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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antifingica del extracto etandlico de las hojas
de Ocimum micranthum W (albahaca silvestre) frente a Candida albicans, In

vitro.

Metodologia: La investigacion se bas6 en un enfoque cuantitativo, de disefio
experimental, de estimulo creciente y de tipo prospectivo, la poblacién de estudio
estuvo conformada por 3 kg. de hojas de Ocimum micranthum W (Albahaca
silvestre) obtenida de la provincia de Bagua, departamento de Amazonas, y por
cepas de Candida albicans procedentes de muestras clinicas. La obtencion del
extracto etandlico de hojas de Ocimum micranthum, se realiz6 por el método
descrito por Gonzales (2004). La actividad antifungica se evalu6 mediante la
técnica de difusion en disco de Kirby Bauer a través de la medicidn de los halos
de inhibicion.

Resultados: Los metabolitos secundarios identificados de las hojas del Ocimum
micranthum W. (albahaca silvestre) que se encontraron de manera moderada
fueron compuestos fendlicos (++), alcaloides (++), taninos (++), escasos para,
saponinas (+), flavonoides (+), triterpenos (+); y ausente para quinonas (-) y
mucilagos (-). Los resultados de la actividad antifangica del extracto etandlico de
Ocimum micranthum, nos indican que a concentracion del 50% no presenta
efecto inhibitorio, pero si a concentraciones del 80 y 100% con halos de inhibiciéon
de 8.11 mm y 8.78 mm respectivamente.

Conclusiones: Se determiné que las hojas presentaron metabolitos del tipo
alcaloides, compuestos fendlicos taninos, flavonoides, etc., y la actividad
antifangica del extracto etanodlico de las hojas de Ocimum micranthum W.
(albahaca silvestre) frente a Candida albicans, In vitro, a concentraciones de 80%
y 100 %; mientras que el extracto etandlico de las hojas del Ocimum micranthum

W al 50 % no presento actividad antifungica in vitro.

Palabras clave: Ocimum micranthum, O. campechianum Mill, albahaca,

Céandida albicans, actividad antifungica, extracto etandlico.



ABSTRAC

Objective: To determine the antifungal activity of the ethanolic extract of the

leaves of Ocimum micranthum. (wild basil) against Candida albicans, In vitro.

Methodology: The research was based on a quantitative approach,
experimental design, increasing stimulus and prospective type, the study
population consisted of 3 kg. of leaves of Ocimum micranthum W (Wild Basil)
obtained in the district of Bagua, province of Bagua, department of Amazonas,
and by strains of Candida albicans from clinical samples. The ethanolic extract of
Ocimum micranthum leaves was obtained by the method described by Gonzales
(2004). The antifungal activity was evaluated using the Kirby Bauer disk diffusion
technique by measuring the inhibition halos.

Results: The secondary metabolites identified from the leaves of Ocimum
micranthum W. (wild basil) that were moderately found were phenolic compounds
(++), alkaloids (++), tannins (++), low for amino acids (+), saponins ( +), flavonoids
(+), triterpenes (+); and absent for quinones (-) and mucilages (-); the inhibition
halos found for the ethanolic extracts of the leaves of Ocimum micranthum W.
(wild basil) at a concentration of 50% were 7 mm in diameter, thus obtaining null
sensitivity (-); while for the ethanolic extract of the leaves of Ocimum micranthum
W at 80% and 100%, sensitivity was obtained, presenting inhibition halos of 8.11

mm and 8.78 mm in diameter, respectively.

Conclusions: It was determined that the leaves presented metabolites of the
alkaloid type, phenolic compounds, tannins, flavonoids, etc., and the antifungal
activity of the ethanolic extract of the leaves of Ocimum micranthum W. (wild
basil) against Candida albicans, In vitro, at concentrations of 80% and 100%;
while the ethanolic extract of the leaves of Ocimum micranthum W at 50 % did

not present antifungal activity in vitro.

Keywords: Ocimum micranthum, O. campechianum Mill, wild, Candida albicans,

antifungal activity, ethanolic extract.



I. INTRODUCCION

La candidiasis es provocada por una levadura del género Céandida, las
manifestaciones clinicas son variables, en donde Candida albicans es la especie
mas frecuente en infecciones humanas; es un microorganismo que habita en la
naturaleza en donde la infeccion puede venir desde estos elementos suelo, agua
dulce, vegetales, frutas, granos y en general toda sustancia que contenga
hidratos de carbono. Ademas, es un hongo que se encuentra de manera habitual
en el aparato digestivo, respiratorio, cavidad vaginal, aunque en cantidades
pequefias en el ser humano, se considera un patdgeno oportunista y las

infecciones ocurren en personas inmunocomprometidas @,

En la actualidad se estd observando cada vez mas como las bacterias y los
hongos se estan haciendo resistentes a los agentes antimicrobianos,
modificando su mecanismos de accion, alterando el sitio diana o modificando sus
proteinas que permiten el ingreso de estos medicamentos al interior de la célula,
comprometiendo de esta manera la salud de las personas, incrementando de esta
manera la morbilidad y mortalidad a nivel de la comunidad como también a nivel
nosocomial; las consecuencias clinicas de este problema se observan en los
fallos de tratamiento farmacoldgico por ende en la prevalencia de las especies
fungicas, por lo que se hace necesario buscar nuevas alternativas para el
tratamiento de estas infecciones fangicas como son los extractos y aceites de
plantas que tienen propiedades antimicrobianas y que son empleados en la

medicina natural. @,

Segun la Organizacion mundial de la salud (OMS) las cepas fungicas también
han llegado a evolucionar con el tiempo, pero con menos impacto clinico y
epidemiolégico que las bacterias @; sin embargo recientemente la OMS ha
emitido una alerta dentro de las especies de Candida, en donde la especie
Candida auris los hace ratificarse a la trascendencia en la actualidad de la
resistencia a antifingicos por hongos de importancia clinica ®; aunque la
Céandida albicans no muestra resistencia aun; esta incluida en la vigilancia para
asi poder detectarla a tiempo e implementar protocolos frente a los mecanismos
emergentes de resistencia e intensificar medidas de prevencion y control de

infecciones ©®), pues la tasa de mortalidad ha aumentado tras las



décadas encontrandose entre 30-60% Y la incidencia de contagio se encuentra

a nivel mundial entre 40-60% ©),

En Per(, se han reportado aumento de casos de candidiasis en pacientes
criticos, en donde la candidemia es la forma clinica recurrente de infeccion que
se encuentra en un 30%, siendo la forma mas comdn de candidiasis invasiva,

ingresando al torrente sanguineo por el tracto gastrointestinal y la piel ()

En un estudio realizado en el Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo,
un hospital de tercer nivel del sur del Peru, se encontraron en el periodo 2011-
2014 a 77 pacientes con hemocultivos positivos para Candidiasis , en donde
prevalece la Candida albicans como la especie mas frecuente con un 33- 46,5%,
recordando que en el inicid la tipificacion de especies de candida en el afio 2011,
actualmente, se desconoce las caracteristicas de esta infeccion por los escasos

estudios realizados ©®).

