Benth)
Hook.f.ex. K Schumann. (capirona de altura) contra la cepa de Candida albicans
ATCC 2091.

La hipétesis general del estudio fue : El extracto Hidroalcohdlico de la corteza
de Calycophyllum spruceanum (benth)hook.f.ex k Schuman.(capirona de
altura) mostrara la actividad antimicotica frente a la cepa de Candida albicans
ATCC 2091.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION
Enfoque: Cuantitativo, por que se realizé con una secuencia de meétodo los
cuales se ensayaron las variables y se efectué la medicion numérica .
Experimental: Puesto que se procedi6 a introducir el extracto
hidroalcohélico Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex K. Schuman
(capirona de altura) para determinar la actividad antifangica.
Explicativo: Se analiz6 lo que sucedi6 en el acontecimiento. Se valoré la
actividad antifangica del extracto hidroalcoholico de la corteza de
Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex K. Schuman (capirona de
altura) contra la cepa de Candida albicans. ATCC 2091.
Correlacional: Se evalu6 el comportamiento de las variables de estudio .
Transversal: Porque se emplearon varias muestras y los resultados fueron

obtenidos en un momento determinado 27.
2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion estaba constituida por 6 Kg de corteza de Calycophyllum
spruceanum (Benth) Hook f. ex K. Schumann (capirona de altura) se recolecto
en la localidad el Prado del Distrito Tambopata, Provincia Tambopata
Departamento de Madre de Dios a una altitud de 198 m.s.n.m. Con la ayuda
de un personal de la zona, se realiz0 vistiendo la indumentaria de
bioseguridad sanitaria como guantes, gorro, mascarilla, facial, barbijos, casco,
botas, reloj, camara fotograficas, machete y cuaderno de registro?.

Se transportdé a un especialista al laboratorio de la Universidad Nacional
Amazonica de Madre de Dios para su identificacion botanica de la especie y
posteriormente se transporté al laboratorio de Ciencias Naturales MC
QUIMICA LAB. de la ciudad del Cusco para la elaboracion del extracto.
(ANEXO C).



El muestreo fue aleatorizado, en el lugar de recoleccion.
La corteza de capirona de altura, se llevé a seleccionar para evitar la
presencia de algunos microorganismos contaminantes y se lavdé con agua
destilada, luego se procedio a secar completamente en tendales a manera de
anaqueles con base de papel kraft para facilitar el proceso de secado, el cual
dur6 10 dias?.
La muestra estuvo constituida por 2 kilos de la corteza seca, luego se triturd y
se pulverizé mediante el uso de mortero, luego se continuo con la elaboracion
del extracto en la ciudad del Cusco. Mediante el uso de alcohol al 70 % se
puso en un envase de vidrio de color ambar con tapa rosca y se dejé macerar
por 14 dias con agitacion cada 8 horas a temperatura ambiente y protegido
de la luz. Transcurrido el tiempo se filtro utilizando papel whatman N° 4 y se
recolectd en 03 fuentes de vidrio para luego llevarlo a secar al horno a 40 °C
y se pes630-31, De esta forma se obtuvo el extracto seco.
En cuanto a la unidad de analisis microbiolégico se utilizd cepas liofilizadas
certificadas de Candida albicans ATCC 2091.
2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION
Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de la corteza de
Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. (capirona de altura).

Definicion conceptual: El extracto hidroalcohdlico de la capirona de altura a

concentraciones de 14 %,; 28 %; 50 % .
Definicion operacional: El Extracto hidroalcohdlico de la corteza Calycophyllum

spruceanum (Benth) Hook f. (capirona de altura). elaborado mediante la técnica
de maceracion con alcohol 70 % .

Variable dependiente: Actividad antimicotica frente a la cepa de Candida
albicans ATCC 2091.

Definiciéon conceptual: Inhibicion del crecimiento antimicético por la propiedad

que tiene la planta de capirona de altura .

Definicién operacional: La actividad se evalué mediante el método de Discos

de difusién y se midieron los halos de inhibicién formados por los extractos

frente la cepa de candida albicans.



2.4TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica que se empled en la indagacion fue la ficha ad doc para la
recoleccion de los datos de la prueba de solubilidad, marcha fitoquimica y

actividad antimicoética elaborado por los investigadores?2.

