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RESUMEN

Esta investigacion se realizé con el objetivo de evaluar la fitoquimica cualitativa y el
efecto antimicdtico in vitro de extractos etandlicos de Lepechinia meyenii (salvia) y
Calceolaria spp (zapatilla) sobre Candida albicans, la metodologia empleada tiene
enfoque cuantitativo, de disefio experimental puro, la poblacion y muestra estuvo
conformada por 400 unidades experimentales por cada especie vegetal (10 cepas de
Candida albicans, 8 tratamientos y 5 repeticiones), cuyos datos se utilizaron para
determinar la concentracion minima fungistatica (CMI) y concentracion minima
fungicida (CMF) de extractos etandlicos de Lepechinia meyenii (Walp) Epling y
Calceolaria spp, en concentraciones de 5%, 10%, 20%, 40%, 80% y 100% sobre Candida
albicans. El andlisis estadistico empleado fue la prueba T de Student de una prueba. En
la fitoquimica cualitativa los metabolitos secundarios evaluados fueron: alcaloides,
fenoles, flavonoides y taninos, donde Lepechinia meyenii presento fenoles muy
abundantes, alcaloides abundantes, flavonoides y taninos leves; y en Calceolaria spp
presentd fenoles muy abundantes, flavonoides abundantes, alcaloides y taninos leves; los
extractos etandlicos de la especie Lepechinia meyenii tuvo una CMF (40% )y CMI (10%)
sobre Candida albicans mientras que en la especie Calceolaria spp tuvo una CMI (10%),
CMF (40%), en conclusion los extractos etandlicos de la especie Lepechinia meyenii y
en Calceolaria spp tienen efectos antimicaticos sobre Candida albicans.

Palabras clave: Actividad antifingica, Concentracion minima inhibitoria, Extractos

etanolicos, Fitoquimica, Plantas medicinales.
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ABSTRACT

This research was carried out with the objective of evaluating the qualitative
phytochemistry and the in vitro antifungal effect of ethanolic extracts of Lepechinia
meyenii (sage) and Calceolaria spp (slipper) on Candida albicans, the methodology used
has a quantitative approach, a pure experimental design, the population and sample
consisted of 400 experimental units for each plant species (10 strains of Candida albicans,
8 treatments and 5 repetitions), whose data were used to determine the minimum
fungistatic concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) of
ethanolic extracts of Lepechinia meyenii (Walp) Epling and Calceolaria spp, in
concentrations of 5%, 10%, 20%, 40%, 80% and 100% on Candida albicans. The
statistical analysis used was the one-test Student's T test. In qualitative phytochemistry,
the secondary metabolites evaluated were: alkaloids, phenols, flavonoids and tannins,
where Lepechinia meyenii presented very abundant phenolics, abundant alkaloids,
flavonoids and slight tannins; and in Calceolaria spp it presented very abundant phenols,
abundant flavonoids, alkaloids and light tannins; The ethanolic extracts of the species
Lepechinia meyenii had a CMF (40%) and MIC (10%) over Candida albicans while in
the species Calceolaria spp it had a MIC (10%), CMF (40%), in conclusion the ethanolic
extracts of the species Lepechinia meyenii and Calceolaria spp have antifungal effects on

Candida albicans.

Keywords: Antifungal activity, Minimum inhibitory concentration, Ethanolic extracts,

Phytochemistry, Medicinal plants.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La candidiasis es una enfermedad fungica emergente en los ultimos 10 afios
(MINSA, 2017), que viene incrementandose debido al uso irracional de antiflngicos,
aunado al aumento de la poblacién inmunodeprimida ha provocado un incremento en el
namero de aislamientos de levaduras patdgenas del género Candida que son resistentes a
diversos antifingicos llegando a convertirse en uno de los problemas de mayor

importancia en la salud publica (Centers for disease Control and Prevention, 2017).

Los azoles son el grupo de antifungicos del que se cuenta con mayor referencia a
la persistencia de mecanismos de resistencia y de aislamientos de Candida resistentes,
debido a su exagerado uso, facilitando la aparicion y posterior diseminaciéon en la
resistencia de estos microorganismos. El principal mecanismo involucrado y reportado
con mayor frecuencia es la sobreproduccion de bombas ABC y MF gracias a la
sobreexpresion de los genes CDR (1 y 2) y MDR1, respectivamente. Por otro lado,
también estan incluidas muchas mutaciones en los genes ERG11 y su sobreexpresion de

dicha mutacion. (Bilbao, 2018).

En la region Puno no se cuenta con registro de casuistica de casos de candidiasis,
ni mucho menos reportes en trabajos de investigacion publicados, pero la presencia de
casos de la infeccién fangica si se presentan en los establecimientos de salud estatal y
privados, donde los médicos recetan antifingicos que muchas veces no son eficientes en
el tratamiento de éstas enfermedades, razon por la cual mucha gente recurre a la medicina

tradicional, por tales motivos la presente propuesta de investigacion plantea la evaluacién

17
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de los extractos etandlicos de las plantas medicinales salvia y zapatilla que puedan poseer
efectos antifingicos en su actividad fungistatica mediante el célculo de la CMI y efecto

fungicida mediante la CMF.

Las infecciones fangicas tuvieron un incremento en la frecuencia e importancia
en los dltimos afios, éstas vienen continuadas de una alta mortalidad, ya que origina
infecciones en el torrente sanguineo, donde el género Candida posee una casuistica entre
el 20% a 50% de los casos y la mortalidad por estas infecciones puede llegar a mas del

90% (Bassetti et al., (2014).

En tal sentido la investigacion se justifica en razon que se determind si algunas de
las concentraciones de los extractos etandlicos de la salvia y/o zapatilla, ostentan una
actividad antimicética en el crecimiento in vitro de C. albicans, para que sea considerado
como parte de la medicina complementaria, debido a su bajo costo y abundancia en el
altiplano peruano, pero quedando pendiente la realizacion de estudios méas minuciosos de
sus compuestos fitoquimicos en posteriores investigaciones, radicando ahi lo valioso de

realizar este tipo de investigaciones.

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la fitoquimica cualitativa y el efecto antimicotico in vitro de extractos

etanolicos de Lepechinia meyenii y Calceolaria spp sobre Candida albicans

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar la fitoquimica cualitativa de alcaloides, fenoles, flavonoides y taninos

en extractos etanolicos de Lepechinia meyenii (Walp) Epling y Calceolaria spp.

18

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Determinar la concentracion minima fungistatica (CMI) y minima fungicida
(CMF) de extractos etandlicos de Lepechinia meyenii (Walp) Epling y
Calceolaria spp en concentraciones de 5%, 10%, 20%, 40%, 80% y 100% sobre

Candida albicans.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Condorhuaman et al. (2014) al evaluar el efecto del extracto etandlico de
Calceolaria myriophylla “zapatilla”, el analisis fitoquimico cualitativo arrojé que la
planta posee abundante cantidad de flavonoides y compuestos fendlicos. Mostajo et al.
(2021) al preparar un extracto acuoso al 5% de la parte aérea de la planta (tallo, hojas y
flores) de Calceolaria scapiflora y de pepa de Persea americana var. Fuerte el tamizaje
fitoqguimico de ambos extractos arrojo la presencia de lactonas sesquiterpenicas,

compuestos fenolicos, triterpenos y flavonoides.

Geraldi et al (2022), en su investigacion obtuvo resultados de actividad
antifungica de extractos metandlicos de 11 plantas medicinales tropicales de Indonesia
contra Candida albicans ATCC 10231. Entre ellos, los extractos metandlicos de C.
citratus, C. xanthorrhiza, C. aeruginosa y Z. officinale var. rubrum tenia el valor més
bajo de MIC ()y MFC, mientras que, en concentraciones relativamente bajas, Z. officinale

var. rubrum y C. longa mostraron actividad antifingica comparable a la nistatina.

Alves et al. (2021) el andlisis se realiz6 con base en la mediana, cuartiles (25% y
75%), valores maximos y minimos de cuatro grupos: todas las cepas, cepas ATCC, cepas
de C. albicansy cepas de C. albicans ATCC. Se propusieron los siguientes puntos de
corte para definir las categorias: CMI < 3.515 ug/mL (bioactividad muy fuerte); 3.516-
25 ug/mL (bioactividad fuerte); 26-100 ug/mL (bioactividad moderada); 101-500 xg/mL

(bioactividad débil); 500-2000 xg/mL (bioactividad muy débil); y >2000 xg/mL (sin

20

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

bioactividad). Conclusiones: Se propone un esquema de clasificacion de la potencia
antifungica de los compuestos frente a las especies de Candida que puede ser utilizado

para identificar el potencial antifangico de nuevos candidatos a farmacos

Muthular et al. (2019) demostré6 que los efectos in vitro del medicamento
antitumoral dietilestilbestrol mostré una inhibicion en el crecimiento de Candida
albicans, tanto en cepas sensibles como resistentes al fluconazol. Los resultados se
ajustan de manera adecuada a las curvas tedricas saturables que representan la relacion
entre la concentracion del inhibidor y la respuesta. Las concentraciones inhibitorias
minimas observadas fueron las siguientes: para medicamento antitumoral

dietilestilbestrol y fluconazol, 28.18 pg/ml y 4,90 ug/ml (ATCC).

A nivel nacional, Enciso (2015) determin6 los constituyentes quimicos del
extracto hidroalcohdlico de flores Calceolaria rhaccodes Krazl, calceolaria o zapatito de
venus, zapatilla, capachito, zapatito de la virgen, calceolaria, reportando que la
maceracion hidroalcohdlica presentd flavonoides, alcaloides, taninos, quinonas,

carbohidratos y azucares reductores.

Torres (2014) evaluo la actividad antimicrobiana de extractos etandlicos de Luma
chequen (molina) y determind que la CMI del extracto frente a Candida tropicalis y
Candida parapsilosis fue de 1.56 mg/ml y el tamizaje fitoquimico de la planta arrojo la
presencia de compuestos fenodlicos, taninos, flavonoides, triterpenos y/o esteroides,

alcaloides y leucoantocianidinas.

Zapata (2017) evalud la actividad antifungica del extracto hidro — alcohdlico de
Cestrum hediondinum “hierba santa”, donde determiné valores de CMI sobre Candida

albicans y Microsporum sp equivalente a 12.5 mg/ml y la concentracion minima
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ﬂ. UNIVERSIDAD

fungicida (CMF) para Candida albicans fue 25 mg/ml y para Microsporum sp de 25
mg/ml y la sensibilidad mediante el método de difusion en agar (Kirby-Bauer)
Microsporum sp presentd una mayor sensibilidad con un halo de 40 mm de diametro,

seguido de Candida albicans formando un halo 25 mm.

Mestanza & Vasquez (2018) obtuvieron que las cepas de Candida albicans
resistente a la nistatina fueron susceptibles al extracto acuoso de Allium sativum L (ajo),
observandose que a mayor concentracion mayor fue la susceptibilidad y la CMI del
extracto de ajo sobre C. albicans fue 25 ul/ml originando susceptibilidad de todas las

cepas estudiadas.

Nontol & Portal (2020) con el objetivo de determinar la actividad antimicética in
vitro de extractos hidroalcoholicos de flores de tres colores (rojo, amarillo y anaranjado)
de la especie Tropaeolum majus L. “mastuerzo” sobre Candida albicans, concluyeron
que el extracto hidroalcohdlico de la flor roja del mastuerzo a una concentracion del 40%
inhibio el crecimiento de C. albicans, llegando a formar halos de inhibicién de promedio

de 25 mm.

A nivel regional, Flores (2024) se evalu6 la susceptibilidad bacteriana utilizando
la técnica de Kirby-Bauer, y los datos fueron analizados mediante regresion y correlacion
lineal, asi como analisis de varianza (Fisher y Kruskal-Wallis), complementados con
pruebas de comparaciones multiples de T Student y Dunn, tras verificar los supuestos con
un 0=0.05. El analisis de la composicion fitoquimica del aceite esencial (AE) mostré una
presencia leve de alcaloides (+) y fenoles (+). En cambio, en el extracto etandlico (EE) se
identificd una cantidad significativa de fenoles (+++), seguidos de taninos (++) y

alcaloides (+). En lo que respecta a las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
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presenta asociacion significativa (r=-0,92), mientras que las concentraciones minimas

bactericidas (CMB) que presenta alta asociacion (r=-0.93).