La biodiversidad que presenta la amazonia peruana es muy extensa, en donde
existen gran variedad de plantas medicinales, que ayudan a las poblaciones a
solucionar sus problemas patologicos que estos presentan. Recodemos que
gran parte de la poblacion no acceden en su totalidad al acceso basico de los
medicamentos, estos se ven obligados a utilizar los recursos naturales que
proporciona la naturaleza. En donde el descubrimiento de proporcionar un tipo
de accion a una planta es necesario para la administracion y uso correcto de
estas. Las plantas son el origen de descubrimientos de la gran mayoria de los
medicamentos, las comunidades e incluso los hospitales hacen usos de estas
por sus bajos efectos no deseados, por el bajo costo o el facil acceso. Existen
paises que en sus petitorios han incluido el uso de recursos naturales como las
plantas medicinales, para su tratamiento ya sea como un coadyuvante o

tratamiento especifico, en donde la OMS se ha visto en favor de esta iniciativa.

Los agentes microbiolégicos tienden a ser diferentes en estados patolégicos
reales, porque estos se encuentran ya con algun tipo de informaciéon genética
gue los hace mas ofensivos, su ADN ya reconoce acciones que su huésped lo
ha sometido como medicamentos u otros agentes exdgenos. Por ende, es

necesario realizar estudios con microbios que hayan estado sometidos a



patologias reales con la finalidad de mostrar la accion efectiva de la planta frente
estos, necesariamente debemos considerar saber que un agente patégeno en
su estado original es menos agresivo, pero no inofensivo, frente a un
microorganismo manipulado de muestra clinica y de enfermos infecciosos. Los
diferentes estudios realizados muestran que el Ocimun micranthum Willd
presenta cualitativamente y cuantitativamente aceites, saponinas, lactonas,
cumarinas, triterpenos, esteroides, azlcares reductores, resinas, aminoacidoso
aminas libres y mucilagos , ademas eugenol, metileugenol y linalool, en donde
la industria de alimentos y perfumes no ha quedado indiferente mientras que la
medicina tradicional lo utiliza como extractos en tratamientos de problemas de
vias respiratorias, reumatismo, paralisis, enfermedades mentales, ademas de
contener compuestos biolégicamente activos que se utilizan de forma natural
como insecticida, nematicida, antimicrobiano @9 y una actividad antiflngica
dependiente de la dosis contra levaduras patdgenas y perjudiciales para los

alimentos MMy los sereshumanos.

Frente a esta problematica se formulé la siguiente pregunta principal de

investigacion

¢ Presentara actividad antifangica in vitro el extracto etandlico de las hojas de

Ocimun micranthum Willd (albahaca silvestre) frente a Candida albicans?
La accidén antifingica o antimicética es una propiedad que se le atribuye a
un compuesto o sustancia que tiene la capacidad de inhibir o matar a un
hongo evitando la proliferacion de este agente, que causa dafio a su
huésped. La intervencién del antimicotico en el hongo se genera a partir

de diferentes mecanismos en; su estructura inhibiendo el desarrollo, su

viabilidad y capacidad de desarrollo de manera directa o indirecta (12),

Ocimum L. (Lamiaceae) es un género aromatico perteneciente a la tribu casi
exclusivamente tropical se reconoce 160 especies 13); sin embargo, Paton
reconocen 64 especies en un resumen de clasificacion y relaciones dentro de
Ocimum %), Esta gran discrepancia demuestra claramente que la circunscripcion
genérica es problemética. Ocimum crece naturalmente en Ameérica tropical y

subtropical (Caribe hasta Pert), Africa y Asia, no hay completa revision
5



taxondmica del género, solo revisiones regionales (19,

Ocimum micranthum Willd, la albahaca de campo es un arbusto 30-60 cm de
altura, con hojas pequefa (cerca de 3 pulgadas de largo por 1,5 pulgadas de
ancho), ovalada, con peciolo bordes cortos y ligeramente dentados y pecioladas,
ovada, puntiaguda y ligeramente pubescente. Es muy aromatica, rica en aceite
esencial 8. Por otro lado, su flor compuesta de 4 sépalos superiores y 1 sépalo
inferior; corola de 4 pétalos y 1 pétalo inferior con tricomas largos y abundantes.
Los cuatro estambres es de color morado, didinamos; con pistilo bifido y de color

morado de tallo cuadrangular, con cuatro canales morados y pubescentes 7).

Muchos estudios demuestran su composicion quimica que presenta Ocimum
micranthum Willd, y especialmente en los compuestos volatiles en el aceite
esencial de la especie micranthum, algunos autores identificaron compuestos
mayoritarios como el B-cariofileno, el metil eugenol, el eugenol y en porcentajes

menores, el espatulenol y el éxido de cariofileno.

Mientras que en el extracto etandlico encontraron metabdlicos secundarios como
eugenol, B-cariofileno, acido benzoico, metil eugenol, acido dodecanoico y
espatulenol. Finalmente, en el extracto acuoso eugenol, 2,2-dimetil-4-(metiletil)-
2H—-imidazol, alcohol fenetilico, metil eugenol y catecol, compuestos que han

mostrado actividad antimicrobiana (9,

Ademas, segun los estudios y siendo el metil eugenol y el eugenol presente en
todas las extracciones tanto del aceite esencial, extracto etandlico y extracto

acuoso se le puede atribuir su propiedad antibacteriana y antifingica ).

La Céandida albicans esta en el organismo como componente normal de flora
comensal en los humanos; en el aparato digestivo, respiratorio y regiones muco-
cutaneas, pero cuando se propaga a otras tejidos o areas provoca candidiasis
vaginal, oral y sistémica esta Ultima tiende a ser mas seria ya que cominmente
se aprovecha de los inmunocomprometidos cuando estos se encuentran en los
hospitales, pues este agente también se encuentra en los pisos, equipamiento
meédico, catéteres de los hospitales siendo un hongo importante causante de las

infecciones nosocomial (29,



El presente estudio se sustentard con antecedentes internacionales como:

Sacchetti et al. (2004) Brasil. Determind sus propiedades por su composicion
qguimica encontrando 31 compuestos. Los componentes principales fueron
eugenol (46,55 £5,11%), B-cariofileno (11,94 £1,31%) y B-elemeno (9,06

+0,99%), mientras que una pequefia cantidad se detecto linalool (1,49 £0,16 %).
En donde el aceite mostré una notable capacidad antioxidante por el a-caroteno

(2,39 #0,1) que poseia; ademas de su accion bacteriana y flingica @Y.