2.5. PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS
2.5.1 Anélisis previo del extracto hidroalcohalico

El analisis se realiz6 en el laboratorio de Ciencias Naturales MC
QUIMICA LAB. De la Ciudad del Cusco. Fueron las siguientes pruebas:

a) Indice afrosimétrico: Se colocd 1.00 g de extracto seco en un tubo
de ensayo y se afiadié 8 mL de agua destilada, se agit6 fuertemente
durante 2 minutos y se realizé la valoracion en cruces: 5 — 20 min (+);

20 - 25 min (++); 30 min - mas (+++).

b) Determinacion de pH a 25 °C: En un tubo de ensayo, se agreg6 1g
de extracto seco en 6 mL de agua destilada. Se disolvio en constante
agitacion y a temperatura 25 °C. Se midi6 el pH con un potenciometro
de marca HANNA.

c) Prueba de solubilidad: En cada tubo de ensayo se agreg6 1.00 g
de extracto seco y 4 mL de los solventes cloroformo, etanol 96 %,
agua destilada, acetona33-34,

2.5.2 Marcha fitoquimica

Se identific6 los compuestos fitoquimicos presente en la corteza
Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex K. Schuman (capirona de
altura), mediante las siguientes reacciones: Shinoda se observo la presencia

de flavonoides con un color rosado, cloruro férrico determiné los compuestos

8
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fendlicos con un color amarillo, gelatina se hallé tanino presencia de
precipitacion y turbidez, dragendorff se observo alcaloides con una coloracion
pardo naranja, borntrager se encontrd quinonas y antraquinonas observando
un color rojo, Segun el método de Olga Lock35-36,( ANEXO D)

Actividad antifungica método Kirby Bauer o antibiograma

Se realizd en laboratorio LAASA LAB por el método de difusién en agar
(KIRBY BAUER),3738 el método nos ayudd a identificar la actividad
antifingica del extracto hidroalcoholico de la corteza de Calycophyllum

spruceanum (Benth) Hook f. ex K. Schuman (capirona de altura).

a) Preparacion de los extractos a ensayar

Se pesaron 7 gramos, 14 gramos, 25 gramos del extracto seco con la ayuda
de una balanza analitica y se traspasaron a diferentes fiolas de 50 mL, donde
se agrego etanol al 70 % hasta enrasar a 50 mL de esta manera se obtuvo

las concentraciones de 14 %, 28 % y 50 %.

b) Activacion de la cepa bacteriana
Se realiz6 la activacion de la cepa liofilizada segun indicaciones del
laboratorio Microbioldgico (ANEXO E).

c) Preparacion del in6culo

Luego de la rehidratacion de la cepa liofilizada se traspasé a 2 tubos de
ensayos, donde se afiadié 3 mL de solucion salina esterilizado y con ayuda
de un asa de henle esterilizado se traspaso 3 colonias de Candida albicans
ATCC 2091 a cada uno, se mezclé hasta homogeneizar bien la colonia se
incubd por 15 minutos a 37 °C pasado el tiempo se ajusto la turbidez 0,5 de

la escala de McFarland39-40,



d) Preparacion de los medios de cultivo

Se preparo el medio de cultivo Mueller Hinton agar teniendo en cuenta las
medidas de seguridad y siguiendo las instrucciones especificas del
fabricante 41.

Se realizo el célculo para la preparacion una vez preparado, se esterilizé en
un Autoclave durante 15 minutos a 121 °C, concluido el tiempo se traspasoé
a diferentes placas petri con un volumen de 25 mL y luego se conservo en

una incubadora a 37 °C durante 24 horas para solidificar el agar 4 .

e) Inoculacion de las placas

Se coloco el hisopo de algoddn esterilizado dentro de suspension del indculo
de la cepa Candida albicans ATCC 2091 y se froto sobre pared del tubo para
eliminar el exceso de liquido y se procedié a la siembra mediante la
metodologia por agotamiento en superficie, el cual se pas6 de forma
uniforme para obtener un buen crecimiento de las colonias sobre la
superficie del agar.

f) Grupos a ensayar

Grupo I: Discos embebidos con etanol al 70 %

Grupo Il: Discos embebidos con capirona al 14 %

Grupo llI: Discos embebidos con capirona al 28 %

Grupo IV: Discos embebidos con capirona al 50 %

Grupo V : Discos de embebidos con fluconazol 5 ug.