Quispe (2020) obtuvo que la CMI del extracto etandlico de curcuma sobre
Candida albicans fue del 35%, con halos de inhibicion promedio de 20.33 mm y su efecto
fungicida con una concentracién del 78.01%, con halos promedio de 26.06 mm con

fluconazol; el extracto al 100% origina un promedio de 25.19 mm de inhibicion.

Machaca (2024) los resultados del extracto etandlico de Artemisia
absinthium indican que la concentracion del 100% mostrd la mayor inhibicion,
alcanzando 19.68 mm, seguida por las concentraciones del 80% (16.72 mm), 60% (13.61
mm), 40% (10.60 mm), 20% (8.23 mm) y 10% (6.66 mm) (P=0.0001). En contraste, el
aceite esencial de Artemisia absinthium presentd una inhibicion de 8.62 mm al 10%,
11.19 mm al 20%, 14.22 mm al 40%, 17.45 mm al 60%, 20.32 mm al 80% y 23.25 mm
al 100% (P=0.0001). Se concluye que la inhibicion con el extracto etandlico al 100% fue
de 19.68 mm, lo que equivale a un 78.95% de inhibicion segun Duraffourd, mientras que
con el aceite esencial se logré una inhibicion de 23.25 mm (84.21% de sensibilidad
Duraffourd), teniendo como control la ceftriaxona, que mostr6é una inhibicion de 25.86

mm.

2.2. MARCO TEORICO:

2.2.1. Candida albicans

a. Descripcion

La candidiasis es la infeccidn fungica invasiva mas comun siendo Candida

albicans el principal agente etioldgico, con un alto indice de mortalidad y suele
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encontrarse en pacientes inmunosuprimidos o con otras condiciones subyacentes
que los predisponen. Las levaduras de C. albicans pueden cursar como patgeno
primario tiene capacidad para exhibir cambios bioquimicos y morfoldgicos al
contacto con personas que tienen defectos en su sistema inmune y producir asi la
enfermedad (Mantilla et al, 2021). Se han descrito varios mecanismos por los
cuales las bacterias favorecen o disminuyen el riesgo de adquirir la infeccion por
C. albicans. Estudios en modelos murinos muestran que la colonizacion de la via
urinaria por Escherichia coli favorece la adhesion de C. albicans al epitelio y de
forma contraria, la presencia de C. albicans en la via respiratoria aumenta el riesgo
de neumonia asociada a ventilador por Pseudomonas aeruginosa. Dentro de los
factores mas aceptados se encuentran: la produccion de proteasas y fosfolipasas
que degradan queratina y colageno para facilitar la invasion tisular; la conversion
de levadura a hifa, ya que esta Gltima es mas resistente a la fagocitosis y contiene
un mayor nudmero de enzimas proteoliticas; y la expresién de moléculas
inmunoreguladoras que contribuyen a disminuir la actividad de las defensas del
huésped (Mantilla et al, 2021).Los antimic6ticos pueden eliminar las infecciones
por candida en la mayoria de las personas. Sin embargo, si tiene un sistema

inmunitario debilitado, el tratamiento puede ser mas dificil (Alves et al., 2021).

b. Epidemiologia

En el afio 2022, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) dio a conocer
una lista de 19 hongos prioritarios. Esta clasificacion es fundamental para
fomentar la investigacion sobre especies de gran relevancia clinica, como Candida

albicans., que se menciona en esta lista como un problema significativo de salud
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publica a nivel mundial. Las infecciones por Candida son frecuentes en entornos
hospitalarios, con tasas de candidemia que fluctian entre el 4% y el 15% de los
hemocultivos positivos. La mortalidad relacionada con estas infecciones puede
ser considerable, variando entre el 35% y el 75%, dependiendo del estado del
paciente y otros factores. En tiempos recientes, se ha registrado un incremento en
la incidencia de especies distintas a Candida albicans las cuales ahora constituyen

aproximadamente el 50% de los aislados en hemocultivos (Alves et al., 2021).

c. Clasificacion taxondémica

La clasificacion taxonémica de Candida albicans por Dadar et al., (2018);

Wall et al., (2019); Kadosh, (2019).

Reino: Fungi.
Filo: Ascomycota.
Subfilo: Saccharomycotina.
Clase: Saccharomycetes.
Orden: Saccharomycetales.

Familia: Saccharomycetaceae.

Género: Candida.

Especie: Candida albicans.
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d. Diagnostico

El laboratorio de micologia identifica levaduras que tienen significancia
clinica, para lo cual se dispone de multiples sistemas bioquimicos rapidos; y
también se deben seguir realizando sencillas pruebas que son Utiles en la
identificacion tales como: observar la micromorfologia, produccion de pigmento,
asimilacion de carbohidratos, produccion de ureasa, susceptibilidad a la
cicloheximida, desarrollo de pelicula, desarrollo a 37 y 42 °C. La diferenciacion
de Candida albicans de otras Candidas se da mediante la prueba fisioldgica del

tubo germinativo (INS, 2007).

e. Tratamiento

El tratamiento de las infecciones por Candida albicans implica el uso de
antifingicos como azoles (fluconazol), polienos (anfotericina B) y
equinocandinas. Sin embargo, se han documentado cepas resistentes al
fluconazol, lo que complica su manejo clinico. La resistencia a los antiflngicos es
un desafio creciente en el tratamiento de las infecciones por Candida albicans, lo
que resalta la necesidad de estrategias de tratamiento adecuadas y la vigilancia

continua de la susceptibilidad a los medicamentos (Alves et al., 2021).

2.2.2. Plantas medicinales

El uso de las plantas medicinales a través de la medicina tradicional es
ancestral, se usan diferentes partes de la planta segin el malestar o dolencia del

afectado, lo comdn es usar hojas y flores y ocasionalmente el tallo y raiz, estas
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plantas pueden ser consumidas directamente o mediante infusiones. (Guzman et

al. 2017)

2.2.3. Calceolaria spp

a. Descripcion botanica
Calceolaria spp, también conocida como capachito, zapatitos de Venus,
Topa-topa o0 Zapatitos de la Virgen, Amaysapato, zapatilla es un género de
faner6gamas en la familia Calceolariaceae. Este grupo de plantas herbaceas es
originario del sur del continente americano y cuenta con aproximadamente 250
especies aceptadas y numerosos cultivares comerciales que se ofertan en viveros

de todo el mundo (Leiva et al., 2018).

Algunas caracteristicas generales de las Calceolarias incluyen:

e Flores amarillas o anaranjadas: Las flores de estas plantas cominmente
son de estos colores y pueden presentar manchas rojas o purpuras,

existiendo variaciones dependiendo de la zona y el medio ambiente.

e Descripcién de las hojas: Las hojas son simples, opuestas y decusadas o

ternadas, rara vez alternas.

e Inflorescencia: La inflorescencia suele estar en cimas, y en algunas

especies, las flores son solitarias.

e Caracteristica distintiva: El labio inferior de la corola tiene forma de saco

(sacciforme) y es més grande que el labio superior. Ademas, presenta una
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zona de tricomas glandulares secretores de aceites conocida como

elaioforo.

e Fruto: El fruto es una capsula pluriseminada que se deshace distalmente

en 4 valvas.

e Semillas: Las semillas son pequefias, casi lineares, elipsoides y algo
recurvadas, con una testa ornamentada y costillas longitudinales (Leiva et

al., 2018).

e Arbusto o sub — arbusto erecto: Las hojas son ternadas y subcoriaceas,
simples, elipticas; con margenes dentados. Las flores en cimas multifloras.
Corola amarilla; elaiéforo presente Anteras amarillas, de 2,2-2,8 mm de

longitud., tecas divaricadas. (Leiva et al., 2018)

La identificacion de la esta especie se extrajo del texto Sistema de
faner6gamas del autor Condori y Vilca (2005) y Plantas medicinales de los andes
y la amazonia del autor Bussmann y Sharon (2015).

El género Calceolaria spp contiene una amplia gama de compuestos
quimicos, incluidos diterpenos, flavonoides, fenilpropanoides, iridoides y &cidos
fendlicos. Algunas especies de Calceolaria exhiben propiedades insecticidas y
antimicrobianas, con compuestos como la isorhamnetina, la dunniona y la
quercetina que muestran una potente actividad bactericida y fungicida. Los
gluctsidos feniletanoides, particularmente el verbascdsido, han demostrado
potencial como inhibidores multiobjetivo para el desarrollo de plaguicidas,
mostrando afinidad por la acetilcolinesterasa, la profenoloxidasa y el receptor de
ecdisona en silico. (Garbarino et al., 2000).
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b. Habitat y distribucién

La diversidad de especies del género Calceolaria L. del distrito Salpo,
provincia Otuzco, region La Libertad y una nueva especie del norte de Perd.
Se reportan 15 especies que crecen en esta area geografica, y que, ademas, 7
son endémicas para los Andes occidentales de Perd. La Calceolarias también
se encuentra en algunas zonas de Uruguay, Brasil, Argentina, (Leiva et al.,

2018)

c. Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Phylum o divisién: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Scrophulariaceae
Género: Calceolaria
Especie: Calceolaria spp

Nombre comun:  Zapatito o amaysapato. (IBUNAM, 2019)

d. Usos

La Calceolaria fue ampliamente utilizada por los aborigenes americanos
como febrifugo, asi como diurético. También ha sido empleada como

antiinflamatorio para dolencias musculares y reumaticas, para calmar dolores de
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cabeza y para ayudar a cicatrizar heridas. Los mapuches, y otros pueblos
originarios del continente y los campesinos, desde EE.UU. hasta América del Sur,

también la ocuparon para espantar piojos. (Leiva et al., 2018)

2.2.4. Lepechinia meyenii

a. Descripcion boténica

Lepechinia meyenii, también conocida como Pachasalvia o directamente
salvia, es una hierba perenne perteneciente a la familia Lamiaceae. Se encuentra
en los Andes en los paises de Argentina, Bolivia y Perd, en altitudes que varian

alrededor de los 1500 y 4500 m.s.n.sm (Castillo, 2004).

Contiene una amplia gama de fitoquimicos, incluidos los &cidos
salvianolicos y los diterpenoides fenolicos. El aceite esencial de la planta es rico
en monoterpenos y sesquiterpenos oxigenados. Se han identificado varios
compuestos con actividades antioxidantes e inhibidoras de la aldosa reductasa,
siendo el acido rosmarinico el mas abundante y activo. Los extractos de L. meyenii
han mostrado efectos antibacterianos significativos contra varios patdgenos,
incluido el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM). El
aislamiento bioguiado condujo a la identificacidn del &cido carnésico, el carnosol
y el &cido 12-metoxicarndsico como los principales compuestos antibacterianos.
El anélisis estructura-actividad reveldé que el grupo 12-OH es crucial para la
actividad, mientras que la metilacién en C-20 la potencia ain més. Estos hallazgos
respaldan el uso tradicional de L. meyenii como medicina herbal antidiabética y

antibacteriana (Serrano et al., 2021).
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Lepechinia meyenii tiene tallos subterraneos y hojas opuestas con peciolos
alados. Sus flores son de colores intensos y crecen en inflorescencias. Es una

planta terrestre que se desarrolla en terrenos secos y laderas (Castillo, 2004).

