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RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo es determinar el efecto antimicotico del
extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) en cepas de
Candida albicans in vitro. EI método utilizado en este estudio fue de tipo
experimental, in vitro, analitico, transversal y descriptivo. El efecto antimicético del
extracto de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) al 50%, 75% y 100% se
evalué empleando el método de difusion en agar sobre cepas de Candida albicans
y usando como control positivo fluconazol. Las mediciones arrojaron datos de los
cuales se pudo evaluar los efectos inhibitorios frente al control positivo, también se
observé que el efecto antimicético del extracto de Vaccinium corymbosum L.
(arandanos) al 50%, 75% y 100% comparados con Fluconazol como se tenia
previsto fue menor. Terminado dicho estudio y en base a todo lo recolectado se
concluye que el efecto antimicotico del extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L. (arandanos) frente a Candida albicans depende de los niveles de
concentracion. También se pudo determinar la presencia de metabolitos secundario
con accion antimicética como las antocianinas (++), flavonoides (++), triterpénos

(++).

Palabras Clave: Vaccinium corymbosum L., extracto etanolico, Candida

albicans, efecto antimicético.



ABSTRACT

The main objective of this work is to determine the antifungal effect of the ethanolic
extract of Vaccinium corymbosum L. (blueberries) in strains of Candida albicans
in vitro. The method used in this study was experimental, in vitro, analytical, cross-
sectional and descriptive. The antifungal effect of the extract of Vaccinium
corymbosum L. (blueberries) at 50%, 75% and 100% was evaluated using the agar
diffusion method on strains of Candida albicans and using fluconazole as a positive
control. The measurements yielded data from which the inhibitory effects could be
evaluated against the positive control, the antifungal effect of the extract of
Vaccinium corymbosum L. (blueberries) at 50%, 75% and 100% compared to
fluconazole as it was had was also detected planned was lower. After completing
this study and based on everything collected, it is concluded that the antifungal effect
of the ethanol extract of Vaccinium corymbosum L. (blueberries) against Candida
albicans depends on the concentration levels. It was also possible to determine the
presence of secondary metabolites with antifungal action such as anthocyanins (++),

flavonoids (++), triterpenes (++).

Key words: Vaccinium corymbosum L., ethanol extract, Candida albicans,

antifungal effect.



INTRODUCCION

La presente investigacion tuvo como finalidad establecer el efecto antimicatico de
los frutos de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos), en atencion a que las
plantas del género Vaccinium, solamente una reducida cantidad de esta especie
son consideradas con importancia medicinal, en estas se encuentra el género
Vaccinium corymbosum L. (arandanos) representando un aproximado de 80% del
total de la cantidad cultivada. En el Peri aumenta cada vez su demanda de
consumo, puesto que es un fruto con alto indice nutricional y otras propiedades que
benefician la salud. Durante muchos afios se realizaron investigaciones centradas
en los beneficios de los frutos de Vaccinium corymbosum L. (arandanos),
confirmando sus propiedades medicinales, de este modo se puede asegurar que

existe mucha mas informacion sobre este fruto. @

Los frutos de ardndanos son utilizados para evitar diversas enfermedades en
especial de las vias urinarias, ya que es un antibacteriano, antimicético debido a su
gran variedad de metabolitos, ayuda a su vez a los problemas de la vista, mejorar
la circulacién y es un gran antioxidante. Se puede afirmar que el efecto antimicético
de los frutos de arandanos se debe a la presencia de metabolitos secundarios como

los flavonoides y antocianinas. 13

El hongo utilizado en la presente investigacion, “Candida albicans” es una levadura
que se encuentra en las mucosas de los aparatos digestivo, genitourinario,
respiratorio y de piel, y son estas mucosas los reservorios mas importantes y origen
de candidiasis endogenas. Este tipo de infeccion que causa la Candida albicans
es uno de los méas grandes problemas de salud en la poblacion ya que es un hongo

que se adhiere facilmente a las mucosas y crece con rapidez. (16)



Por ello, esta investigacion se sustenta en determinar el efecto antimicético de
Vaccinium corymbosum L. (arandanos), contra Candida albicans y para lo cual
se utilizo diversas pruebas como: prueba de solubilidad, screening fitoquimico y
método de disco — difusion (Kirby — Bauer), proponiendo con su desarrollo

soluciones alternativas. (29

En tal sentido la estructura de la investigacion tiene el siguiente desarrollo: Capitulo
| que contiene el planteamiento y formulacion del problema de estudio. Capitulo I
se presentan los antecedentes nacionales e internacionales, y las bases tedricas
correspondientes a cada variable de estudio respectivamente, asi mismo se realizan
la definicion de términos. Capitulo 11l desarrollo del disefio metodoldgico del estudio,
se explican las técnicas e instrumentos de recoleccion de datos y fundamento de
los equipos utilizados en la investigacion. Asimismo, el procesamiento y analisis de
los datos estadisticos. El capitulo IV se detalla la discusion de los resultados y se
realiza la comprobacion de la hipétesis y como dltima parte de la investigacion se