Los discos elaborados con papel Whatman n°® 1 de 6 mm de didmetro
estererilizado*? se colocaron en una placas petri con ayuda de una pinza
para embeberlos con el extracto durante 20 minutos, transcurrido el tiempo
se procedi6 a colocar 5 discos embebidos a cada placa petri y fue incubada
a 37 °C durante 24 horas, las soluciones experimentales que actian como
control (alcohol 70 % y fluconazol 5 pg) se trabajé en condiciones

asépticas.43-44

10



g) Interpretacion de los resultados
Se procedio a la medicion de cada halo inhibitorio con ayuda de un vernier
digital marca Stanley#®. Los resultados obtenidos se midieron en milimetros

segun escala Duraffourd46-47,

2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICOS
Luego de obtener los resultados del presente estudio mencionado, se
realizaron las apreciaciones a través de la ciencia descriptiva*®, para
evidenciar las diferencias entre las medidas de los halos de inhibicién se
realizé el andlisis de varianza ANOVA y posteriormente se usara la prueba

de TUKEY para realizar multiples comparaciones#°-%0,

2.7. ASPECTOS ETICOS
El estudio se ejecuto segun la norma HELSINKI, y también normas de buenas
practicas de laboratorio, por ser un estudio de caracter microbiologico en el

medio>1-52,

11



[I.LRESULTADOS

3.1 PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Tabla 1. Solubilidades del extracto hidroalcohélico desecado

SOLVENTES RESULTADOS
Cloroformo 4+
Etanol 70 % S
Agua destilada ++

Acetona

N-hexano

Metanol

Donde: Insoluble (-), Poco soluble (+), Soluble (++), Muy soluble (+++)

En la tabla 1, se valoré que el extracto hidroalcohdlico desecado de la
corteza de Calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex K. human
(capirona de altura), fue altamente soluble con el solvente cloroformo

y etanol al 70%, Y soluble con el agua destilada.
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3.2 Marcha fitoquimica

Tabla 2. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de la capirona

CONSTITUYENTES .
. ENSAYO REACCION
QUIMICOS
Compuestos fendélicos Rvo. FeCls 5 % ++
Taninos Rvo. Gelatina 1 % +++
Quinonas Rvo.Borntrager +++
Rvo.Shinoda +++
Flavonoides
Rvo. Cloruro de aluminio +
Rvo. Dragendorff +
Alcaloides
Rvo. Otto ++
Poder tensoactivo ++
Saponinas
Poder Emulsificante +

Ddénde: Abundante (+++), Moderado (++), Leve (+), Ausencia (-)

En la tabla 2, se puede evidenciar que en el extracto hidroalcohdlico de la

capirona, presenta abundantes taninos catéquicos, antraquinona,
flavonoides y moderada presencia de compuestos fendlicos, alcaloides,

saponinas.

3.3 Resultados del andlisis in vitro por el método Kirby-Bauer
Tabla 3. Resultados del analisis in vitro por el método Kirby-Bauer a

concentracion 14%

Concentracion: 14 % Volumen : 20 pL.
Microorganismo: Candida albicans — ATCC 2091.
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6

Halos

S 12,45 mm 10,48 mm 9,91 mm 11,62 mm 9,47 mm 10,48 mm
Inhibicion
Halos

S 11,25 mm 10,84 mm 9,99 mm 10,49 mm 9,09 mm 10,46 mm
Inhibicion
Halos

S 10,98 mm 9,99 mm 10,27 mm 10,18 mm 9,73 mm 10,89 mm
Inhibicion
Halos

S 11,08 mm 10,38 mm 10,28 mm 12,26 mm 9,47 mm 9,59 mm
Inhibicion
Halos 13,21 mm 10,07 mm 10,58 mm 10,59 mm 9,85 mm 9,68 mm
Inhibicion ' ! ! ' ' !

. 11,79 +0,98* | 10,35+ 0,34* 10,20 + 0,26* 11,02 + 0,87* 9,5+0,29* | 10,22 + 0,56*
Promedios
*Media +/- SD
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Tabla 4. Resultados del analisis in vitro por el método Kirby-Bauer a

concentracion de 28 %

Concentracion: 28 % Volumen: 20 pL.
Microorganismo: Candida albicans - ATCC. 2091.
Ha'."? L Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6
Inhibicion
Halos 14,35 mm 12,57 mm 10,91 mm 13,25 mm 11,52 mm 14,16 mm
Inhibicion
Halos

L, 14,52 mm 12,55 mm 11,45 mm 13,26 mm 12,43 mm 13,00 mm
Inhibicion
Halos

S, 14,54 mm 12,31 mm 11,91 mm 13,42 mm 12,92 mm 12,94 mm
Inhibicion
Halos

S, 14,04 mm 12,49 mm 10,72 mm 13,52 mm 12,70 mm 13,14 mm
Inhibicion
Halos 13,79 mm 12,19 mm 10,64 mm 14,40 mm 12,84 mm 13,32 mm
Inhibicion ! ' ’ ! ' ’