La identificacion de la esta especie se extrajo del texto Sistema de
faner6gamas del autor Condori y Vilca (2005) y Plantas medicinales de los andes

y la amazonia del autor Bussmann y Sharon (2015).

b. Clasificacion taxondémica (Barnechea, 2020)

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Lepechinia
Especie: Lepechinia meyenii (Walp)

Nombre Comn: Salvia

c. Importancia cultural y medicinal

En Peru, se considera una planta medicinal y se utiliza tradicionalmente de
las siguientes formas: Bronquitis, corazon, nervios y memoria (via oral: Se
prepara una infusién con la planta entera y se toma con las comidas, via topica:

Heridas y pérdida de cabello). Ademaés, se ha identificado que Lepechinia meyenii
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contiene compuestos con propiedades antioxidantes, antibacterianas,

antiinflamatorias e inhibidoras de la enzima aldosa reductasa (Castillo, 2004).
2.2.4 Metabolitos secundarios

a. Alcaloides

Son compuestos nitrogenados heterociclicos solubles en agua, sintetizados
a partir de aminoacidos (fenilalanina, ornitina, triptéfano, lisina y &cido
antranilico), mediante interacciones quimicas (Zamora et al., 2008). Los
alcaloides pueden clasificarse segun su estructura final en alcaloides verdaderos,
pseudoalcaloides y protoalcaloides (Abukakar et al., 2011). Los alcaloides tienen
una amplia gama de actividades bioldgicas, se encuentran en los tejidos periféricos
de las semillas, frutos, hojas, raices y corteza, su mecanismo de accion parece ser
mediante intercalacion entre la pared celular y el DNA del microorganismo
(Villacis, 2009), el efecto antimicrobiano de los alcaloides puede estar
relacionado con la capacidad que presentan para inhibir la biosintesis de acidos

nucleicos (Kazanjian & Farifias, 2006)
b. Fenoles

Son moléculas basicas, compuestos por uno 0 mas grupos hidroxilo unido
a un anillo aromatico (importante en las propiedades antioxidantes) actian como
fitoalexinas (defensa ante ataques bacterianos y fangicos) y dan pigmentacion a
ciertas partes de las plantas, cuando se oxidan dan lugar a las quinonas que en
muchas ocasiones es indeseable (Pefiarrieta et al, 2014). Se clasifican en 2 grupos:
No flavonoides (Fenoles no carboxilicos, Acidos fenoles) y Flavonoides

(antocianos, flaconas, flavo nonas, flavonoles, flavanonoles, taninos condensados
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y lignanos). Por sus propiedades antioxidantes tienen implicaciones en la salud
humana en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, cancerigenas o

incluso en enfermedades neurodegenerativas (Gimeno, 2004).

c. Flavonoides

Grupo de compuestos que tienen una 2-fenil cromona como ndcleo
principal bésico y se dividen en diversas clases, tales como flavonas, flavonoles,
flavanonas y biflavonas (Lu et al., 2016). Estos compuestos tienen una gran
variedad de efectos terapéuticos, entre estos destacan su actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antimicrobiana, anticancerigena, capacidad de eliminacion de
radicales libres, y otras propiedades medicinales (Karak, 2018). Tiene una
estructura quimica Unica que consta de dos anillos aromaticos unidos por un triple
enlace de carbono; en este grupo, los autores identificaron cuatro flavonoides
relacionados con la ecologia vegetal: el primero incluye a las antocianinas, que se
encuentran relacionadas con los pigmentos de las plantas y estan involucradas en
las interacciones de polinizacion de las plantas, otros incluyen a las flavonas y
flavonoles, que bloquean los rayos UV. Pueden absorber las longitudes de onda
de luz més cortas que el insecto percibe como una sefial para atraer y seguir el
proceso de polinizacion. Peralta et al. (2013) en cuanto a su uso en medicina
tradicional enfatiza las propiedades de los flavonoides como antibacteriano,
estrogénico, antioxidante, antiinflamatorio y otros; Martinez et al. (2002)
demostraron los efectos antioxidantes de los flavonoides y su importancia

nutricional.
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d. Taninos

El tanino es una sustancia no nitrogenada con estructura polifendlica,
solubles en etanol, agua como acetona, presenta poca solubilidad al éter, asimismo
esta sustancia tiene un sabor astringente y posee la capacidad de curtir la piel, y
se fija en su proteina (diferente del curtiente de cromo donde se usa aluminio y
cromo), por lo que es imputrescible e impenetrable. Los taninos, dan por hidrolisis
total una molécula de hidrato de carbono y un nimero mas o menos grande de
moléculas de &cido galico, son compuestos altamente oxigenados y/o presentan
azUcares en su composicion quimica, dando una caracteristica hidrofilica

(Marcano y Hasegawa, 2018). Presenta las siguientes clasificaciones:

e Taninos hidrolizables: Taninos que producen acido galico y azlcares
simples como productos cuando se tratan con &cidos o enzimas. Estos
compuestos estan asociados con propiedades antioxidantes. (Costa et al.,

2019).

e Taninos condensados: Son un grupo muy diverso de los polifenoles. Los
taninos condensados son los mas estudiados por su actividad antioxidante,
pero también que poseen actividad antibacteriana, bacteriostatica y
anticarcinogénica (Vazquez et al., 2012). Los taninos poseen propiedades
vasoconstrictoras, anticancerigenas, antidiarreicas, antibacterianas,

antioxidantes (Bruneton, 2001).

e Galotaninos: compuestos complejos que en el nicleo llevan azlcar

esterificados con acido galico y sus derivados. Tienen actividad
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antioxidante y antibacteriana, también tienen potencial para ser aditivos en

alimentos (Pefiarrieta, 2014).

e Elagitaninos: comprende de un ndcleo de poliol y estrés del acido
hexahidroxidifenico, este se reordena para formar la unidad de &cido
elagico. Se ha demostrado que este tiene actividad antibacteriana y esta

asociada a la hepatotoxicidad en roedores y rumiantes (Pefiarrieta, 2014).

Durante varias décadas los seres humanos han usado las plantas
medicinales para poder tratar diferentes enfermedades, debido al su gran
contenido de alcaloides, polifenoles, taninos, carotenos y terpenos; actualmente,
el avance de la ciencia nos ha permitido tratar las enfermedades con medicamentos
para las afecciones de diferente origen en el cuerpo humano, que actlan
directamente sobre los agentes etioldgicos. El uso de estas favorece a la poblacion
que no puede recurrir a los centros de tratamiento lo cual hace que las

posibilidades de curarse disminuyan (Balarezo, 2018).

El uso de medicamentos como el fluconazol para el tratamiento de micosis,
es de aplicacion generalizada, por su disposicion en el mercado, lo cual ha
generado la resistencia antifangica lo que dificulta que el manejo de las mismas

sea dificil (Tapia, 2012; Lopez et al, 2007)

2.2.5 Extractos etandlicos

Para analizar las propiedades medicinales de una planta, se recurre a
métodos de extraccion, entre los cuales tenemos a los extractos etandlicos, con

aroma peculiar, que se obtiene a partir de una materia prima desecada de un
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derivado vegetal, se da por percolacién o por maceracién teniendo contacto con
el etanol, después del desecho de cierto solvente por medio de un contacto fisico

(Verde, 2016). Los métodos extractivos mas empelados son:

a. [Extraccion por Maceracion:

Es una forma de extraccion solido — liquido a temperatura ambiente.
Consta de humedecer material botanico triturado y en contacto con un solvente
(etanol), que penetrard y disolvera fragmentos solubles (Gonzélez, 2004). Para
realizar este procedimiento se coloca el material vegetal triturado en contenedores
pequefios afiadiendo el solvente metanol en reposo a temperatura ambiente

(Verde, 2016).

b. Extraccion por lixiviacion:

Este método se produce por desplazamiento de sustancias solubles, a
temperatura ambiente durante 3 dias, con acetona o algin otro solvente;
seguidamente se decanta y la acetona se evapora en un rotavapor (Verde, 2016).

Se requiere aumentar solvente constantemente (Gonzélez, 2004).

c. Extraccion por Soxblet:

Proceso de extraccion continua del material s6lido, el cual se coloca en un
dedal de papel filtro, el cual se carga a la camara del extractor Soxhlet, por donde
pasa el solvente, ciclo que se repite muchas veces. La obtencion también se puede
realizar de manera directa se seca y tritura el material vegetal afiadiendo
directamente metanol, dejar enfriar el extracto si hubiera algun precipitado filtrar

0 decantar (Verde et al., 2016)
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2.2.6 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son definidos como el conjunto de elementos o
sustancias que garantizan a los microorganismos u otras células los nutrientes
necesarios para su conservacion y/o desarrollo, estos elementos o sustancias
pueden ser de origen organico o inorganico, natural o artificial. Garantiza el
crecimiento del organismo o célula, su identificacion o diferenciacion dentro de
un conjunto de ellos e, incluso, inhibir el desarrollo de otros. Los ingredientes de
los medios de cultivo, por su naturaleza y funcién, pueden ser agrupados como se
describe a continuacion: Agua, bases nutritivas (peptonas, hidrolizados y
digeridos; extractos, infusiones y dializados), carbohidratos (azucares, agar y
derivados y almidones), sales minerales entre organicas e inorganicas
(macroelementos como fosforo, azufre sodio cloro, hierro y otros; microelementos
como zinc y cobre), factores de crecimiento (vitaminas y proteinas) y otros

(antibioticos y lipidos) (Rodriguez & Zhurbenko, 2018).

a. Tipos de medios de cultivo

e Agar Dextrosa Sabouraud: medio de cultivo selectivo para el desarrollo
de hongos filamentosos y levaduras, este fue desarrollado para el cultivo
de dermatofitos, este puede ser con antibidticos para la inhibicién de
gérmenes, el medio debe ser inoculado como un minimo de 3 dias a 25+-

2 ° C (Rodriguez & Zhurbenko, 2018).

e Agar Infusion Cerebro Corazon: es un medio altamente nutritivo para
el cultivo de microorganismos exigentes, por su alto contenido de glucosa
es menos adecuados para los estudios de las formas hemoliticas, el medio
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inoculado se incuba de 18 a 24 horas a 35 +- 2° C (Rodriguez &

Zhurbenko, 2018).

2.2.7 Actividad antifungica

a. Definicion
El concepto de antifingico o antimicotico engloba cualquier sustancia
capaz de producir una alteracion de las estructuras de una célula fangica que
consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia

(Gregori, 2005).

b. Métodos de evaluacion

Para Méndez & Herrera (2001) los métodos que se utilizan para realizar

los métodos de evaluacion antifungicos son diversos entre ellos tenemos:

e Dilucion: Esta técnica es utilizada para determinar la concentracion

minima fungistatica (CMI) y concentracion minima fungicida (CMF).

e Concentracion Minima Inhibitoria (CMI): La concentracién
minima inhibitoria o fungistatica (CMI) se define como la minima
concentracion de antimicrobiano (en pg/ mL) que inhibe el
crecimiento visible de un microorganismo después de 24 horas de

incubacién a 37°C (Horna et al., 2005).

e Concentracion Minima Fungicida (CMF): La concentracién

minima fungicida (CMF) se refiere al agente o solucion que
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disminuye en 99.9% el crecimiento del hongo a partir de un in6culo

de subcultivo puro (Neyra & Armas, 2018).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 AREA DE ESTUDIO

La investigacion se realizo en la ciudad de Puno, esta ubicada en la parte norte de
la provincia de Puno, en el centro de la regién Puno (Pert). La capital distrital se localiza
a 15° 29’ 277 de latitud sur y 70° 07° 37” de longitud oeste sobre los 3.825 msnm. Las
evaluaciones Fitoquimicas y la resistencia a los antimicoticos se realizaron en el
Laboratorio de Botanica y Biotecnologia y pertenece a la Universidad Nacional del
Altiplano, Puno- Per(. Las 10 Muestras de orina recolectadas de pacientes mujeres

procedieron de Clinicas Particulares provenientes de la Ciudad de Juliaca.

Las plantas utilizadas para este trabajo fueron recolectadas de los mercados de la
ciudad de Juliaca, entre ellos tenemos al mercado Cerro Colorado, Tupac Amaru y

Dominical.
3.2 TIPO DE ESTUDIO

e Disefio y tipo de investigacion

El disefio de estudio empleado es experimental puro, porque se determiné los
virajes de color segun intensidad, para registrar la presencia o ausencia de metabolitos
secundarios en los extractos etandlicos de las especies Salvia (Lepechinia meyenii) y
Zapatilla (Calceolaria spp), asimismo, se evalud el efecto de los tratamientos
(concentraciones de extracto y controles positivos-negativos) en el crecimiento
levaduriforme de la cepa determinandose la CMI y CMF. Y transversal por que se
realizd entre los meses de agosto a octubre del afio 2022.
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3.3 POBLACION Y MUESTRA

e Pablacion

La poblacion son 10 pacientes que asisten a 4 laboratorios y participaron en esta
investigacion de forma an6nima; sin embargo, las unidades experimentales fueron de 400
por especie vegetal debido a los tratamientos y repeticiones aplicadas a cada cepa de

Candida albicans que fue aislada los participantes.

e Muestra

La muestra es desde la perspectiva no probabilistica por conveniencia, segun la

disposicion de los participantes que brindan la informacion detallada en la siguiente tabla.