Silva et al. (2013) Brasil. Mediante un estudio por busqueda de revista cientificas,
a la familia Asteraceae e Lamiaceae usadas en medicina tradicional, concluye
que el Ocimum micranthum W es indicado para infecciones generales, tos,

bronquitis 2.

Kumar et al. (2014) asimismo, en una vision general, identifica por recopilacion
de datos, que mediante la utilizacion de la técnica de GC y GC-MS se logré
determinar que la especie Ocimum presenta cuatro principales quimiotipos de
aceites esenciales, metil chavicol, linalol, metil eugenol y metil cinamato, y
diferentes subtipos de aceites; ademas se demostré que Ocimum micranthum

W. tiene actividad antimicrobiana, antioxidante y analgésico @3,

Jaramillo et al. (2014) en Colombia, mediante el proceso de hidrodestilacion
obtuvo el aceite esencial de las hojas del Ocimum micranthum W. en donde se
demostr6 que presentaba metabolitos secundarios como ugenol, eucaliptol,
cisb-terpineol y a-terpineol, a-cadineno; su efecto antifingico se demostro contra
el hongo F. oxysporum con un porcentaje de inhibicion micelar de 98,8 % a 176,5
uL de AE/L; S. zeamais de 66,7 % a 500 pL de AE/L de aire @4,

Caamal et al. (2018) , en México, demostro que solo el aceite esencial causo
efecto fungicida, estos resultados sugieren que el aceite esencial y los extractos
etandlico y acuosos de esta planta pueden producir un efecto fungicida o
fungistatico a bajas concentraciones en comparacion con los niveles necesarios
para provocar un efecto bacteriostético, los microorganismos utilizados en este
estudio consistieron en dos cepas Gram-positivas ( Staphylococcus aureus
ATCC® 25973TM y Bacillus subtilis ATCC® 465 TM); una cepa Gram-negativa
( Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27,853 TM ) y una cepa de hongo de
levadura ( Candida albicans ATCC® 14,053 TM) (28



Acosta et al. (2021), finalmente en Ecuador, en un estudio fitoquimico mediante
pruebas fisicoquimicas cualitativas, se evidencié que el Ocimum micranthum W
en sus extracciones en medio etéreo, alcohdlico y acuoso presenta aceites,
saponinas, lactonas, cumarinas, triterpenos, esteroides, azlcares reductores,
resinas, aminoacidos libres o aminas y mucilagos, segun corresponda, lo quele

proporciona beneficios microbianos -
A nivel nacional, se citan los siguientes autores:

Fuertes et al. (1992) demostrando en un estudio por medios cromatograficos y
espectroscopicos que el aceite esencial proporciona accion antibacterial y
antifingica, determinando esta accion mediante excavacion — placa cultivo frente
a diferentes bacterias y hongos por la composicion fitoquimica que esta
presentaba y en especial el metileugenol, cariofileno, B elementos, entre

otros19

Herencia et al. (2018) por otro lado demuestra en un estudio con el decocto de
un producto nutraceudtico compuesto especialmente con Ocimum micranthum W
presenta multiples efectos biolégicos como antinflamatorio, antioxidante,
antimicrobiano también muestra accién gastro protectora, lo que le se atribuye

dichos beneficio por presentar ugenol, B cario-fileno y Biciclogermacrene®>

Wilson et al. (2022) finalmente mediante un estudio sobre el aceite esencial del
Ocimum micranthum W. demuestra que existen multiples quimiotipos dentro de
las especies de plantas. Tomo tres muestras de tres regiones diferentes Pueblo
Libre, el Diamante, Villa Rica en donde, el 55 % de las muestras son del
guimiotipo eugenol (valores que oscilan entre 15,4 y 30,2 %), el 33 % son del
quimiotipo metileugenol (valores que oscilan entre 68,1 y 68,7 %) y una sola
muestra es una mezcla de ambos quimiotipos, que contiene altos niveles de
tanto eugenol (38,1%) como metil eugenol (8,6%). Proporcionandole asi

beneficios terapéuticos (9,
El objetivo general del estudio es:

Determinar la actividad antifingica del extracto etandlico de las hojas de Ocimum

micranthum Willd (albahaca silvestre) frente a Candida albicans, In vitro.



Asi mismo, la hipétesis general formulada del estudio es:

El extracto etandlico de las hojas de Ocimum micranthum Willd (albahaca

silvestre) presentara actividad antifungica frente a Candida albicans, In vitro.

Este presente estudio tiene una justificacion sustentada con el propésito de dar
a conocer el efecto antifingico del Ocimum micranthum Willd en donde se trabaj6
con muestras de pacientes que presentaban patologias clinicas por Candida
albicans lo que permite que nuestro estudio determine su acciébn con
microorganismos que ya tienen antecedentes de haber estado en procesos
patolégicos en huéspedes, realizandose un estudio analitico cualitativo de la
muestra fitoquimica de la especie Ocimum micrantuhm Willd en muestras
biolégicas; permitiendo encontrar un nuevo producto que se administre en
patologias clinicas para el tratamiento terapéutico, asi como también sera una

informacion util y valiosa para estudios futuros.

ll. MATERIALES Y METODOS

II.LEnfoque y disefio de la investigacion

El estudio es de enfoque cuantitativo, las variables del estudio luego de ser
cuantificadas seran analizadas estadisticamente en base a sus valores

numéricos obtenidos @7,

El disefio metodoldgico es una investigacion experimental, en la medida que las
variables seran modificadas o manipuladas deliberadamente para determinar su
relacion de causalidad obtenidos luego del planteamiento del estudio en la etapa

de ejecucion @8),

El tipo de investigacion corresponde a corte transversal ya que presenta un doble
propdsito es descriptivo y analitico, prospectiva debido a que los datos seran
recolectados en un solo periodo de tiempo y estos seran obtenidos luego del

planteamiento del estudio en la etapa de ejecucion @2,



II.2 Poblacién, muestray muestreo
Poblacién

Hojas pertenecientes a la especie Ocimum micranthum Willd colectadas en el
centro poblado ElI Muyo, distrito de Bagua del departamento de Amazonas
(Peru), se recolectaron en la temporada de invierno durante la etapa de floracion,
se colect6 3 kg para los analisis respectivos, junto con una muestraherborizada

para la identificacion de la especie colectada.