11,12 +
. 14,24 + 0,35* 12,42 +0,16* 13,57 £ 0,47* 12,48 + 0,56* 13,31 £ 0,49*

Promedios 0,54
*Media +/- SD

Tabla 5. Resultados del analisis in vitro por el método Kirby-Bauer a

concentracion de 50 %

Concentracion: 50 % Volumen : 20 pL.
Microorganismo: Candida albicans - ATCC 2091.
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6

Halos

L, 16,21mm 15,01 mm 16,75 mm 16,29 mm 16,31 mm 17,16 mm
Inhibicién
Halos

L, 14,98 mm 14,96 mm 16,66 mm 16,55 mm 16,60 mm 16,85 mm
Inhibicién
Halos 14,84 mm 15,44 mm 16,98 mm 17,45 mm 16,45 mm 17,87 mm
Inhibicién ' ' ! ' ' '
Halos

L, 13,79 mm 16,18 mm 15,69 mm 15,03 mm 17,61 mm 15,13 mm
Inhibicién
Halos

L, 16,44 mm 14,90 mm 15,92 mm 16,47 mm 15,10 mm 17,06 mm
Inhibicién
Promedios 15,24 + 1,08* 15,29 + 0,563* 16,4 + 0,56* 16,35 + 0,86* 16,41 + 0,89* 16,81 + 1,01*

*Media +/- SD
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Tabla 6. Resultados del analisis in vitro por el método Kirby-Bauer control

positivo.
Control positivo: Fluconazol
Concentracion: 5 ug
Placa 1l Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6

Halos

Inhibicién 19 mm 19 mm 17 mm 17 mm 18 mm 21 mm

Halos

Inhibicién 21 mm 19 mm 19 mm 17 mm 17 mm 18 mm

Halos

Inhibicion 18 mm 21 mm 19 mm 17 mm 17 mm 17 mm

Halos

Inhibicién 17 mm 18 mm 21 mm 19 mm 19 mm 17 mm

Halos

Inhibicién 17 mm 17 mm 18 mm 19 mm 19 mm 19 mm

Promedio

18,4 +1,67* 8,8 +1,48* 18,8 +1,48* 18,4 +1,67* 19+ 1* 18,4 +1,67*
*Media +/- SD
Tabla 7. Resultados del analisis in vitro control negativo
Control Negativo: Alcohol 70 %
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6
Ha'.o? L 3 mm 3 mm 4 mm 4 mm 2mm 3mm
Inhibicion
Halpg L 3mm 3mm 4 mm 3mm 3 mm 4 mm
Inhibicion
Halpg L 4 mm 4 mm 2mm 3mm 3 mm 4 mm
Inhibicion
Halos
Inhibicién 4 mm 3mm 3 mm 4 mm 4 mm 2mm
Halos
Inhibicién 2 mm 3mm 3 mm 4 mm 4 mm 2mm
Promedios 3,2+0,83 3,2+ 0,45 3,2+0,84 3,6 £0,55 3,2+ 0,84 3+1
*Media +/- SD
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Tabla 8. Andlisis de varianza para las variables de estudio

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Alcohol 70 % 30 96 3,2 0,51
Extracto 14 % 30 401 13,37 0,38
Extracto 28 % 30 506 16,87 1,64
Extracto 50 % 30 513 17,1 2,09
Fluconazol 30 555 18,5 1,98

Andlisis de varianza

Grados Promedio
Origen de las Sumade de delos Probabili
variaciones cuadrados libertad cuadrados F dad Valor critico para F
Entre grupos 4647,96 4 1161,99 880,14 0,05 2,43
Dentro de los
grupos 191,4333333 145 1,32
Total 4839,393333 149

Fuente: Excel 2016

Segun la Tabla 8, el valor P. de la prueba ANOVA es 0,00; es menor al valor alfa
0,05; por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula. Es decir, El extracto Hidroalcohdlico
de la corteza de Calycophyllum spruceanum (benth) hook.f.ex k
Schumam.(capirona de altura) presenta actividad antimicética frente a la cepa de
Candida albicans ATCC 2091.
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Tabla 9. Prueba Tukey HSD para comparaciones multiple

TUKEY HSD/KRAMER alpha 0,05
group mean n ss df g-crit
Alcohol 70 % 3,2 30 14,8
Extracto 14 % 13,37 30 10,97
Extracto 28 % 16,87 30 47,47
Extracto 50 % 17,1 30 60,7
fluconazol 18,5 30 57,5
150 191,43 145 3,91