Tabla 1

Distribucién de los participantes del estudio.

L aboratorios Cantidad de Tipo de

muestras muestra
Laboratorio 1 2 ORINA
Laboratorio 2 3 ORINA
Laboratorio 3 1 ORINA
Laboratorio 4 4 ORINA

Total 10
Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 2
Distribucion de tamizajes fitoquimicos y determinacion de CMI y CMF de los extractos

etanolicos de las plantas medicinales salvia y zapatilla.

Plantas Lepechinia meyenii  Calceolaria spp
Actividad antifingica Tratamiento CM] CMF CMI CMF
1 8 5 rep 5rep 5 rep 5 rep
2 8 5rep 5 rep 5rep 5rep
3 8 5 rep 5 rep 5 rep 5 rep
4 8 5 rep 5 rep 5 rep 5 rep
Cepas 5 8 5 rep 5 rep 5 rep 5 rep
6 8 5 rep 5 rep 5 rep 5 rep
7 8 5 rep 5 rep 5 rep 5 rep
8 8 5 rep 5 rep 5 rep 5 rep
9 8 5 rep 5 rep 5 rep 5 rep
10 8 5 rep 5 rep 5 rep 5 rep
10 8 5 5 5 5
Total 400 400 400 400

Nota: CMI: Concentracion minima fungistatica; CMF: Concentracion minima fungicida. Se utilizaron
400 unidades experimentales por cada especie haciendo un total de 800 unidades experimentales por

ambas especies.

34 METODOLOGIA

3.4.1 Determinacién de la composicion fitoquimica cualitativa (alcaloides,
flavonoides, fenoles y taninos) del extracto etanolico de Lepechinia

meyenii y Calceolaria spp

3.4.1.1 Recoleccion de muestra vegetal

a. Técnica

Recoleccion manual
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b. Fundamento

Las plantas cuentan con metabolitos secundarios con actividad
antimicdtica, que fueron probados in vitro e in vivo con buenos resultados,
estas son de naturaleza peptidica y ricas en cisteina con capacidad de
inhibir el crecimiento de los hongos al producir cambios morfologicos y

dafo en alginas de sus estructuras celulares (Mesa et al. 2004).

c. Procedimiento

De las plantas de salvia (Lepechinia meyenii [Walp] Epling) se
colectaron las hojas, tallos y flores; también de la planta zapatilla o
amayzapato (Calceolaria spp). Las plantas fueron secadas al ambiente en
sombra en recipientes de pléastico acondicionados con papel aluminio y
semi machacadas en un mortero, con los cuales se obtendran los extractos
etandlicos 6 concentraciones diferentes.  Estos procedimientos se
realizaron en el Laboratorio de Botanica General de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la UNA — Puno.

3.4.1.2 Obtencion del extracto etandlico

a. Tecnica
Maceracion
b. Fundamento
Las plantas medicinales son extraidas y procesadas para consumo
directo como medicina herbaria/tradicional o preparadas con fines

experimentales. La preparacion de plantas medicinales para fines
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experimentales implica la recoleccion adecuada y oportuna de la planta, la
autenticacion por parte de un experto, el secado adecuado y la molienda.
A esto le sigue la extraccion, el fraccionamiento y el aislamiento del
compuesto bioactivo cuando sea aplicable. Actualmente, la planta como
fuente de medicina est4 ganando popularidad internacional debido a su
origen natural, disponibilidad en las comunidades locales, menor costo de
compra y facilidad de administracion. La medicina herbal puede ser un
tratamiento alternativo Util en caso de numerosos efectos secundarios y

resistencia a los medicamentos (Abubakar & Hake, 2020).

c. Procedimiento

En el caso de la salvia se colectaron las hojas, tallos y flores que
fueron seleccionadas y limpiadas, se desecaron bajo sombra por 7 dias,
seguidamente se llevd a secado en una estufa a 40 °C, temperatura que
no dafia los compuestos fitoquimicos, por 48 horas hasta lograr obtener
una muestra completamente seca y de fécil trituracion. Las hojas fueron
molidas en un matraz lavado, seco y desinfectado con etanol hasta
obtener un aspecto pulverulento de las muestras vegetales secas. Las
plantas molidas, se guardaron en frascos oscuros, etiquetados con su
nombre comun, nombre cientifico, fechas de recoleccion vy
almacenamiento de la muestra y se almacenaron en un lugar fresco y

seco hasta su uso siguiente.

La obtencidn de los extractos etandlicos de salvia y zapatilla se

pesaron 10 g de hojas y 10 g de tallos-hojas-flores, respectivamente, las
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que fueron maceradas por 24 horas en 100 ml de etanol al 50%,
seguidamente se filtrd la solucion, y se conservd en un vaso de
precipitado (Kasay et al., 2013; Zapata, 2017). La obtencion de
extractos etanolicos fue realizado 2 veces para que acuda a las pruebas

realizadas.

3.4.1.3 Analisis fitoquimico

Luego de obtener los extractos etanolicos de ambas plantas, se

realizo la determinacion de los fitoquimicos que presenta cada extracto.

A. ldentificacion de alcaloides:

a. Técnica

Colorimetria.

b. Fundamento

Los alcaloides ejercen una importante estimulacion del sistema
nervioso central y autbnomo también actGan como estimulantes otros
como inhibidores y pueden modificar la contractilidad de las paredes de
los vasos sanguineos (Verde et al, 2016). El principio para identificar los
alcaloides es la precipitacion de alcaloides con metales pesados. El
reactivo de Dragendorff contiene bismuto, que es un metal muy pesado
desde el punto de vista atomico. En la preparacion del reactivo de
Dragendorff, el nitrato de bismuto se disuelve en HCI (HNO3 o acido
tartarico) para evitar reacciones de hidrdlisis porque las sales de bismuto
son hidrolizables. La reaccién inducida por Dragendorff podria ser la
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siguiente: la mayoria de los alcaloides tienen un grupo amino terciario
R3N. En esta sustancia quimica, el grupo puede reaccionar de manera
similar al amoniaco (NH3) y actuar como base, que reacciona con un &cido

para formar una sal de amonio (Vargas, 2024).

c. Procedimiento

Se aplico el método colorimétrico utilizando el reactivo
Dragendorff, para ello se transfirio 5 ml del extracto etandlico a un tubo
de ensayo, se agregd 2 ml del reactivo de Dragendorff, se homogenizo y
realiz6 la lectura visual tomando en cuenta el rango de intensidad de la
coloracion final, una coloracién café rojiza indica la presencia de

alcaloides (Medina, 1997).

Tabla 3
Rango colorimétrico de valoracion cualitativa de metabolitos

secundarios.

Lectura Rango
Color intenso +++= muy abundante
Color regular ++= Abundante

Color débil +=Leve

Fuente: Medina, 1997.

B. Identificacion de fenoles.

a. Técnica

Colorimetria.

b. Fundamento
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Los fenoles son sustancias soOlidas o liquidas, de olores
caracteristicos, solubles en agua y muy solubles en alcohol o éter. La
presencia de grupos hidroxilos en los fenoles indican que tienen la
capacidad de formar enlaces de hidrégeno intermoleculares. Estos enlaces
de hidrégeno confieren a los fenoles puntos de ebullicion altos en
comparacion con moléculas de similares pesos moleculares. Los fenoles
se comportan como &cidos débiles, protonando al agua lo que puede
generar un anion fenoxido (ArO). Los fenoles son mas acidos que los
alcoholes, ya que el anion fendxido esta estabilizado por efecto de

resonancia (Pozo & Salazar, 2017).

En esta reaccion el Fe se une al grupo fendxido. Los iones fendxido
son mas reactivos que los fenoles hacia la sustitucién aromatica electrofila,
ya que tienen una carga negativa reaccionan con electrofilos para formar
complejos. Esta respuesta se debe al ataque producido por el lon cloruro
al hidrogeno del grupo hidroxilo provocando una ruptura de enlace y la
unién del grupo fenoxido al hierro, considerando que las disoluciones de
fenoles presentan coloracion, también se estima una reaccion de oxidacion
del fenol llamada Quinona las cuales son coloreadas (Pozo & Salazar,

2017).

c. Procedimiento
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Se utilizo el método colorimétrico de la reaccion con cloruro
férrico, en un tubo de ensayo se afiadio 5 ml del extracto etandlicoy 2 ml
de FeCls al 5%, se homogenizo y realizo la lectura visual, considerando la
intensidad de la coloracion final, donde una coloracion verde oscura indica

la presencia de fenoles (Medina, 1997).

Tabla 4
Rango colorimétrico de valoracion cualitativa de metabolitos

secundarios.

Lectura Rango
Color intenso +++= muy abundante
Color regular ++= Abundante

Color débil +=Leve

Fuente: Medina, 1997.

C. ldentificacion de flavonoides.
a. Tecnica

Colorimetria.
b. Fundamento

En la reaccion con NaOH se produce la ruptura del anillo C de un
flavonoide el cual puede ser de una flavona o de una flavanona, esta
ruptura produce la formacién de una chalcona lo que se evidencia con una

coloracion amarilla que puede variar en intensidad (Rengifo, 2013).
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c. Procedimiento

Se utilizo el método colorimétrico de la reaccion con NaOH 20%,
en un tubo de ensayo se afiadié 5 gotas de hidroxido de sodio al 20% al
extracto etandlico, su resultado positivo a la presencia de flavonoides se

establecio al cambiar de coloracion.

Tabla 5
Rango colorimétrico de valoracion cualitativa de metabolitos

secundarios.

Lectura Rango

Color intenso +++= muy abundante
Color regular ++= Abundante

Color débil + = Leve
Fuente: Medina, 1997.

D. Identificacion de taninos.

a. Técnica

Colorimetria.

b. Fundamento

La acumulacion de taninos puede verificarse en cualquier tipo de
tejido de la planta y en funcion de su ubicacion. Los taninos con alto peso
molecular, precipitan mucho mejor que los con menor. Incluso se generan
una mejor precipitacion a aquellos taninos que tengan presentes ésteres de

acido galico entre sus subunidades (Lobaton et al., 2020).
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c. Procedimiento

Se utilizo la reaccion con gelatina-cloruro de sodio (5 ml de
gelatina al 20% [p/v] y 10 ml de solucion saturada de NaCl al 35.9% [p/v]),
en un tubo de ensayo a 1 ml del extracto etanolico se afiadio 3 gotas de
gelatina - cloruro de sodio, al inicio de la reaccidn se formo un aspecto de
nube en la solucion, luego de realizo la centrifugacion y como resultado si
se obtuvo una coloracién blanca, lo cual indica la presencia de taninos
(Avello, 2016). Para corroborar se utilizd el método colorimétrico con
cloruro de sodio, en un tubo de ensayo se agregard 5 ml del extracto
etanolico y 2 ml de NaCl al 5%, se mezcld y observo la intensidad de la
coloracion final, una coloracion crema indico la presencia de taninos
(Medina, 1997). Los alcaloides, los fenoles y los taninos, se visualizaron

en el siguiente rango de coloracion:

Tabla 6
Rango colorimétrico de valoracion cualitativa de metabolitos

secundarios.

Lectura Rango

Color intenso +++= muy abundante
Color regular ++= Abundante

Color débil + = Leve
Fuente: Medina, 1997.