La identificacion de la especie botanica se realiz6 por un profesional bi6logo
botanico con experiencia en identificacion taxondmicas de especies vegetales

encargado del Herbario de la universidad Pedro Ruiz Gallo.

Muestra

La cantidad de muestra necesaria para la investigacion fue de 1 kilogramos de
hojas de Ocimum micranthum Willd, después de aplicar los criterios de

seleccion®9),

Criterio de inclusion:

Las hojas seleccionadas presentaron caracteristicas similares en cuanto al peso,

color, tamafio y sanidad de las hojas.

Criterio de exclusién:

Las hojas de diferente especie vegetal, o recolectadas en distinta ubicacién

geografica, con signos de contaminacion y/o deterioro.

Unidad de anéalisis

Estuvo conformada por Candida albicans, aisladas de muestras clinicas, que
fueron identificadas en el Laboratorio de Microbiologia Clinica de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas. Esta unidad de analisis tuvo en consideracion el control de
calidad microbiol6gico indicado segun los métodos estandarizados por el CLSI

(Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio).

Muestreo seleccionado en la investigacion es no probabilistico, por

conveniencia debido a la facilidad de acceso y disponibilidad del investigador @1,
10



[1.3 Variables de investigacién

Variable independiente: Extracto etandlico de las hojas de Ocimum micranthum
Willd (albahaca).

Definicién conceptual: Producto obtenido por proceso fisico que contiene los
metabolitos secundarios de Ocimum micranthum Willd (albahaca silvestre).

Definicion operacional: Maceracion con etanol 96° a temperatura ambiente.

La extraccion se dio con el solvente organico etanol de 96° utilizando el método
de maceracion esto se realizé a temperatura ambiente, en donde el material
vegetal se pulveriz6 agregandolo en un recipiente de vidrio con tapa,
posteriormente se afiadio el etanol de 96° se tapd y dejé reposar 14 dias con
agitacion esporadica. Finalmente se filtr6 el liquido, se exprimié el residuo se
recuperd el solvente, posteriormente se evapor6 en una estufa y se obtuvo el

extracto con los metabolitos ©2),

Variable dependiente: Actividad antifungica frente a Candida albicans, In vitro.

Definicion conceptual: Inhibiciébn en el crecimiento bacteriano de Candida

albicans mediante la accidn del extracto.

Definiciébn operacional: Medicion del tamafio del halo de inhibicion
determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI). Esta definida como la
concentracion mas baja de droga en donde previene el crecimiento visible de
microorganismos entre 18 y 24 horas de cultivo. Es facil de percibir que, si un
antimicrobiano se mantiene en el organismo en concentraciones por encima de
la CIM para determinada cepa, sera capaz de inhibir el desarrollo de ese

microorganismo con comodidad. (33) (34)

[I.4Técnicas e instrumentos para la recoleccidon de datos
La técnica es la observacion (3,

El instrumento es la ficha de recopilacion de datos.

11



Ficha de recoleccion de datos —Microbiolégica

Se registro los tamarios de los halos de inhibicion obtenidos por medio del efecto
del extracto, la cual constato de dos grupos dividido en experimentales (50%, 80
% y 100 %) y control (positivo). La ficha fue tomada del estudio de Fuertes R.
(1999) (19) (36),

Ficha de recoleccion de datos - Fitoquimico:

En la recoleccion de datos se registré los resultados obtenidos, donde se
registraron los resultados obtenidos en cuanto al tipo de identificacion del
metabolito, el tipo de ensayo realizado, el color obtenido y la intensidad. La ficha
fue adaptada del estudio de Acosta K, Zapata V. (2021). (15

[1.5 Plan metodologico para la recoleccién de datos

[1.5.1. Plan de elaboracién del extracto etandlico:

Se realiz6 segln el método propuesto por Benites et al. (2019) ¢7), se tomaron
1000 gr de hojas seleccionadas, se lavaron con abundante agua y luego se
desinfectaron con hipoclorito al 2% durante 6 minutos, posteriormente se
procedio a remover el desinfectante enjuagando con agua destilada estéril por 3
veces para luego ponerse a secar bajo sombra sobre papel durante 5 dias como
promedio, las hojas luego fueron colocadas en estufa para su deshidratado
completo y posteriormente fueron trituradas empleando un molino de cuchillas.
Las hojas pulverizadas se colocaron en un frasco de vidrio de boca ancha para
su maceracion con etanol al 96° durante 7 dias en un lugar oscuro alejado de la
luz solar. Transcurrido el tiempo de maceracién se filtr6 y se coloc6 en un crisol

para su evaporacion hasta obtener el extracto etandlico seco.
Preparacion de la solucion madre (100%)

Se peso 5 gr del extracto etanolico de hojas de Ocimum micranthum y se diluyé

con 5 ml de alcohol al 40°.

Preparacion de las concentraciones de del extracto etandlico de Ocimum

micranthum.

A partir de la solucion madre, se realizaron diluciones del 80% y 50% con alcohol
de 40° como diluyente.

12



Dilucién al 50%

CiVi=Ca V2

100%. V1 = 50%. 2ml

Vi< 50 %. 2 ml
~ 100%
V1= 1ml extracto etan. Ocimun micranthum
Completar 1 ml etanol 40°.
Dilucion al 80%
CiVi=Ca V2

100%. V1 = 80%. 2ml

3 80%.2ml

Vi
100%

V1= 1.6ml extracto etan. Ocimun micranthum

Completar 0.4 ml etanol 40°.

13



[1.5.2. Marcha fitoquimica

Para la marcha fitoquimica se utilizara el método de Pérez (2011) ©®y Bermejo

(2014) @9 en su trabajo describen la siguiente metodologia:
DEL EXTRACTO ETANOLICO
Ensayo de Liebermann- Burchard (triterpenos y/o esteroides)

Triterpenos y/o esteroides para identificarlos se realiz6 el ensayo de Liebermann-
Burchard, en la cual agregamos en un tubo de ensayo 5 gotas de extracto,
llevado a sequedad, luego agregamos 5 gotas de cloroformo (disolvemos),
finalmente se agrega 1 ml &cido acético y agitamos. Por la pared del tubo de
ensayo se dejo correr 3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar. EI cambio
de coloracion de rosado- azul, muy rapido; verde intenso visible, aunquerapido;
verde oscuro- negro final esta ultima coloracion de la reaccion se produce porque
presenta una gran cantidad de estos compuestos; como presentd una de las

mencionadas coloraciones el ensayo fue positivo.
Ensayo de Shinoda (Flavonoides)