Tabla 10. Prueba Tukey para comparaciones multiples por subgrupos

group 1 group 2 mean std err g-stat  Lower upper Salue mean-crit  Cohend
Alcohol 70 % Extracto 4 % 10,16 0,20 48,46 9,34 10,98 0,00 0,819 8,84
Alcohol 70 % Extracto 8 % 13,66 0,20 65,15 12,84 14,48 0,00 0,819 11,89
Alcohol 70 % Extracto 50 % 13,9 0,20 66,26 13,08 14,71 0,00 0,819 12,09
Alcohol 70 % fluconazol 15,3 0,20 72,93 14,48 16,11 0,00 0,819 13,31
Extracto 14 %  Extracto 28 % 3,5 0,20 16,68 2,68 4,31 0,00 0,819 3,04
Extracto 14 % Extracto 50 % 3,733 0,20 17,8 2,91 4,55 0,00 0,819 3,24
Extracto 14 %  fluconazol 5,133 0,20 24,47 4,31 5,95 0,00 0,819 4,46
Extracto 28 %  Extracto 50 % 0,233 0,20 1,112 -0,58 1,052 0,93 0,819 0,20
Extracto 28 %  fluconazol 1,633 0,20 7,786 0,81 2,45 0,00 0,819 1,42
Extracto 50 %  fluconazol 14 0,20 6,674 0,58 2,219 0,00 0,819 1,21

En los analisis de TUKEY, se observo diferencias significativas con los controles

positivos, negativos y a concentracion de 14 % con un valor 0,00 con excepcion de

las concentraciones al 28 %y 50 % con un valor de P > 0,93 nos explica que no

existe diferencia significativa en los controles.
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Tabla 11. Escala Duraffourd de los extractos hidroalcohélico de la corteza

capirona de altura frente a Candida albicans ATCC 2091.

SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA NULA SENSIBLE MUY SUMAMENTE
(-) +) SENSIBLE SENSIBLE
(++) (+++)
< 8mm > 8-14 mm > 14-20 mm > 20 mm
Extracto 14 % +
Extracto 28 % +
Extracto 50 % ++
Control positivo - +++
Control Negativo

Fuente : Elaboracion propia

En la tabla 11 se observa que los halos de inhibicién del extractos hidroalcohdlico
de calycophyllum spruceanum (Benth) Hook f. ex K. Schuman (capirona de altura)

fue muy sensible
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IV. DISCUSION

4.1 Discusiones de resultados

En la investigacion llevada a cabo se determind la actividad antimicética de los
extractos hidroalcohdlicos de calycophyllum spruceanum empleando la
cepa de candida albicans ATCC 2091, de modo que se elabor6 a
concentraciones de 14 %, 28 %, 50 %. A fin de alcanzar el objetivos se utilizo
la técnica de maceracion para conseguir el extracto hidroalcohdlico se empleo
el método de disco difusién en agar basado en kirby Bauer para definir la
actividad antimicadtica, los datos fueron distinguidos mediante la prueba de
ANOVA Y TUKEY para afirmar la hipétesis.

Estadisticamente los datos obtenidos de los analisis de medias ANOVA(
TABLA N° 8) concluyeron que los resultados de esta investigacion fueron
altamente significativos, observandose un p<0.05 (0.000) donde sefiala que

existe diferencia estadistica en los diferentes grupos de estudio.

Segun estudio realizado a Callycophyllum sproceanum, mediante analisis
fitoquimicos encontraron la presencia de flavonoides y alcaloides ,quinonas,
saponinas y compuestos fenolicos. Coincidieron con el hallazgo de estudio de
zevallos. et al (2021) 22

de , probablemente sean los responsables de la actividad que posee la

especie e 53

Al realizar el andlisis de la actividad antimicotica frente a la cepa de Candida
albicans ATCC 2091 se hallé6 que el extracto hidroalcohdlico de capirona

fue muy sensible segun

la escala de Duraffourd con halos de inhibiciéon de 16,6 + 1,14 mm a una

concentracion de 50 % superior al estudio realizado por Cadena et al ( 2017)

24
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El fluconazol logré mayor halo de inhibicién a diferencia de la concentracion al
50 % del extracto de capirona . Por los buenos resultados obtenidos se
recomienda el uso del extracto hidroalcohdlico de Calycophyllum spruceanum
como alternativa de tratamiento de Candida albicans concordando con lo
hallado segun Roca (2019) 0.