3.4.1.4 Variables analizadas en la investigacion

50

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

e Variable Independiente: Especie (Lepechinia meyenii vy
Calceolaria spp), actividad fungicida (CMI y CMF), repeticion

(1,2,3,4,5).

e Variable dependiente: % de concentracion etandlico.

e Analisis estadistico de los resultados:

La prueba de hipotesis de la CMI y CMF respecto a Candida
albicans por efectos antimicéticos in vitro de extractos etanolicos de las
especies Lepechinia meyenii y Calceolaria spp, son mediante el método
estadistico T de Student con una muestra con el software estadistico

Minitab 19, ya que no se cumplen la normalidad (ver anexo 5).

Y: % de concentracion etandlico.

X: Especie (Lepechinia meyenii y Calceolaria spp), actividad

fungicida (CMI y CMF)

3.4.2 Determinacién de la concentracibn minima fungistatica (CMI) y
fungicida (CMF) de extractos etanoélicos de Lepechinia meyenii (Walp)
Epling y Calceolaria spp en concentraciones de 5, 10, 20, 40, 80 y 100%

sobre Candida albicans.

3.4.2.1 Tratamiento de extracto etandlico de Salvia (Lepechinia

meyenii) y Zapatilla (Calceolaria spp)

a. Técnica

Microbiologia
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b. Fundamento

Las plantas medicinales utilizadas en la elaboracion de los
extractos son la materia prima cuyas partes se emplean para la elaboracion
de los extractos que luego pueden suministrarse en diferentes formas. La
industria farmaceéutica actual se ha basado en los conocimientos
tradicionales para la sintesis, la elaboracion y el desarrollo de farmacos o

nuevas aplicaciones de estos (Benitez et al., 2018).

c. Procedimiento

Los extractos etanolicos obtenidos previamente fueron filtrados en
papel Whatman N° 4, el precipitado fue resuspendidas en una solucion de
buffer fosfato (PBS 1X: Osmolaridad 308 mOsm/l) y finalmente

almacenado a 4 °C hasta su utilizacion (Neyra & Armas, 2018).

A partir de ellos se obtuvo las concentraciones experimentales

siguientes:

e T1:5% =5 ml del extracto etanélico y 95 ml de buffer fosfato.

e T2:10% = 10 ml del extracto etandlico y 90 ml de buffer fosfato.

e T3:20% =20 ml del extracto etandlico y 70 ml de buffer fosfato.

e T4:40% =40 ml del extracto etandlico y 60 ml de buffer fosfato.

e T5:80% =80 ml del extracto etanolico y 20 ml de buffer fosfato.

e T6:100% = 100 ml del extracto etandlico y 0 ml de buffer fosfato.

52

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

'ﬂ UNIVERSIDAD

e T7: fluconazol = control positivo (tableta de 150 mg diluido en 100

ml agua destilada)

e T8: agua destilada = control negativo (Zapata, 2017).

3.4.2.2 Aislamiento fungico

a. Técnica

Cultivo in vitro en Agar Dextrosa Sabouraud (AS)

b. Fundamento

El urocultivo es el método idoneo para el estudio de infeccion del
tracto urinario, permitiendo diferenciar cualitativa y cuantitativamente una

contaminacion de una candiduria significativa. (INS, 2007).

Agentes etiologicos diferentes al género Candida obliga a la
realizacion de recuentos de colonias y puede sembrarse inclusive el

sedimento urinario (INS, 2007).

c. Procedimiento

Inocular 1 6 10 uL de orina no centrifugada en una placa Petri que

contenga agar Sabouraud dextrosa con antibi6tico (ASD)(INS, 2007).

C. albicans fue aislada a partir de muestras de orinas positivas a
infecciones urinarias de pacientes de consultorios externos de centros de

salud de la ciudad de Juliaca, hasta obtener cultivos puros. A continuacion,

53

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

'ﬂ UNIVERSIDAD

se verifico la viabilidad de C. albicans a ensayar, preparando cultivos

recientes de 18 a 24 horas en agar Sabouraud a 35 + 2 °C.

3.4.2.3 Prueba del tubo germinativo

a. Técnica

Microbiol6gica

b. Fundamento

Es la prueba més rapida, econdémica y mas utilizada, como prueba
preliminar para la identificacion del 90-95% de los aislados de Candida
albicans es la prueba del tubo germinal, conocida también como prueba de
filamentacion en suero o filamentacion precoz. Dicha prueba se ha
realizado tradicionalmente en un tubo que contiene 0,5ml de suero, al cual

se le inocula la cepa en estudio y se incuba a 37 °C (Duarte et al., 2009)

c. Procedimiento

Suspender un indculo de la cepa pura de Candida con 24 horas de
desarrollo en 0,5 mL de suero humano o de conejo. Incubar a 35 — 37 °C
por 2h y 30 min. Colocar 2 6 3 gotas de la suspension en una lamina
portaobjeto y cubrir con ld&mina cubreobjeto y observar al microscopio con
objetivo de 40X Interpretacion: La prueba es positiva al visualizar una

estructura elongada que se origina a partir de la levadura (INS, 2007).
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3.4.2.4 Evaluacion de la actividad antifingica

A. Dilucién

a. Técnica

Macrodilucion

b. Fundamento

En el método de macrodilucién se emplea por cada combinacion
microorganismo/antimicrobiano una bateria de tubos. Habitualmente se
prepara la bateria de tubos con 1ml de medio estéril sin antimicrobiano.
Para cada paso de dilucion se debe emplear una pipeta diferente. La serie
de tubos se completa con uno de control sin antimicrobiano que solamente

tiene 1 ml de caldo (Picazo, 2000).

c. Procedimiento

La unidad experimental fue un tubo ensayo de tamafio estandar (1.5
por 15 ¢cm), el cual contenia 100 ul del inoculo con la levadura patogena,
ademas de 1 ml del extracto etandlico y 1 ml de caldo triptosa. Para
determinar la CMI se incubo cada unidad experimental durante 24 horas a
37 ° C, finalizado este tiempo se observé la ausencia o presencia de la

turbidez que mostro crecimiento micético (Zapata, 2017).

A partir de estos cultivos con crecimiento activo, se colectaron 3 a
5 colonias que fueron resuspendidas en 5 ml de suero fisioldgico (NaCl

0.9%). La suspension obtenida se homogenizo por 15 s y la turbidez se
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ajusté a la escala McFarland 0.5 que permitié determinar un recuento
aproximado de levaduras presentes en la dilucion CLSI-2013 (Torres,
2014). Se tomo una porcion de 750 pl de la suspension de Candida
albicans ajustada al estandar 0.5 de McFarland, a ella se agregd 2250 pl
de caldo infusion cerebro corazon, para que interactie con las
concentraciones de extractos etandlicos (5%, 10%, 20%, 40%, 80% vy
100%) durante 24 horas a 37 °C. Para poder tener un control de los cultivos
realizados se prepararon 2 tubos de ensayo, control positivo (inoculo de
Candida albicans 100 ul, fluconazol diluido en agua destilada 1 ml y
cultivo estéril 1ml) y control negativo (cultivo estéril 1ml e inoculo de

Candida albicans 100 ul).

Luego del tiempo exposicion se procedid a inocular 50 pl de cada
suspension micoética con los extractos a diferentes concentraciones en el
medio de cultivo de Agar infusion cerebro corazén en placas de Petri, que
se cultivaron en su superficie utilizando una espatula de Drigalski (Reyes

& Fernandez, 2013).

B. Difusién de los resultados de dilucién

a. Técnica

Cultivo in vitro en Agar Infusion Cerebro Corazon

b. Fundamento
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El agar MH se ha utilizado en pruebas de susceptibilidad de
Candida spp por difusion en disco frente a fluconazol, anfotericina B,

posaconazol y voriconazol (Mattei et al. 2014).

c. Procedimiento

La CMF se cuantifico mediante el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC/ml) (Alemdar & Agaoglu, 2009), estableciéndose la
CMF que determino el efecto fungicida para la levadura. Los controles que
se utilizaron seran un control negativo (medio de cultivo con solo extracto)
con ello se verifico la presencia de contaminantes microbianos y el control
positivo (medio de cultivo con la cepa pura sin extracto etandlico) con la

finalidad de verificar la viabilidad celular (Reyes & Fernandez, 2014).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de los resultados es contemplado de acuerdo a los objetivos especificos
presentados con anterioridad, respecto a la composicién fitoquimica de los extractos
etandlicos de Lepechinia meyenii y Calceolaria spp sobre Candida albicans, la

evaluacion antifungica CMI y CMF.

41  COMPOSICION FITOQUIMICA PRELIMINAR DE LOS EXTRACTOS

ETANOLICOS DE Lepechinia meyenii Y Calceolaria spp.

Para determinar la fitoquimica cualitativa de alcaloides, fenoles, flavonoides y
taninos en extractos etandlicos de Lepechinia meyenii (Walp) Epling y Calceolaria spp

se realizd en 5 repeticiones.

Tabla 7

Anélisis fitoquimico cualitativo de Lepechinia meyenii.

METABOLITOS Lepechinia meyenii
SECUNDARIOS

1 2 3 4 5 General
Alcaloides (++) (++) (++) (++) (++) (++)
Fenoles (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
Flavonoides ) +) (+) +) *) +)
Taninos (+) (*) *) *) (+) (+)

Nota: Color intenso +++ = muy abundante, Color regular ++ = Abundante, Color débil + = Leve.
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Tabla 8

Anélisis fitoquimico cualitativo de Calceolaria spp.

METABOLITOS Calceolaria spp

SECUNDARIOS

1 2 3 4 5 General
Alcaloides +) +) (+) (+) (+) (+)
Fenoles (+++) (+++) (+++) (+++) (+++) (+++)
Flavonoides (++) (++) (++) (++) (++) (++)
Taninos (+) (+) (+) (+) (+) (+)

Nota: Color intenso +++ = muy abundante, Color regular ++ = Abundante, Color débil + = Leve.

La fitoquimica cualitativa, en Lepechinia meyenii (Tabla 7) presenta que en
alcaloides es de una coloracion abundante (++), fenoles de coloracion muy abundante
(+++), flavonoides de una coloracion débil (+) y en taninos también presenta una

coloracion débil (+).

En el estudio realizado por Reina et al, (2016) determind que el contenido de
compuestos fendlicos totales es mayor en el extracto etanélico de tomillo, casi 2,5 veces
superior que en el de salvia. Por otro lado, el estudio Flores (2024) del andlisis de la
composicion fitoquimica del extracto etandlico (EE) de la planta Bixa orellana (Achiote).
determiné especialmente la presencia de fenoles (+++), seguido de taninos (++) y
alcaloides (+). En contraste, Mamani (2023) determin6 la composicion fitoquimica
preliminar de metabolitos secundarios en extractos etandlicos de achiwa (Cybistax
antisyphilitica) present6 abundantes (++) concentraciones de alcaloides, taninos y muy
abundantes contenidos de fenoles (+++), lo cual le atribuye propiedades farmacoldgicas
en los consumidores. Estos fitoquimicos contribuyen con mejora los mecanismos de

defensa biologica (Kennedy, 2019).
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Urcuhuaranga, (2011) en su estudio acerca de la especie vegetal Lepechinia
meyenii, quien trabajo con el extracto hidroalcohdlico de las hojas indica la presencia de
los siguientes metabolitos secundarios: taninos, fenoles, flavonoides, triterpenos,
esteroides, quinonas, lactonas y cumarinas, catequinas y azucares reductores. Mientras
tanto, Castillo (2004) hizo otro estudio de metabolitos secundarios donde determino
compuestos aislados a partir del extracto etandlico de Lepechinia meyenii (Walp.) fueron:
el acido ursolico y el flavonoide 3, 5,3 —trihidroxi-4’-metoxiflavona (diosmetina) los que
no presentaron significativa actividad antioxidante (0,0 %y 1,33 % a la concentracion de

10 pg/mL respectivamente).

De manera similar, Barnechea (2020), realizo un estudio experimental sobre el
extracto etandlico de Lepechinia meyenii donde describe la presencia de metabolitos
secundarios llega a la conclusidn que esta planta tiene una gran concentracion de taninos,
en menor concentracion de flavonoides y alcaloides. En paralelo, el andlisis fitoquimico
cualitativo en el estudio de Salvatierra (2023) reveld la presencia de compuestos
fenolicos, flavonoides, alcaloides, taninos, esteroides y triterpenoides en el extracto, lo

cual sugiere una asociacion con su efecto analgeésico.