Este ensayo permite identificar la presencia de flavonoides en un extracto
vegetal. Se tomo la alicuota del extracto que se encontraba en etanol, se diluyé
con 1ml de acido clorhidrico concentrado y se agreg6 un pedacito de cinta de
magnesio metélica. Luego de la reaccion se espero por 5 min., se afiadio 1ml de
alcohol amilico, se mezclaron las fases dejando reposar hasta que las mismas
se separen. El ensayo fue positivo cuando el alcohol amilico se torna naranja,

siendo el caso.
Ensayo de cloruro férrico (taninos y/o fenoles)

En un tubo de ensayo se le agreg6 5 gotas de extracto luego se le afiadié 2 gotas
de solucién de FeCl 3%. La presencia de una coloracion verde indico taninos

condensados.
Ensayo de Espuma

Este ensayo reconoce la presencia de saponinas, de tipo esteroidal como

triterpénicas. Se tomo una alicuota de 1 ml que se encuentra en etanol, en un
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tubo de ensayo se diluyé en 5 veces su volumen en agua y se agité la mezcla
fuertemente durante 7 min. El ensayo fue considerado positivo, aparecié espuma
en la superficie del liquido de mas de 2 mm de espesor o altura y persistio por

mas de 2 min.

11.5.3. Actividad antifungica

Preparacion del in6culo fungico

Las cepas de Candida albicans se sembraron en placas de agar Sabouraud y se
llevaron a incubacién a 35°C durante 24 horas, luego se seleccionaron 3 colonias
y se suspendieron en solucion salina al 0.9% ajustando la turbidez al tubo 0.5 de

la escala de Mac Farland.
Preparacion de los Discos de susceptibilidad

Los discos fueron obtenidos perforando hojas de papel de filtro Whatman N°1
con ayuda de un perforador, luego se colocaron los discos en frascos de vidrio
para ser esterilizados en horno a 180°C durante 2 horas. Posteriormente los
discos fueron embebidos con 20ul de las diferentes concentraciones del extracto
etanodlico de O. micranthum (100%, 80%, 50%), dejandose secar por 5 minutos
antes de ser empleados en la prueba de susceptibilidad. Se empleo un discode

terbinafina como control positivo.

Prueba de susceptibilidad antifUngica, método de Difusién en agar (disco)
segun Kirby Bauer.

Se realiz6 siguiendo los procedimientos empleados por Stela R (2009) (39 (40),
para lo cual la determinacion de la actividad antifingica se realizé por medio de
difusion en disco para lo cual primero se activé la cepa mediante la siembra de
Céandida albicans en caldo Sabouraud y luego se repicé en agar Sabouraud, el
cultivo se llevé a incubacion por 24 horas a 36°C, luego de este periodo de tiempo

se visualizo el crecimiento fungico.
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e Siembra
Con un hisopo estéril, se procedié a introducirlo en el tubo conteniendo el in6culo

microbiano, se humedecid y luego se elimind el exceso frotando el hisopo por las
paredes del tubo. La siembra se realiz6 en tres direcciones con la finalidad de
distribuir el in6culo en toda la superficie del agar Muller Hinton, se dejo secar 5
minutos y luego se coloco los discos embebidos con 20ul de cada una de las
concentraciones del extracto etanodlico de albahaca. Las placas se incubaron a
37 C durante 24 horas. Luego se procedieron a medir los halos de inhibicién y

se anotaron en fichas de datos.

I1.6 Procesamiento del analisis estadistico

Los resultados de la actividad antifingica del extracto etandlico de Ocimum
micranthum fueron sometidos al Analisis de Varianza (ANOVA), este analisis
secomplementd con la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05;

para lo cual se empleé el software estadistico SPS.

Il. 7 Aspectoséticos

Dado que el estudio es de tipo experimental, in vitro con manejo de material
biolégico de alto riesgo se tomad y aplico los criterios y principios de bioseguridad
en el laboratorio siguiendo las guias y protocolos de los manuales
internacionales en laboratorios de ensayo para evitar riesgo de los
investigadores; asi mismo, se dispondrd de procesos para evitar la
contaminacion del medio ambiente con la contaminacion de residuos biologico
mediante las normas establecidos por el Ministerio de Salud. Asi mismo es
necesario poner en conocimiento que los investigadores cumplieron con la
originalidad del presente trabajo por lo cual son los Unicos responsables de su
contenido, sometiéndose a las normas y sanciones que estipule la universidad

en caso de incurrir en falta.
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Il. RESULTADOS
l1l.1. Resultados sobre la marcha fitoquimica del extracto Ocimunmicranthum
Wwilld.

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las

hojas de Ocimum micranthum Willd. (albahaca silvestre)

é\ﬂe?:tl?r?ggrti(:)ss Reactivos Indicadores Resultado

Alcaloides Dragendorff Opalescencia (+) ++

Quinonas Borntrager Rosado (++) -
Rojo (+++)

Compuestos Rojo-vino (+) ++

Fendlicos FeCls

Taninos Verde intenso (+) A
Azul (+)

Mucilagos Consistencia gelatinosa -
(+)

Flavonoides Shinoda Amarillo - Naranja +

Carmelita o Rojo (+)

Triterpenos Liebermann Rosado-azul Verde intenso +
Burchard Verde oscuro

/ Esteroides negro (+)

Saponinas Espuma Presencia de espuma por +

mas de 2 minutos.

Leyenda: Ausente (-), Escasas (+) Moderado (++) Abundante (+++)

Interpretacion

En la tabla 1 presenta los resultados obtenidos luego del estudio fitoquimico
realizado al extracto etandlico de las hojas de Ocimum micranthum Willd.
(albahaca silvestre), se llegé a identificar mediante reacciones de coloracion y
precipitado la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides,
compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, triterpenos aminoacidos, saponinas.

Los metabolitos que presentaron una cantidad moderada en relaciéon con la
17



intensidad del color estuvieron conformados por los alcaloides, compuestos

fendlicos y taninos.

l1l.2. Resultados sobre la actividad antifingica de los extractos etandlicos de las

hojas de Ocimum micranthum Willd. (albahaca silvestre) a una concentracion de
50%; 80% y 100% frente a Candida albicans, In vitro.

Tabla 2. Promedio de halos de inhibicién del Extracto etandlico de

Ocimum micranthum sobre cepas de Candida albicans.