4.2 Conclusiones

eLos taninos catéquicos, alcaloides y flavonoides son los compuestos

responsables que le dan la actividad antimicética a la especie vegetal.

e El extracto hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum spruceanum (
capirona de altura ) presenté actividad antimicética utilizando el método de

disco de difusién en agar a concentraciones 28 %y al 50 % .

e E| extracto hidroalcoholico de la corteza de Callicophyllum spruceanum a
concentracion de 50 % presento actividad antimicotica frente a la cepa de
Candida albicans ATCC 2091 con un halo de inhibicion promedio de 16,5
mm y a concentraciones 28 % y 14 %, presentaron halos de inhibicion

similares.

Concluimos que el extracto hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyllum
spruceanum (capirona de altura) presenté efecto Antimicético frente a
cepas de Candida albicans ATCC 2091.
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4.3 Recomendaciones

e Proceder con los estudios toxicoldgicos con otros modelos experimentales.

e Realizar estudios fitoquimicos cuantitativos con el fin de determinar los
metabolito secundario responsable de la actividad antifingica.

e Efectuar estudios comparativos sobre la actividad antifungica de las
diferentes partes de Calycophyllum spruceanum (benth) Hook.f.ex k (
capirona).
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Anexo A. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tipo de DEFINICION DEFINICION DIMENSI N° VALOR
VARIABLES variable | CONCEPTUAL OPERACIONAL ONES INDICADORES | gy FINAL CRITERIOS
Se usa alcohol de
INDEP\{EAI\JRDIIAI\E?\II:I'EE Cuantitat 70° y vegetales, Extracto hidroalgohélico es T_amiz'ajg
El extractd ivo y que pueden la forma practica de | fitoquimico
hidroalcohdlico de Ia Longitud actuar __como concentrar y qbtener los bt
corteza dd inal antimicotico  de principios activos  que _ Abundante Rango de
Cal vl acuerdo al sintetizan los vegetales.El Presencia de 5 +++ .
ycophyllum > o . presencia o
spruceanum (benth) Cualitati vegetal que se extrgcto hldroalc_qhollco metabolltps Moderado ausencia
Hook f.ex k vo y use para  su facilita _Ia extracao_n de o secundarios ++ Leve
Schuman(capirona  de| Longitu elaboracion,del sus’tan(_:las que ejercen Diluciones + Escaso
altura) dinal alcohol extrae las algun tipo de actividad en de extracto
propiedades de nuestro organismo. hidroalcoh6
los vegetales lico
Conjunto de La actividad antimicética
gﬁmiﬁ: L::]Stos qug Mé_to_do Kirby Bauer o Inhibicién
VARIABLE Cuantitat | reducen antibiograma nos ayydaré Qe_l
DEPENDIENTES ivo y | microorganismos a _ev_a[u_ar la actividad creg:|n1_|e{n_to . _Ha_lg de Crecimiento Evidencia de
. antimicética del extracto antimicotic inhibicion (mm) 2 ) S
- Longitud causantes de ; ot Sin inhibicion de
Actividad inal enfermedades hidroalcohdlico de 0 crecimiento crecimiento
antibacteriana fanai L Calycophyllum
ungicas . L0S spruceanum (capirona)

antimicoticos que
se usan en
humanos .

frente a la cepa Candida
albicans.
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ANEXO B: INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Concentracion

Volumen

: 20pL.

Microorganismo: Candida albicans - ATCC 2091.

Placa 1

Placa 2

Placa 3

Placa 4

Placa 5

Placa 6

Halos
Inhibicion

Halos
Inhibicién

Halos
Inhibicion

Halos
Inhibicion

Halos
inhibicién

Promedio

Fuente : Elaboracion propia 2021
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ANEXO C: CERTIFICADO TAXONOMICO
"Madre de Dios Capital de la Biodiversidad del Perdg”

“Afo del Bicentenario del Peri: 200 afios de Independencia”

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE
ESPECIMENES VEGETALES

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

CERTIFICA, que los ejemplares (05) presentados por los bachilleres. LEDDY
ARIAS HUESEMBE y LEONARDO COLQUE MANYA, quienes realizan una
investigacion en la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Maria
Awdliadora, para su identificacion y/o determinacion, para efecto del proyecic de
tesis fitulado: “ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LA CORTEZA DE Calycophyllum spruceanum (Benth)
Hook. f. ex. K, Schuman (Capirona de altura) FRENTE A LA CEPA DE Candida
aibicans”. Corresponde a la siguiente taxa aceptable oficialmente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsydea
Orden: Rubiales
Familia: Rubiaceae
Género: Calycophyllum
Especie . Calycophyllum spruceanum ( Benth) Hook. f. ex. K. Schuman