Respecto a la composicion fitoquimica de Calceolaria spp (Tabla 8) alcaloides
presenta una coloracién deébil (+), los fenoles manifiestan una coloracion muy abundante
(+++), los flavonoides (++) exhibieron una coloracion regular y finalmente los taninos

prestaron una coloracion débil (+).

Nuestros resultados obtenidos son comparados con los resultados del analisis
fitoquimico de las estructuras aéreas (tallo, hoja y flor) de C. scapiflora y semillas de P.

americana var. fuerte mostro la presencia de cuatro metabolitos importantes, se encontrd
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cantidad abundante de compuestos fendlicos en C. scapiflora, mientras que en semillas
de P. americana lactonas sesquiterpénicas y triterpenos/esteroides, en cantidad moderada
flavonoides y lactonas sequiterpénicas en C. scapiflora y compuestos fenolicos en
semillas de P. americana var. Fuerte (Mostajo, 2018). Otro estudio de Areones et al
(2022) de las especies del género Calceolaria, diferentes estudios demostraron que los
extractos de las partes aéreas de Calceolaria integrifolia y Calceolaria talcana contienen
triterpenos, flavonoides verbascosido, martindsido, naftoquinonas que pueden ser usados
como fumigantes, repelentes y bioinsecticidas; asimismo, son inhibidores de la
colinesterasa. Otro estudio hecho por Almeyda (2017) acerca de la especie de Calceloria
engleriana obtuvo como resultado la presencia de metabolitos secundarios como

catequinas, lactonas, saponinas, flavonoides, fenoles, quinonas, tripertenos y azucares.

Por otro lado, Cespedes et al (2013) aislé desde Calceolaria intergrifolia S.L.
algunos metabolitos secundarios de importancia bioldgica como es el caso de
feniletanoides, naftoquinonas, triterpenos y diterpenos con esqueletos de tipo abietano,
pimarano, estemodano, estemarano y thyrsiflorano con presumible actividad insecticida.
Ruiz (2013) determind la presencia de compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides,

saponinas, taninos, cumarinas y quinonas en los extractos de estudio

4.2.  Concentracion minima inhibitoria (CMI) y fungicida (CMF) de extractos
etanolicos de Lepechinia meyenii (Walp) Epling y Calceolaria spp en
concentraciones de 5%, 10%, 20%, 40%, 80% y 100% sobre Candida

albicans.

Los resultados que a continuacion se presentan son de las 10 muestras y 5

repeticiones sobre Candida albicans y el efecto antimicético in vitro de extractos
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etanolicos de las especies Lepechinia meyenii y Calceolaria spp, los efectos antimicéticos

a evaluar son la concentracion minima fungistatica (CMI) que se establecié mediante la

turbidez del medio liquido y la concentracion minima fungicida (CMF) mediante el

conteo de UFC/ml detallados en la metodologia empleada en el capitulo Ill, la

informacion resumida se presenta a continuacion:

Tabla 9

Analisis descriptivo respecto al efecto antimicético de CMI y CMF in vitro de extractos

etandlicos de Lepechinia meyenii sobre Candida albicans.

Lepechinia meyenii

Muestra Repeticiones  Tratamientos CMI CMF
1 5 8 10.00% 32.00%
2 5 8 9.00% 24.00%
3 5 8 10.00% 20.00%
4 5 8 9.00% 24.00%
5 5 8 9.00% 24.00%
6 5 8 10.00% 24.00%
7 5 8 9.00% 20.00%
8 5 8 10.00% 24.00%
9 5 8 9.00% 24.00%
10 5 8 10.00% 20.00%

General 50 80 9.50% 23.60%

Nota: Lo valores CMI (concentracion minima fungistatica) y CMF (concentracién minima fungicida) son

respecto a la media de las 5 repeticiones.

Se observa que en las 10 muestras obtenidas con sus 5 repeticiones de Candida

albicans, respecto al efecto antimicético in vitro de extractos etandlicos de la especie

Lepechinia meyenii, la CMI oscila entre concentraciones de 9% y 10%, en general se

tiene una media de CMI de 9.5%; con respecto a la CMF, se tiene una CMF de menor

concentracion de 20%, la CMF mayor es de 32% y en general las muestras presentan una

media de CMF de 23.60%.
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Estos resultados descriptivos presentados exponen que las muestras de CMI y
CMF de Candida albicans por efectos antimicoticos in vitro de extractos etandlicos de la
especie Lepechinia meyenii, son mayores de 20 % de concentracion en CMF (23.60% de

media) que en CMI (9.5% de media).

Tabla 10
Analisis descriptivo respecto al efecto antimicético de CMI y CMF in vitro de extractos

etandlicos de Lepechinia meyenii sobre Candida albicans.

Efecto , o
Antimicético N Media IC al 95% Valor p T
CMI 50 0.095 (0.09069; 0.09931) 0.024 -2.33

Nota: N representa los valores de CMI (concentracion minima fungistatica), Media es la media de los
valores de CMI, IC es el intervalo de confianza de los valores de CMI, si el valor p es mayor a 0.05 se

acepta la hip6tesis nula y T representa el valor estadistico de la prueba de una sola muestra.

En la investigacion de Guallpa et al. (2024) indica que el orégano logra ser
efectivo en concentraciones mas bajas como el 1%, 5% y 10% contra Candida albicans

si se exponen a un tiempo de 24 horas. Por lo que se plantea Ha: p# 0.1.

El efecto antimicético de CMI in vitro de extractos etandlicos de Lepechinia
meyenii sobre Candida albicans es significativo (p=0.024, t=-2.33), encontrandose que

se encuentra entre el intervalo de confianza (0.09069; 0.09931).

Resultado similar a lo presentado por Mestanza & Vasquez (2018) obtuvieron que
las cepas de Candida albicans resistente a la nistatina fueron susceptibles al extracto
acuoso de Allium sativum L (ajo), observandose que a mayor concentracion mayor fue la
susceptibilidad y la CMI del extracto de ajo sobre C. albicans fue de 16.6% (25ul/ml)

originando susceptibilidad de todas las cepas estudiadas.
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Igualmente, Muthular et al. (2019) trabajo en medicamentos antitumoral
dietilestilbbestrol y fluconazol, los resultados obtenidos se ajustan de manera adecuada a
las curvas tedricas saturables que representan la relacion entre la concentracion del
inhibidor y la respuesta. Las concentraciones inhibitorias minimas observadas fueron las
siguientes: para medicamento antitumoral dietilestilbestrol y fluconazol, 28.18 pg/ml y

4,90 pg/ml (ATCC).

Asi mismo, Machaca (2024) indica que la inhibicién con el extracto etandlico al
100% fue de 19.68 mm, lo que equivale a un 78.95% de inhibicién segun Duraffourd,
mientras que con el aceite esencial se logré una inhibicion de 23.25 mm (84.21% de
sensibilidad Duraffourd), teniendo como control la ceftriaxona, que mostré una inhibicién

de 25.86 mm.

De manera similar, Geraldi et al (2022) confirman las actividades antifingicas de
los extractos metandlicos de 11 plantas medicinales tropicales de Indonesia contra
Candida albicans ATCC 10231. Entre ellos, los extractos metandlicos de C. citratus , C.
xanthorrhiza , C. aeruginosa y Z. officinale var. rubrum tuvieron el valor méas bajo de
MIC (concentracion minima fungistatica) mientras que, en una concentracion
relativamente baja, Z. officinale var. rubrum y C. longa mostraron una actividad
antifungica comparable a la nistatina. Este estudio proporciona el primer informe sobre
los valores de MIC(concentracion minima fungistatica) del fruto de S. aromaticum , C.

xantorrhiza y extracto metanoélico de Z. officinale var. rubrum.

Simultdneamente, Urcuhuaranga (2011) en su estudio acerca de la especie vegetal
Lepechinia meyenii, trabajo con el extracto hidroalcohélico de las hojas donde logro

obtener actividad antifungica sobre Candida glabrata, con un 85.1 % de inhibicién
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seguida de Candida albicans con un 84 % de inhibicién. La concentracion minima

fungistatica estuvo dada por 50 mg/ml en C. albicans y de 25mg/ml para C. glabrata.

Tabla 11
Prueba de hipotesis respecto al efecto antimicotico de CMF in vitro de extractos

etandlicos de Lepechinia meyenii sobre Candida albicans

Efecto : o
Antimicético N Media IC al 95% Valor p T
CMF 50 0.236 (0.2139; 0.2581) 0.002 3.28

Nota: N representa los valores de CMF (concentracién minima fungicida), Media es la media de los
valores de CMF, IC es el intervalo de confianza de los valores de CMF, si el valor p es mayor a 0.05 se

acepta la hip6tesis nula y T representa el valor estadistico de la prueba de una sola muestra.

En la investigacion de Vallejos (2017) obtuvo un efecto antimic6tico a partir de
una concentracion de 20% (12 ug/ml) de extracto acuoso de hojas de Rosamarinus

officinalis (romero) sobre Candida albicans. Por lo que se plantea Ha: p # 0.2.

El efecto antimicotico de CMF in vitro de extractos etanolicos de Lepechinia
meyenii sobre Candida albicans es menor al nivel de significancia (p=0.002, t=3.28), por
lo que se acepta Ha: p # 0.2, encontrandose entre el intervalo de confianza (0.2139;

0.2581).

Resultados que son comparados con el estudio de Geraldi et al (2022) confirman
las actividades antifingicas de los extractos metanolicos de 11 plantas medicinales
tropicales de Indonesia contra Candida albicans ATCC 10231. Entre ellos, los extractos
metanolicos de C. citratus , C. xanthorrhiza , C. aeruginosa y Z. officinale var. rubrum
tuvieron el valor méas bajo MFC (concentracién minima fungicida), mientras que en una
concentracion relativamente baja, Z. officinale var. rubrum y C. longa mostraron una

actividad antifingica comparable a la nistatina. Este estudio proporciona el primer
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informe sobre los valores y MFC (concentracion minima fungicida) del fruto de S.

aromaticum , C. xantorrhiza y extracto metanolico de Z. officinale var. rubrum.

De manera similar, Urcuhuaranga (2011) en su estudio acerca de la especie
vegetal Lepechinia meyenii, trabajo con el extracto hidroalcoholico de las hojas donde
logro obtener actividad antifangica sobre Candida glabrata, con un 85.1 % de inhibicion
seguida de Candida albicans con un 84 % de inhicion. La concentracion minima

fungicida estuvo dada por 100 mg/ml en C. albicans y de 50mg/ml para C. glabrata.

Igualmente, por Alves et al. (2021) la mayoria de las cepas evaluadas utilizadas
en los estudios son cepas de referencia, lo cual es muy importante para la evaluacion de
los resultados de la investigacion porque las cepas de referencia se utilizan en las pruebas
de productos, como controles positivos y negativos, como organismos indicadores, la
sintesis de compuestos antifingicos es una estrategia importante para la obtencion de
nuevos farmacos antiflngicos con una eficacia similar o superior a la observada para los
farmacos disponibles. EI descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos con diferentes
mecanismos de accién permite ampliar el espectro de accion frente a microorganismos

resistentes.
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Tabla 12
Anélisis descriptivo respecto al efecto antimicotico de CMI 'y CMF in vitro de extractos

etandlicos de Calceolaria spp sobre Candida albicans.

Calceolaria spp

Muestra Repeticiones Tratamientos CMI CMF
1 5 8 9.00% 24.00%
2 5 8 9.00% 24.00%
3 5 8 9.00% 24.00%
4 5 8 10.00% 20.00%
5 5 8 9.00% 24.00%
6 5 8 9.00% 24.00%
7 5 8 10.00% 24.00%
8 5 8 9.00% 24.00%
9 5 8 10.00% 24.00%
10 5 8 9.00% 24.00%

General 50 80 9.30% 23.60%
Nota: Lo valores CMI (concentracion minima fungistatica) y CMF (concentracién minima fungicida) son

respecto a la media de las 5 repeticiones.