Soluciones

Extracto etandlico
hojas Ocimum
micranthum W

Extracto etandlico
hojas Ocimum
micranthum W

Extracto etandlico
hojas Ocimum
micranthum W

Terbinafina

Promedio de los Halos de inhibicion (mm)
Candida albicans

Concentraciones C.albicans C.albicans C.albicans Promedio

01 02 03 (mm)
100 % 7.00mm 9.33 mm 10.00 mm 8.78 mm
80 % 7.00 mm 8.33 mm 9.00 mm 8.11mm
50 % 5.00 mm 7.33 mm 8.66 mm 7.00 mm
2.5mg/ml 23.00 mm 23.00 mm 23.00 mm  23.00 mm

Fuente: Software estadistico SPSS

En la presente tabla se muestran los promedios de halos de inhibicion del

extracto etandlico de O. micranthum sobre las cepas de C. albicans, en donde

se observa que las concentraciones que tuvieron mejor actividad fueron las de

80% y 100% con halos de inhibicion de 8.11 mm y 8.78 mm. Cabe sefialar

también que el control positivo Terbinafina mantuvo su buena actividad de

manera constante con promedios de halos de inhibicién de 23 mm.
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l11.3. Andlisis de varianza de los promedios de los Halos de inhibicion de las
cepas de Candida albicans por el extracto etandlico de Ocimum micranthum
willd.

Se evaluaron las siguientes variables como: Cepas, concentracion e interaccion
cepa x concentracién, mediante el andlisis de varianza, observandose de que

existen diferencias significativas entre las variables en estudio. (tabla 3)
Ho: No existen diferencias significativas entre las cepas estudiadas.

Ho: No existen diferencias significativas entre las concentraciones del extracto

etandlico de O. micranthum willd.

Ho: No existen diferencias significativas entre las cepas y las concentraciones

empleadas.
Tabla 3: Analisis de la varianza
EFECTO SC GL CM F P Decision
Rechazar
Cepa 39.41 2 19.074 11.565 <.001 H
0
_ Rechazar
Concentracion 14.52 2 7.259 4.261 0.031 H
0
Cepa*Concentracion  2.37 4 0.593 0.348/ 0.842  Aceptar Ho
Error 30.67 18 1.704

Fuente: Software estadistico SPSS

SC: Suma de cuadrados, GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrado medio; F: Test;
P: Probabilidad

Interpretacion

Los resultados del Andlisis de varianza nos demostraron que las variables cepas
y concentracion existen diferencias significativas, pero no se observaron

diferencias significativas entre la interaccion cepa — concentracion.
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Tabla 4. Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de halos de
inhibicién de las cepas de Candida albicans frente al extracto etandlico de

Ocimum micranthum Willd

Promedio de halos

Cepas de inhibicién Significancia
1 6.33 mm A
2 8.33 mm b
3 9.22 mm b

Fuente: Software estadistico SPSS

Interpretacion

En los analisis de varianzas se observaron diferencias significativas entre las
variables cepas, por lo que se sometieron a la prueba de significancia de Tukey
para evaluar en donde se presentaban esas diferencias. Asi en la presente tabla
observamos que la cepa 001 presenta una mayor resistencia al efecto del
extracto etandlico de Ocimum micranthum W; sin embargo, las cepas 002 y003
presentaron un comportamiento similar frente al extracto etandlico de albahaca,

siendo mas sensibles.

Tabla 5: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del promedio de halos de
inhibicién en las tres concentraciones 100%, 80%, 50%.

Promedio de halos de

Concentracion Significancia

inhibiciéon
50 % 7.00 mm A
80 % 8.11 mm A b
100 % 8.78 mm b

Fuente: Software estadistico SPSS

Interpretacion

En la tabla N° 5: se puede observar que la prueba de significancia de Tukey nos
indica que la concentracion de 50% es la que menos actividad antifingica
presenta frente a las cepas de C. albicans; sin embargo, conforme aumentan las
concentraciones en efecto antifingico es mejor como se evidencia en el

promedio de los halos de inhibicion
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IV. DISCUSION
IV.1. Discusién de los resultados

Las plantas medicinales siguen siendo una fuente de investigacion en la
busqueda de nuevos principios activos, en donde son una alternativa para el
tratamiento para diferentes patologias; en ese sentido, el presente trabajo de
investigacion busca a través de sus resultados ser una alternativa en el
tratamiento de diferentes patologias como son las infecciones micéticas,
especificamente las causadas por Candida albicans, en ese sentido, se emple6
como variable de estudio el extracto etandlico de Ocimum micranthum Willd.
(Albahaca silvestre) y se evalu6 su actividad antifingica in vitro sobre cepas de
Céandida albicans procedentes de muestras clinicas; los resultados encontrados

en el presente estudio se discuten a continuacion.

En relacion con la presencia de los metabolitos secundarios encontrados en el
extracto etanolico de Ocimum micranthum Willd. (albahaca silvestre) mediante
el estudio fitoquimico se pudo comprobar la presencia de regular cantidad de
alcaloides (++), compuestos fendlicos (++), taninos (++) y escasas cantidad de
flavonoides (+), triterpenos (+), aminoacidos (+), saponinas (+). Estos
metabolitos presentan afinidad por el solvente (etanol) empleado, por tal razon,
fueron extraidos con este solvente, asi mismo, los metabolitos secundarios son
los componentes de las plantas que le infieren las propiedades medicinales.
Caamal H. et al, (2018) mediante un estudio fitoquimico realizado al Ocimum
micranthum Willd en un extracto etandlico, determina que las hojas de la especie
lograron determinar la presencia de eugenol (18%), y metil eugenol (2%)
perteneciendo al grupo de los compuestos fendlicos, B-cariofileno (6%) y
espatulenol (1%) perteneciendo a los triterpeno , en donde los resultados se

muestran similares a los encontrados en el presente estudio.

Por otro lado, Acosta K. et al (2021) en su estudio fitoquimico se logro determinar
en una extraccion acuosa y alcohdlica la presencia de alcaloides, flavonoides,
fenoles y taninos, antocianinas los cuales destacan por sus propiedades
antibacterianas, lo que evidencia que estos metabolitos le confieren a esta planta
propiedades contra diferentes microorganismos. Asi mismo, el estudio realizado
por Fuertes R (1999) en Peru, logré determinar en la misma planta, en una

extraccibn de aceites esenciales la presencia de mas de 36 compuestos
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guimicos incluyendo fendlicos, eucaliptol, benzaldehido, flavonoides,
terpenoides, derivados de &acidos grasos, aceite esencial y esteroides,
generando diversas acciones fito terapéuticas como antimicGtica, antibacteriana,
repelente y fumigante antiparasitario, resfrios entre otras. Las diferencias que
presentan cada planta en relacién con sus metabolitos secundarios se le atribuye

al cultivo, geografia, clima, solvente.