Nombre comun; Capirona de altura
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“Madre de Dios Capital de ka Biodiversidad del Perti™
“Afo del Bicentenario del Perd: 200 afios de Independencia™

De acuerdo a la descripcion de sus caracteristicas vegetativas y reproductivas, las
que esian regisirada para ka Flora de Peni: Departamento de Madre de Dios; en el
Catalogo de Angiospermas y Gimnospermas del Pert de Lois Brako and James L.
Zarucchi (1993), al APG IV (Angiosperm Phylogenetic Group, 2016) y en el
Taronomic Name Resoluion Service v4,1{2021). Se expide el presente certificado
a solicitud de los interesados para los fines que considere conveniente. Se anexa al
presente Certificado de ldentificacion los datos comespondientes a la especie en
formato Excel.

—

erto Maldonado, 10 de Junio\de 2021.

Dr. Hugo Duefias Linares
ESFECIALISTA EM IDENTIFICACION
TAXOMOMICA DE FLOAS SILVESTRE

Cidign LIC-E5-2017-00%
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ANEXO D: CERTIFICADO DE LA MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

- MC'QUIMICALAB

De;: Ing. Gury Manuel Cumpa Gutierrez
LABORATORIO DE CIENCIAS NATURALES
AGUAS, SUELOS, MINERALES ¥ MEDIO AMBIENTE
RUC N* 10465897711 - COVIDUC A4 - SAN SEBASTIAN CEL: 974 673993 - 946 688776

iNFORME N°LO 0186-21
ARALISIS FITOQUIMICO DE CORTEZA

Bach. Leonardo Colque Manya. W

ROLICITA. : [ Bach. Leddy Arias Huesembe

v

TESIS ¥ ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LA CORTEZA DE "Calycophyifum spruceanum {benth, ) hook. © ex k

Schuman." (capirona de altura) FRENTE A LA CEPA DE Candida albicans ATCC 2091

MUESTRA
DISTRITO : Tambopata.
PROVINCIA : Tambopata.
DEPARTAMENTO: Madre de Dios.
FECHA DE MUESTREQ: 04/05/21
FECHA DE INFORME : 28/06,/21

RESULTADOS

: Extracto hidroalcohdlico de la corteza de Calycophyfium Spruceanum,

DETERMINACIONES [METABOLITOS)

RESULTADOS

Taninos (reaccion de la gelatina)
OH Fendlicos (cloruro férrico)

Positivo Precipitado

Positivo tonalidad verde grisacea

Lipidos Paositivo

Saponinas (Poder tensoactiva) Positiva ++
Sapeninas (Poder Emulsificante) Positivo +
Flavonoides (Shinoda) Flavongides y Flavonoles +++
Flavonoides (AICla) Positivo Flavonas +
Flavonoides (Acetato/Plomo) MNegativo Flavonoides
Alcaloides (Dragendorff) Positivo +
Alcaloides (Otta) Positivo Alcaloides Inddlicos ++
Antraquinonas (Borntrager) Positivo +++

Compuestos Fendlicos

MNegativo Flavonoides Benzopiranicos

Mota: (+++) = Abundante {++]) = Mediana

METODO DE ANALISIS: Caracterizacidn Fitoguimica de Prosopis Flexuosa - Revista Ciencias

Veterinarias Vol,15 N21 , 2013 (ISSN 1515-1883)

(+) = Poco o minimo

NOTA: Los resultados son validos dnicamente para la muestra analizada.

A MC QUIMICALAB

CIP 233 am

F e P,g*’ " -Exﬁ
MARIOTUMPA CAYURI
INGENIERD QUINICD
"G COLEGHY DE INGENIERDS N* 15138
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ANEXO E: CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA CEPA CANDIDA ALBICANS ATCC
2091

Expiration Date: 2021/7/31
Release Information:
Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Release Date: 2019/9/13
Purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:

) I?h " ! .
mug‘ ua)rn %@:ﬂu 1o 8l u;! ﬂ:gulu convex, entire to filamentous Nutrient
Microscoplc Features: Method:
Gram positive, ovold, budding yeast cells; pseudohyphae may be present.  Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Rosults
See attached ID System resulls document, (1) Germ Tube Test: positive

(1) Chiamydospore production: positive

< é’“‘*'\f‘~/¢<ﬂ e

Amanda Kuperus

Quaity Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

W The last of e ot runker il ’

m:\:m:d“m;b ‘mn Sppearing on the product bibe! and packing sl are Merely 8 packagng event number. The lot number dsplayed on this