Se observa en los datos presentados de 10 muestras con sus 5 repeticiones
obtenidas de Candida albicans, respecto al efecto antimicético in vitro de extractos
etanolicos de la especie Calceolaria spp, la menor CMI es de 9% y la mayor CMI es de
10%, en general se tiene una media de CMI de 9.3% de concentracion etandlica de la
especie Calceolaria spp; con respecto a la CMF el menor valor presentado es de 20% y
la mayor es de 24%, obteniéndose un promedio de CMF de 23.60% de concentracion

etanolica de la especie Calceolaria spp.

De estos resultados, respecto al efecto antimicaético in vitro de extractos etanélicos
de la especie Calceolaria spp sobre Candida albicans se observa que para la CMF

(23.60%) se requiere una mayor concentracion que para CMI (9.30%).
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Tabla 13
Prueba de hipotesis respecto al efecto antimicético de CMI in vitro de extractos

etandlicos de Calceolaria spp sobre Candida albicans.

Efecto ; 0
Antimicético N Media IC al 95% Valor p T
CMI 50 0.093  (0.08802;0.09798)  0.007 -2.82

Nota: N representa los valores de CMI (concentracion minima fungistatica), Media es la media de los
valores de CMI, IC es el intervalo de confianza de los valores de CMI, si el valor p es mayor a 0.05 se

acepta la hipétesis nula y T representa el valor estadistico de la prueba de una sola muestra.

En la investigacion de Guallpa et al. (2024) indica que el orégano logra ser
efectivo en concentraciones mas bajas como el 1%, 5% y 10% contra Candida albicans

si se exponen a un tiempo de 24 horas. Por lo que se plantea Ha: p# 0.1.

El efecto antimicotico CMI in vitro de extractos etandlicos de Calceolaria spp
sobre Candida albicans es significativo (p=0.007, t=-2.82), por lo que se acepta Ha: p #

0.1, hallandose entre el intervalo de confianza (0.08802; 0.09798) de concentracion.

Estos resultados son comparados con los estudios de Wen et al (2011) donde el
extracto etanolico de Psidium acutangulum mostrd una buena actividad antifingica in
vitro frente a diversos hongos patdgenos humanos. Los estudios de fraccionamiento
bioguiado sobre el extracto etandlico de P. acutangulum mostraron que la actividad
antifungica de dicha especie se debe principalmente a la 3'-formil-2'4',6'-

trihidroxidihidrochalcona.

Por otro lado, Latti (2019) en su estudio evalu6 la eficacia de los extractos de 4
especies estos mostraron grados variables de zonas de inhibicién contra C. albicans. El
extracto de canela mostrd la maxima actividad antifangica con una zona de inhibicién de

49,3 £ 0,52 mm, seguido del comino (44,7 + 0,37 mm), el laurel (15,9 + 0,34 mm) y la
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pimienta negra (13,9 = 0,38). Los resultados de la CMI entre los cuatro extractos, se
observd que la canela tenia la CMI mas baja (< 0,05 mg/ml) contra C. albicans, seguida

del comino (0,1 mg/ml).

De igual forma, Meccatti (2023) demostré que los extractos combinados de
plantas mostraron accion antifungica y antibiofilm contra Candida spp., y en algunos
protocolos, como la aplicacion de R. officinalis y P. granatum durante 30 min contra C.
krusei, y 24 h contra C. tropicalis, se encontraron reducciones promedio del 50% en el

biofilm.

Y, Ruiz (2013) mediante microdilucion se determind los extractos etanolicos de
Junglas neotropica, Psidium guajava y Terminalia catappa a concentraciones de 79%,
75% y 100 % presentaron CMIs < 1000 pg/mL, frente a Candida albicans ATCC 10231,
Candida albicans cepa clinica y Microsporum canis, respectivamente. Los extractos con
la mayor actividad antifingica fueron los de Juglans neotropica Diels, Psidium guajava

y Terminalia catappa; con CMIs < 100 pg/mL

Tabla 14
Prueba de hipotesis respecto al efecto antimicético de CMF in vitro de extractos

etandlicos de Calceolaria spp sobre Candida albicans.

Efecto ; 0
Antimicético N Media IC al 95% Valor p T
CMF 50 0.236 (0.2139; 0.2581) 0.002 3.28

Nota: N representa los valores de CMF (concentracion minima fungicida), Media es la media de los valores
de CMI, IC es el intervalo de confianza de los valores de CMF, si el valor p es mayor a 0.05 se acepta la

hipotesis nulay T representa el valor estadistico de la prueba de una sola muestra.
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En la investigacion de Vallejos (2017) obtuvo un efecto antimicotico a partir de
una concentracion de 20% (12 ug/ml) de extracto acuoso de hojas de Rosamarinus

officinalis (romero) sobre Candida albicans. Por lo que se plantea Ha: p # 0.2.

El efecto antimicético CMF in vitro de extractos etanolicos de Calceolaria spp
sobre Candida albicans resulta ser significativo (p=0.002, t=3.28), aceptandose asi la

hipotesis alternativa Ha: p # 0.2, con un intervalo de confianza para la concentracion

situado entre 0.2139 y 0.2581.

Resultados que coindicen con Zapata (2017) quien determiné los valores de CMI
sobre Candida albicans y Microsporum sp equivalente a 12.5 mg/ml y la concentracion
minima fungicida (CMF) para Candida albicans fue de 25 mg/ml y para Microsporum sp
de 25 mg/ml y la sensibilidad mediante el método de difusion en agar (Kirby-Bauer)
Microsporum spp presentd una mayor sensibilidad con un halo de 40 mm de didmetro,

seguido de Candida albicans formando un halo 25 mm.

Tambien Bakhtiari (2019), afirma que el extracto de cinamaldehido en
comparacién con la nistatina puede prevenir el crecimiento y la pérdida de Candida
albicans y Candida glabrata con concentraciones mas altas; dados los efectos
antifungicos de esta planta, se espera que pueda considerarse como una planta medicinal

eficaz.

Sin embargo, Neyray Armas (2018) menciona que el extracto metandlico de hojas
y tallos de Minthostachys mollis presenta efecto fungistatico y fungicida, también indica
que pesar de que los resultados manifiestan el efecto fungistatico y fungicida de
Minthostachys mollis, el farmaco de primera eleccién, como el Clotrimazol, sigue

teniendo mayor eficacia para la accion antifingica.
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Por otro lado, Huamani & Ruiz (2005), mencionan que las partes aéreas de
Hypericum laricifolium, corteza de Jungglas neotropica Diels., hojas de Piper spp, hojas
de Psidium guajava L., corteza y hojas de Schinus molle L. y planta entera de Spartium
junceum L. tienen actividad antifungica significativa. Los extractos etandlicos a una
concetracion de 25 mg/ml, de las hojas de Annona cherimolia Mill., corteza y hojas de
Annona muricata L. partes &reas de Bidens pilosa y hojas de Plantago major, no tienen
actividad antifangica significativa en la prueba de difusion en agar contra Candida

albicans ATCC 10231 Candida albicans cepa clinica.

Finalmente, Flores (2024) evalu6 la susceptibilidad bacteriana utilizando la
técnica de Kirby-Bauer, y los datos fueron analizados mediante regresion y correlacién
lineal, asi como analisis de varianza (Fisher y Kruskal-Wallis), complementados con
pruebas de comparaciones multiples de T Student. En lo que respecta a las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) presenta asociacion significativa (r=-0,92),
mientras que las concentraciones minimas bactericidas (CMB) que presenta alta

asociacion (r=-0.93).
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA: En la fitoquimica cualitativa de Lepechinia meyenii se determind la

presencia de metabolitos secundarios los cuales fueron evaluados
cualitativamente logrado asi afirmar que presenta alcaloides abundantes
(++), fenoles muy abundantes (+++), flavonoides y taninos levemente (+).
Respecto a la composicion fitoquimica de Calceolaria spp presenta
fenoles muy abundantes (+++), los flavonoides abundantes (++),

alcaloides y finalmente los taninos levemente (+).

SEGUNDA: El efecto antimicético CMI in vitro de extractos etandlicos de Lepechinia

meyenii sobre Candida albicans presenta significancia (p=0.024, t=-2.33)
por lo que se acepta el efecto fungistatico al 10% de concentracion de
extracto etanolico. EIl efecto antimicotico CMF in vitro de extractos
etanolicos de Lepechinia meyenii sobre Candida albicans presenta
significacion (p=0.002, t=3.28), por lo que se afirma que el efecto
fungicida es al 40% de concentracidén de extracto etandlico. El efecto
fungistatico CMI in vitro de extractos etandlicos de Calceolaria spp sobre
Candida albicans es significativo (p=0.007, t=-2.82), por lo que se acepta
el efecto fungistatico al 10% de concentracion del extracto etandlico,
hallandose en el intervalo de confianza (0.08802; 0.09798) de
concentracion. El efecto antimicotico CMF in vitro de extractos etandlicos
de Calceolaria spp sobre Candida albicans resulta ser significativo
(p=0.002, t=3.28), afirmandose asi el efecto fungicida es al 40% del

extracto etanélico.
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VI. RECOMENDACIONES

PRIMERA: Se recomienda a futuros investigadores que deseen investigar Lepechinia
meyenii y/o la especie Calceolaria spp comparar también los aceites
esenciales de hojas, tallos y flores; asi como indagar en nuevos factores

que no hayan sido considerados en este trabajo de investigacion.

SEGUNDA: Se recomienda a la universidad considerar el desarrollo de proyectos
basados en plantas de nuestro altiplano peruano, debido a que los
medicamentos recetados actualmente van perdiendo su efectividad por la
resistencia que hacen los diferentes agentes etioldgicos, en este trabajo de
investigacion se demostro la actividad antifungica de dos plantas en

relacion a un hongo que tiene importancia clinica.
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ANEXOS

ANEXO 1.Galeria Fotogréfica

Figura 1

Muestras herbarias adquiridas en puestos de venta de la ciudad de Juliaca

A. Muestras de hojas, tallos y plantas de Salvia (Lepechinia meyenii),B. Muestras de hojas, tallos y flores
de Amayzapato (Calceolaria spp).

Figura 2

Preparacion de Extractos Etandlicos de Salvia (Lepechinia meyenii)

_,{7

A. Secado de hojas de Salvia (Lepechinia meyenii), B. y C. Molido de hojas en mortero, D. Inclusion de la
salviamolida en Alcohol a 96°, E. Reposo del preparado durante 24 horas, F. Filtrado del Extracto etandlico,
G. Extracto etandlico de Salvia (Lepechinia meyenii) listo para trabajar.
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Figura 3

Preparacion de Extractos Etanolicos de Amaysapato (Calceolaria spp).

A. Secado de hojas de Amaysapato (Calceolaria spp), B. y C. Molido de hojas en mortero, D. Inclusion
del amaysapato molida en Alcohol a 96°, E. Reposo del preparado durante 24 horas, F. Filtrado del Extracto
etandlico, G. Extracto etandlico de amaysapato (Calceolaria spp) listo para trabajar.

Figura 4

Preparacion de Cultivos de Candida albicans.

A. Muestras positivas de orina para Candida, B. Transporte de muestras al laboratorio, C. y D. Preparacion
de Agar Sabouraud, E. Cultivo de las muestras de Orina sobre Agar Sabouraud, F. Incubacién de los
cultivos por 48 horas, G. Observacion luego de las 48 horas. H. Prueba del tubo germinativo.
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Figura 5

Preparacion de reactivos para andlisis fitoquimico: Reactivo de Dragendorff

Figura 6

Preparacion de reactivos para andlisis fitoquimico; Solucién Wagner.

A. Materiales para la preparacion del reactivo, B. Reactivo listo para ser usado.

Figura 7

Preparacion de reactivos para andlisis fitoquimico; Solucion FeClI3 5%.

A. Materiales para la preparacion del reactivo, B. Reactivo listo para ser usado.
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Figura 8

Preparacion de reactivos para andlisis fitoquimico; Solucién de gelatina cloruro al 5%.

A. Materiales para la preparacién del reactivo, B. Reactivo listo para ser usado.

Figura 9

Resultados del analisis Fitoquimico de Salvia (Lepechinia meyenii).