Por otro lado, la actividad antifingica de los extractos etandlico a la
concentracion del 50%, 80% y 100 % fue evaluado mediante el método in vitro
de difusién en disco de Kirby Bauer, que nos permitié a través de la medicion de
los halos de inhibicién interpretar si ha producido efecto antifiingico sobre C.
albicans. Los resultados promedios encontrados para los grupos experimentales
fueron de 7.00 mm de diametro para el extracto etandlico de las hojas del
Ocimum micranthum W al 50 %; de 8.11mm para el extracto etandlico al 80 %;
de 8.78 mm para el extracto etandlico al 100 %; por lo que es probable que el
efecto antifiingica del extracto etandlico puedan atribuirse no solo a la capacidad
de resistencia de las cepas que al tener una procedencia clinica de pacientes
recurrentes con esta patologia y considerar que en algunos casos estos
pacientes se tratan inicialmente con la medicina natural hace posible que hayan
desarrollado resistencia a los principios activos; por otro lado se debe consideran
gue la planta en estudio es de tipo silvestre, cuyo desarrollo esta supeditado a la
naturaleza del terreno por lo que los principios activos se encuentren en
pequefias proporciones en comparaciéon con otras especies de Albahaca que

son cultivadas comercialmente.

Caamal H, et al (2018) mediante su estudio evaluaron la actividad antifungica del
extracto etandlico, acuoso y aceite del Ocimum micranthum W (albahaca
silvestre) en donde la extraccion etandlico y acuosa a la concentracion del 0,25%
y 4% sobre Candida albicans, se obtuvieron resultados con valores de MIC 5
pML/mL y 80 uL/MI respectivamente sobre C. albicans, mientras que para el caso
de Staphylococcus aureus , Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa , la CIM

del extracto acuoso y etandlico fue de 125 uL/mL.

Por otro lado, el aceite obtenido de la albahaca amazdnica también fue estudiado
por Fuertes R. et al (1999), quien evaluo la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Ocimum micranthum W a una concentracion de 50 %, 20%,10%, 5%
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y 1% presentando formacion de halos de inhibicion de 50 mm para toda la
concentracion; frente a la inhibicion del crecimiento sobre Asperguillus niger,

Asperguillus flavus, Asperguillus niger, Penicillium sp.

El Analisis de varianza (ANOVA) utilizado para evaluar las variables en estudio
nos indicaron que existen diferencias significativas entre las cepas de Candida
albicans; estas diferencias pueden explicar por la procedencia de las cepas y por
la exposicidn a diferentes tratamientos tanto naturales como farmacolégicos a la
gue son expuestas; asi mismo también se debe tener en cuenta la capacidad de

estos hongos de desarrollar resistencia a diferentes productos antimicrobianos.

Al realizar el estudio comparativo de la actividad del extracto etandlico de las
hojas del O. micranthum con la terbinafina se pudo determinar que este
compuesto farmacoldgico tiene una mejor actividad antifingica que el extracto

etandlico probado.

IV.1l. Conclusiones

e Se identificaron como metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las hojas de Ocimum micranthum W. (albahaca silvestre) a
compuestos fendlicos (++), alcaloides (++), taninos (++), y escasos

saponinas (+), flavonoides (+), triterpenos (+).

e La actividad antifungica del extracto etandlico de las hojas de Ocimum
micranthum W. (albahaca silvestre) presentan poca actividad antifungica
a las concentraciones de 80% y 100% frente a 3 cepas de Céandida
albicans con halos de inhibicién promedios son de 8.11 mm de diametro
y 8.78 mm de diametro respectivamente, mientras que para la
concentracion del 50% fue de 7 mm de diametro, interpretdndose como

nula (-).

e La terbinafina presento una mejor actividad antifingica con halos de 23
mm frente al extracto etandlico de O. micranthum.
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IV.IlIl. Recomendaciones

e Someter los extractos de Ocimum micranthum Willd. (albahaca silvestre)
a diferentes microorganismos para evaluar su eficacia contra otros

microorganismos y determinar su potencial efecto.

e Someter al Ocimum micranthum Willd de utilizar otro tipo de solventes
para definir posibles efectos antimicrobianos en proximas investigaciones.
e Realizar investigaciones similares, principalmente en el campo
etnobotanico en las diferentes regiones de nuestro pais en la busqueda

de nuevos compuestos antimicrobianos en general.
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ANEXO A: Instrumento de recoleccidon de datos

ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS
HOJAS DE Ocimum micranthum will. (ALBAHACA) FRENTE A
Céndida albicans, IN VITRO

GRUPOS EXPERIMENTALES | GRUPO CONTROL
N° PLACAS
Control
100% 80% 50% positivo
Cepas Terbinafina
Candida
albicans
Placa n° 01 8.0mm 7.0 50 23.00 mm
mm mm
Cepa N°01 73,00
Placa n°® 02 7.0mm 8.0 5.0 ) mm
mm mm
Placa n° 03 6.0 mm 6.0 5.0 23.00 mm
mm mm
Placa n° 01 7.0 mm 7.0 8.0 23.00 mm
mm mm
Cepa N°02
Placa n° 02 10.0 mm 8.0 7.0 23. 00 mm
mm mm
Placa n° 03 11.0 mm 10.0 7.0 23.00 mm
mm mm
Cepa N°03 Placa n° 01 9.0 mm 7.0 7.0 23.00 mm
mm mm
Placa n°® 02 11.0 mm 10.0 10.0 23.00 mm
mm mm
Placa n° 03 10.0 mm 10.0 9.0 23. 00 mm
mm mm
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Problema General
¢, Presentard actividad antifangica in vitro el

extracto etandlico de las hojas de Ocimum
micranthum will (albahaca silvestre) frente a

Candida albicans?

Problemas Especificos
¢ Presentara actividad antifingica los extractos
etandlicos de las hojas de Ocimum micranthum
will (albahaca silvestre) en concentraciones de
50mg/ml; 80mg/ml y 100mg/ml frente a
Candida albicans, In vitro?
efecto de los extractos

,Cudl sera el

etandlicos de las hojas de Ocimum
(Albahaca

comparado con terbinafina frente a Candida

micranthum  will? silvestre)

albicans, in vitro?

Objetivos
Objetivo General
Determinar la actividad antifingica del extracto
etandlico de las hojas de Ocimum micranthum
will (albahaca silvestre) frente a Candida
albicans, in vitro.

Objetivos Especificos
Determinar la actividad antifingica de los
extractos etanolicos de las hojas de Ocimum
micranthum will (albahaca silvestre) a una
concentraciéon de 50%; 80% y 100% frente a
Céandida albicans, In vitro.