. M A A LSS v o of ol wh st s prid o

4 Rator to the enclosed product insert for use and ety inf

o products are traceable to & und culture

ARPARENCE MATRRIAL PRODUCEN
CORT #0035.00

ot ) TAALCE Y R S 1SS LS Ot ot e S conp ol
Devieatroe

(1) These sests ane accradited to ISONEC 170252008

ACCR
TERTING CENY #2655,01
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ANEXO F. CONSTANCIA DE PARTICIPACION EN LA ELABORACION DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE CORTEZA DE CALYCOPHYLLUM
SPRUCEANUM

MC QUIMICALAB

e Ing. Gury Manoel Compa Gutierrez
LABDRATORIO DE CIENCIAS NATURALES
AGUAS, SUELOS, MINERALES Y MEDIO AMBIENTE
RUC N* 10465897711 - COVIDUC A4 - SAN SEBASTIAN CEL: 974 673993 - 046 GEETTG

N

CONSTANCIA DE TRABAJO

B g ssgbe, g Goy Mewsd Cunps Gulirer, adminsiodcor del Laboriono BC
CURBCAL AF Teair: Constn que

Los bachileres de @ ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA ¥ BOOUNMECA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD DE LA UNIVERSIDAD MARIA ALDCLIADORA,
Leonardo Colgue Manya y Leddy Arias Huesembe, han malrado s bateaia do besss Gutaco
ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA

CORTEZA DE “Calycopindfium sprvceansn (benth) hook £ ex k Schowan ™ (caprona de
aglima) FRENTE A LA CEPA DE Candids alvcans ATCC 2097, duranbe los meses de Mayo y

Juinio del afo 2021,

B trabajo de laboratonio reakrado consisto on & Empicrs, pesado, biburado, pregseracdn de
sobuitin hidreakohobo macerdo, fitrade sepameitn y finalmente I oblencidn del extractn
elandics a partir de la corera de CAL YOOPHYLLLM SPRUCEANUM (BENTH ) HOOK. F. EX

K SCHUMAN coma también b proparacion y andlisis Soguimico del extracto.

Se expide B presenie constancia a peticain verbal del interesado, para oS fines conversenies.

Carsco, 26 de Junio del 2021

% MC QUIMICALAS

]u A5

T
CiF, TERARE
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ANEXO G. CONSTANCIA DE PRACTICAS DE PARTICIPACION EN
LABORATORIO MICROBIOLOGICO..

AL 30607 2ER5 26

C _ LAASA LAB

CONSTANCIA DE PRACTICAS

La que suscribe, Blga. Maria del Carmen Yanez Mujica, Gerente del Laboratorio
L&ASA | ab EIRL . hace constasr gue

Los Bachilleres de la Escusla Profesional de Farmacia y Bioguimica, Facultad De

Ciancias de |3 Salud de i3 Universidad Maria Auxiliadora, COLUUE MANYA
LEﬂHARDﬂ y ARIAS HUESEMBE. LEDDY, realizaron Ensayos Microbialogicos
de Actividad Antimicdtica in witro del Exfracto Hidroalcoholico de la coneza Os
E-iymph;ﬂlum spruceanum (benth) hook.f.ex k Schuman (capirona de altura)
frenta & cepa de Candida albicans ATCL 2091, &n nuesiras nsialacionsas con 2

Método de Difusion en Agar segin Kirby Bauer y Col Modificado, desde el 14 de

jumiz al 30 oe juno del 2021

Se expide la presente constancia a peticidn de los interesados, para los fines

cormespondsantes

Cusea, 30 junio del 2021 14{ A AR5 4
-n-'-lﬁl-"—'

"Figd | rﬁ%ﬁé“&éw armen YRz Mijica

< : HW?. .
L.&_L’."r-_.u- gt S L ] AE
SEFACIOS EM AWALIZIE OF ADUAS ALIMENTOR
¥ MONITORED AMBIENTAL.

EL
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ANEXO H. EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO

Figura 2: Resultados de la Marcha Fitoquimica

Figura 3: Reactivos para el tamizaje
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FIGURA 6: Autoclavado de los materiales

FIGURA 7: Preparacion del medio de cultivo
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Figura 9: Realizando la prueba de solubilidad
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CORTEZA DE “CALYCOPHYLLUM SPRUCEANUM"

Figurall: Muestra recolectada y seca
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12.Pesando la muestra
Figura 13: Obtencién del extracto liquido
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FIGURA 15: En el laboratorio QUIMICA LAB
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