A. Identificacién de Flavonoides (+), B. Identificacion de alcaloides (++), C. ldentificacion de fenoles
(+++), D. Identificacién de taninos (+).

Figura 10

Resultados del andlisis fitoquimico de Amayzapato (Calceolaria spp)

A. Identificacion de Flavonoides (++), B. Identificacion de alcaloides (+), C. Identificacion de fenoles
(+++), D. Identificacion de taninos (+).
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Figura 11

Resultados de CMI de Salvia (Lepechinia meyenii)

A. vy B. Lectura de los resultados obtenidos donde se observa que hasta el 10% esta turbio.

Figura 12

Resultados de CMI de Amaysapato (Calceolaria spp)

A. vy B. Lectura de los resultados obtenidos donde se observa que hasta el 10% esta turbio.

Figura 13

Resultados de CMF de Salvia (Lepechinia Meyenii) frente a Candida albicans
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Figura 14

Resultados de CMF de Amayzapato (Calceolaria spp) frente a Candida albicans.
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ANEXO 2.Constancia del anélisis de laboratorio

Uncversidad Nacional del AHtiplano de Puno
Facultad de Ciencias Biologicas
Escuela Profesional de Biologia
Programa Académico de Microbiologia y Laberatorio Clinico
Laboratorio de Botdnica y Biotecnologia

Registro: 010-2022
CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, DOCENTE RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE
BOTANICA Y BIOTECNOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO DE PUNO — PERU.

HACE CONSTAR:

Que el (la) Bachiiler YESSICA ARCAYA CANDIA, egresado (a) de la Escuela Profesional
de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, ha realizado la parte
experimental de su trabajo de investigacién (Tesis) titulado: FITOQUIMICA
CUALITATIVA Y EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DE EXTRACTOS
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el laboratorio de Boténica y Biotecnologia, del Programa Académico de Microbiologia y
Laboratorio Clinico de la Escuela Profesional de Biologia, entre los meses de agosto a

octubre del afio 2022.

Se le expide la presente Constancia a solicitud del (a) interesado (a) para los fines que se

estime por conveniente.

Puno, 14 de octubre del 2022.

Responsable ? {toXo de Botanica y Biotecnologia
FCCBB - UNA Puno

92

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ANEXO 3.Base de datos

Resultados obtenidos de CMI para Lepechinia meyenii

Muestra Especie Repeticion Conci&t) ;acmn Tipo
1 Lepechinia meyenii 1 10 CMI
1 Lepechinia meyenii 2 10 CMI
1 Lepechinia meyenii 3 10 CMI
1 Lepechinia meyenii 4 10 CMI
1 Lepechinia meyenii 5 10 CcMmI
2 Lepechinia meyenii 1 5 CMI
2 Lepechinia meyenii 2 10 cMmI
2 Lepechinia meyenii 3 10 CcMmI
2 Lepechinia meyenii 4 10 CcMmI
2 Lepechinia meyenii 5 10 CcMI
3 Lepechinia meyenii 1 10 CcMmI
3 Lepechinia meyenii 2 10 CcMmI
3 Lepechinia meyenii 3 10 CMI
3 Lepechinia meyenii 4 10 CMI
3 Lepechinia meyenii 5 10 CcMmI
4 Lepechinia meyenii 1 10 CcMmI
4 Lepechinia meyenii 2 10 CcMmI
4 Lepechinia meyenii 3 5 CMI
4 Lepechinia meyenii 4 10 CcMmI
4 Lepechinia meyenii 5 10 CMI
5 Lepechinia meyenii 1 5 CMI
5 Lepechinia meyenii 2 10 CMI
5 Lepechinia meyenii 3 10 CMI
5 Lepechinia meyenii 4 10 CMI
5 Lepechinia meyenii 5 10 CMI
6 Lepechinia meyenii 1 10 CMI
6 Lepechinia meyenii 2 10 CMI
6 Lepechinia meyenii 3 10 CMI
6 Lepechinia meyenii 4 10 CMI
6 Lepechinia meyenii 5 10 CMI
7 Lepechinia meyenii 1 10 CMI
7 Lepechinia meyenii 2 10 CMI
7 Lepechinia meyenii 3 10 CMI
7 Lepechinia meyenii 4 10 CMI
7 Lepechinia meyenii 5 5 CMI
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8 Lepechinia meyenii 1 10 CMI
8 Lepechinia meyenii 2 10 CMI
8 Lepechinia meyenii 3 10 CMI
8 Lepechinia meyenii 4 10 CMI
8 Lepechinia meyenii 5 10 CMI
9 Lepechinia meyenii 1 10 CMI
9 Lepechinia meyenii 2 10 CMI
9 Lepechinia meyenii 3 10 CMI
9 Lepechinia meyenii 4 5 CMI
9 Lepechinia meyenii 5 10 CMI
10 Lepechinia meyenii 1 10 CMI
10 Lepechinia meyenii 2 10 CMI
10 Lepechinia meyenii 3 10 CMI
10 Lepechinia meyenii 4 10 CMI
10 Lepechinia meyenii 5 10 CMI
Resultados obtenidos de CMI para Calceolaria spp
Muestra Especie Repeticion Conce(::)w/z ;amon Tipo
1 Calceolaria spp 1 10 CMI
1 Calceolaria spp 2 10 CMI
1 Calceolaria spp 3 10 CMI
1 Calceolaria spp 4 5 CcMI
1 Calceolaria spp 5 10 CMI
2 Calceolaria spp 1 10 CMI
2 Calceolaria spp 2 5 CMI
2 Calceolaria spp 3 10 CMI
2 Calceolaria spp 4 10 CMI
2 Calceolaria spp 5 10 CMI
3 Calceolaria spp 1 5 CMI
3 Calceolaria spp 2 10 CMI
3 Calceolaria spp 3 10 CMI
3 Calceolaria spp 4 10 CMI
3 Calceolaria spp 5 10 CMI
4 Calceolaria spp 1 10 CMI
4 Calceolaria spp 2 10 CMI
4 Calceolaria spp 3 10 CMI
4 Calceolaria spp 4 10 CMI
4 Calceolaria spp 5 10 CMI
5 Calceolaria spp 1 10 CMI
5 Calceolaria spp 2 10 CMI
5 Calceolaria spp 3 10 CMI
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5 Calceolaria spp 4 10 CMI
5 Calceolaria spp 5 5 CcMI
6 Calceolaria spp 1 10 CMI
6 Calceolaria spp 2 10 CMI
6 Calceolaria spp 3 10 CMI
6 Calceolaria spp 4 5 CMI
6 Calceolaria spp 5 10 CMI
7 Calceolaria spp 1 10 CMI
7 Calceolaria spp 2 10 CMI
7 Calceolaria spp 3 10 CMI
7 Calceolaria spp 4 10 CMI
7 Calceolaria spp 5 10 CMI
8 Calceolaria spp 1 10 CMI
8 Calceolaria spp 2 10 CMI
8 Calceolaria spp 3 5 CcMI
8 Calceolaria spp 4 10 CMI
8 Calceolaria spp 5 10 CMI
9 Calceolaria spp 1 10 CMI
9 Calceolaria spp 2 10 CMI
9 Calceolaria spp 3 10 CMI
9 Calceolaria spp 4 10 CMI
9 Calceolaria spp 5 10 CMI
10 Calceolaria spp 1 10 CMI
10 Calceolaria spp 2 5 CcMI
10 Calceolaria spp 3 10 CMI
10 Calceolaria spp 4 10 CMI
10 Calceolaria spp 5 10 CMI
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ANEXO 4. Resultados del medio del conteo de UFC/ml

EXTRACTO ETANOLICO Lepechinia meyenii
MUESTRA CRECIMIENTO MICROBIANO
DE Candida albicans en UFC
REPETICIONES 5% 10% 20% | 40% | 80% | 100%
1 1 >1000 >1000 | <500 - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 | <500 - - -
5 >1000 >1000 - - - -
2 1 >1000 >1000 - - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 - - - -
5 >1000 >1000 | <500 - - -
3 1 >1000 >1000 - - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 - - - -
5 >1000 >1000 - - - -
4 1 >1000 >1000 - - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 | <500 - - -
4 >1000 >1000 - - - -
5 >1000 >1000 - - - -
5 1 >1000 >1000 - - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 | <500 - - -
5 >1000 >1000 - - - -
6 1 >1000 >1000 - - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 | <500 - - -
5 >1000 >1000 - - - -
7 1 >1000 >1000 - - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 - - - -
5 >1000 >1000 - - - -
8 1 >1000 >1000 - - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 | <500 - - -
5 >1000 >1000 - - - -
9 1 >1000 >1000 - - - -
2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 - - - -
5 >1000 >1000 | <500 - - -
10 1 >1000 >1000 - - - -
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2 >1000 >1000 - - - -
3 >1000 >1000 - - - -
4 >1000 >1000 - - - -
5 >1000 >1000 - - - -
EXTRACTO ETANOLICO Calceolaria spp
MUESTRA CRECIMIENTO MICROBIANO
DE Candida albicans en UFC
REPETICIONES | 5% 10% 20% 40% 80% 100%
1 1 >1000 | >1000 - - - -
2 >1000 | >1000 - - - -
3 >1000 | >1000 - - - -
4 >1000 | >1000 <500 - - -
5 >1000 | >1000 - - - -
2 1 >1000 | >1000 - - - -
2 >1000 | >1000 - - - -
3 >1000 | >1000 - - - -
4 >1000 | >1000 <500 - - -
5 >1000 | >1000 - - - -
3 1 >1000 | >1000 - - - -
2 >1000 | >1000 - - - -
3 >1000 | >1000 - - - -
4 >1000 | >1000 - - - -
5 >1000 | >1000 <500 - - -
4 1 >1000 | >1000 - - - -
2 >1000 | >1000 - - - -
3 >1000 | >1000 - - - -
4 >1000 | >1000 - - - R
5 >1000 | >1000 - - - -
5 1 >1000 | >1000 <500 - - -
2 >1000 | >1000 - - - -
3 >1000 | >1000 - - - -
4 >1000 | >1000 - - - -
5 >1000 | >1000 - - - -
6 1 >1000 | >1000 - - - -
2 >1000 | >1000 <500 - - -
3 >1000 | >1000 - - - -
4 >1000 | >1000 - - - -
5 >1000 | >1000 - - - -
7 1 >1000 | >1000 - - - -
2 >1000 | >1000 - - - -
3 >1000 | >1000 - - - -
4 >1000 | >1000 <500 - - -
5 >1000 | >1000 - - - -
8 1 >1000 | >1000 - - - -
2 >1000 | >1000 - - - -
3 >1000 | >1000 <500 - - -
4 >1000 | >1000 - - - -
5 >1000 | >1000 - - - -
9 1 >1000 | >1000 - - - -
2 >1000 | >1000 - - - -
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3 >1000 | >1000 - - -
4 >1000 | >1000 - - R
5 >1000 | >1000 <500 - -
10 1 >1000 | >1000 - - -
2 >1000 | >1000 - - -
3 >1000 | >1000 - - -
4 >1000 | >1000 <500 - -
5 >1000 | >1000 - - -
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ANEXO 5.Pruebas de normalidad

Lepechinia meyenii
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Si el valor p es mayor que 0.05 se considera que la CMI de Lepechinia meyenii es

normal, como es menor no cumple con la normalidad
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Si el valor p es mayor que 0.05 se considera que la CMF de Lepechinia meyenii es

normal, como es menor no cumple con la normalidad

Calceolaria spp
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Si el valor p es mayor que 0.05 se considera que la CMI de Calceolaria spp es normal,

como es menor no cumple con la normalidad
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Calceolaria spp
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Si el valor p es mayor que 0.05 se considera que la CMF de Calceolaria spp es normal,

como es menor no cumple con la normalidad
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para la obtencién de COGrado, & Titulo Profesional o ] Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, inico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos™) que seran incluidos en ¢l repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contrascia,
restriccion o medida tecnologica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
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Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del publico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Lin sciial de conformidad, suscribo el presente documento.
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Es un tema original.
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investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones €ticas y legales
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