Comparar el efecto de los extractos
etandlicos de las hojas de Ocimum
micranthum will (albahaca silvestre) con

terbinafina frente a Candida albicans, In vitro

Hipotesis
Hipotesis General
El extracto etandlico de las hojas de Ocimum
micranthum will (albahaca silvestre) presentara
actividad antifangica frente a Candidaalbicans,
In vitro.
Hipotesis Especificas

Los extractos etandlicos de las hojas de
Ocimum micranthum will. (albahaca) a una
concentracion de 50%; 80%y 100%presentan
actividad antifangica frente a Candidaalbicans,
In vitro

Los extractos etandlicos de las hojas de
Ocimum micranthum will (albahaca silvestre)

frente a Candida albicans, Invitro presentan

mayor actividad antifiungica que la terbinafina.
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ANEXO C: Operacionalizacion de las variables

VARIABLES

Extracto
etandlico de las
hojas de
Ocimum
micranthum
will. (Albahaca
silvestre).

Actividad
antifingica
frente a
Candida
albicans, In
vitro.

DEFINICION
CONCEPTUAL

Producto  obtenido
por proceso fisico

gue contiene los
metabolitos
secundarios de

Ocimum micranthum
Will.

Efecto que inhibe el

crecimiento  fangico
de Candida albicans,
mediante una

simulacion en el
laboratorio

DEFINICION
OPERACIONAL

"Maceracion de
las hojas de
Ocimum
micranthum
will. con etanol

Escala de
Duraffourd

DIMENSIONES

Concentracion

Halo de

inhibicion

INDICADORES

Porcentaje

Diametro

ESCALA
DE
MEDICIO
N

Razoén

Razén

N° DE
ITEM VALOR
S
3
100
80
50
< 8mm (-)
4 8mm-14mm
(+)
> 14 mm-
20mm (++)
> 20mm:
(+++)
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Anexo D. Carta de aprobacion de la Instituciéon en la que se ejecut6 el

Proyecto de Tesis.

VERS 2 AL PEDR G
Facultsd de C i2s Bioldgicus
Departamento de Microbiotogin y Parusiiologin

\STAN

Y que wisiribic, M3, Marle Cecitia Morenn Manalla, con 1M 16805740, corente
principai de Lo Facullad de Clencias Bicdogicas de In Universidind Nucioasd Pedvo Ruiz
Cinllo y Jefe def Laboratorio de Micrubiologia Clinica, deja constncia que:

Ll trabajo de twsis “Efecto antifangico in vitro del extructn ctandlico de ¢ Avmumn
Franhamm Will (Alhahacs silveitic) provenicnts de ls reglin Amwonus State o
Conctida albicans 20227; de |as Buchillores, Deyli Romero Goveochies y Esnikia Liftww
Bustuonate Gueyaia, ha sido reatirado on ol Latsmorno de Macobiologia Chinlos del
Departamento de Mictobiologia y Pasviwlogia de fa FCCRB siendo supervissdo por mi
personn.

Se expide la prevente o solicitud de las in d

Chicdayo 19 d Octubre del 2022

Sefe e Laborstoro Je Micrbsialogia Clinics
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ANEXO E. Constancia de la obtencion de las cepas en estudio.

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO

Facultad de Ciencias Biolégicas

Departamento de Microbiologia y Parasitologia

CONSTANCIA

El que suscribe, MSc. Mario Cecilio Moreno Mantilla. con DNI: 16505740, docente
Principal de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz
Gallo y Jefe del Laboratorio de Microbiologia Clinica, deja constancia que:

Que las cepas de Candida albicans fueron aisladas de muestras clinicas, las cuales han
sido utilizadas para el trabajo de Tesis: “Efecto antifiingico in vitro del extracto etanolico
de Ocimum micranthum Will (Albahaca silvestre) proveniente de la region Amazonas
frente a Candida albicans. 2022 y que forman parte del cepario del Laboratorio de
Microbiologia Clinica y que fueron solicitadas por las Bachilleres Deyli Romero
Goycochea y Esnilda Liliana Bustamante Guevara.

Se expide la presente constancia a solicitud de las interesadas para los fines que crean
convenientes.

Chiclayo 19 de Octubre del 2022

s S ¥ §

Wa Cecilio Moreno Muntilla

efe del Laboratorio de Microbiologla Clinica
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Anexo F. Certificado de identificacion botanica

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ CALLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BOTANICA

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION BOTANICA

El que suscribe, Dr. CESAR ESTELA CAMPOS, Profesor Principal s D.E del Departamento
Académico de Botdnica-Facultad de Ciencias Biologicas. UNPRG. Lambayeque.

HACE CONSTAR:

Que, del estudio botdnico de las muestras enviadas por las Bachilleres Deyli
Romero Goicochea y Esnilda Liliana Bustamante Guevara de la Universidad
Maria Auxiliadors, para realizar su Trabajo de Investigacion Cientifica, se
determiné que corresponde a la:

Especie: Ocimum micranthum Willd. (albahaca de monte),

Sinénimo de O. campechianum Mill

Familia: Lamiaceae

Subfamilia: Nepetoideae
Orden: Lamiales

Clase :Magnoliopsida

Divisién: Magnoliophyta

Se expide la presente constancia a solicitud de la parte interesada para los
fines que estime conveniente.

Lambayequg, 24 de octubre del 2022.
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Anexo G. Fotografias de la ejecucién de la investigacion

Figura 1. Recoleccion de la planta

llustracién 1: recoleccién de la planta para identificacion.

Figura 2. Extracto etandlico Ocimun micranthum W.

llustracion 2: obtencién del extracto etandlico O. micranthum W.
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llustracion 3: solucién madre
Figura 3. Preparacion de la solucion control — terbinafina.

llustracion 4: elaboracion de la solucion control- terbinafina
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Figura 4. Analisis fitoquimico

llustracion 5: formacién de coloracién para identificar los metabolitos
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Figura 5: Preparacion del inoculo - Cultivo de las cepas

llustracion 6: Cepas Candida albicans

llustracién 7: Preparacién del inéculo en solucion salina
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Figura 6. Prueba de sensibilidad con los extractos en las placas

llustracion 8: replicacién en agar Sabouraud e incubacion

44



llustracion 9: las pinzas sujetan a los discos que seran embebidos en las soluciones del extracto.
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llustracién 10: soluciones de los extractos en concentraciones
50%,80%,100%.
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llustracion 11: colocamos los discos con extractos en las placas.

Figuras 7: Resultados

~
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