presenta el Capitulo V en el que se describe las Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO |
EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Muchos paises latinoamericanos que estan en crecimiento constante, cuentan
con una flora herbaria con propiedades medicinales, lo que conforma el principal
acceso terapéutico en medicina tradicional, tal es el caso del Pera que con su
diversidad de plantas ayuda a encontrar y realizar diferentes trabajos de
investigacion e identificacion de nuevos componentes, con actividad antimicética
en beneficio de la humanidad. Segun los estudios realizados por investigadores
“se estima que el Peru cuenta con mas de 24 000 especies de plantas
identificadas, con flores (Angiospermas y Gimnospermas), de las cuales (31,3%)

son especies nativas”. @

Actualmente en nuestro pais se ha notado un aumento y variedades de casos
de micosis, esta afeccion, en su mayoria, es causada por el hongo Candida
albicans, el cual se manifiesta, por lo general, causando una infeccion principal
denominada infeccion mucocutanea, la cual presenta lesiones orales que se
asocian con la infeccion del VIH, agravando a los pacientes, de ahi se
incrementd su importancia, ya que afecta la calidad de vida de los pacientes y
sobre todo que se consideran marcadores auxiliares de la progresion del sida y
estado de la inmunosupresién. La Candidiasis Orofaringea (CO) es muy comun
en los pacientes con VIH, ya que puede presentarse entre el 50 y 95 % lo que

indica que viene siendo una infeccion oral mas comun en esta enfermedad. @

La presente investigacion fue realizada a razén de haber investigado la magnitud
causal del problema con la intencion de contribuir a erradicar las enfermedades
subyacentes, ayudados o combatidos con antifingicos naturales, ya que el uso
excesivo de medicamentos quimicos como el de antifungicos, pueden tener
efectos adversos en vez de curarlo, puesto que destruyen las bacterias
encargadas de controlar el equilibrio de algunas levaduras presentes en nuestro

organismo. 1)



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 Problema general

¢ El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) tendra

efectos antimicoticos “in vitro” en cepas de Candida albicans?

1.2.2 Problemas especificos

1. ¢, Qué metabolitos secundarios estan presentes en el extracto etandlico de

Vaccinium corymbosum L. (arAndanos)?

2. ¢.Cudl sera la concentracion del extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L. (arandanos), que posee efecto antimicético “in vitro” en

cepas de Candida albicans?

3. ¢ Qué nivel de eficacia presentard el extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L. (arandanos) en comparacién con el Fluconazol frente a

cepas de Candida albicans en estudio in vitro?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Determinar el efecto antimicético del extracto etandlico en diferentes
concentraciones de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) “in vitro” en

cepas de Candida albicans.



1.3.2 Objetivos especificos

1: Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico

de Vaccinium corymbosum L. (arandanos).

2. Determinar la concentracidbn del extracto etandlico de Vaccinium
corymbosum L. (ardndanos) que posee efecto antimicotico “in vitro” en

cepas de Candida albicans.

3: Comparar el nivel de eficacia que presentard el extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum L. (arandanos) y el Fluconazol frente a cepas de

Candida albicans en estudio in vitro.

1.4JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Las infecciones micéticas o fungicas son provocadas por hongos que infectan
la piel. Son enfermedades frecuentes, contagiosas y curables con un
tratamiento correcto. En general, los hongos son microorganismos que crecen
mejor en condiciones de humedad y calor. Por ello, muchas micosis suelen
contraerse en lugares publicos como piscinas, duchas o vestuarios, lugares
frecuentados por mucha gente y donde se dan las condiciones requeridas de
humedad y calor.

Ademas, los hongos pueden comportarse como gérmenes oportunistas, es
decir, que se aprovechan de una situacion en la que el paciente tiene una
disminucién de sus defensas. Esto ocurre, por ejemplo, en los pacientes de
edad avanzada, diabéticos o en los pacientes tratados con medicamentos para

el cancer (quimioterapia), entre otros.


https://www.salud.mapfre.es/cuerpo-y-mente/habitos-estacionales/hongos-y-piscinas/
https://www.salud.mapfre.es/cuerpo-y-mente/habitos-estacionales/hongos-y-piscinas/
https://www.salud.mapfre.es/cuerpo-y-mente/habitos-estacionales/efectos-indirectos-del-verano/

Esta investigacion sobre el efecto antimicético del extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum L. (arandanos) busca nuevos conocimientos, para asi
dar una alternativa accesible en tratamientos por candidiasis, conectando a la

poblacién con métodos mas saludables, beneficiosos y tradicionales.

En ese sentido, el estudio es relevante, ya que se trata de un problema comun
(candidiasis) relacionado a la salud. Cabe destacar que, las poblaciones mas
vulnerables son las que presentan escasez de recursos econdmicos Yy, para
ellos, es més dificil acceder a un tratamiento farmacoldgico; por esta razén, esta
investigacion serd factible, porque el acceso econémico es escaso, ya que el
Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) es de facil acceso, de menos costo y
actualmente mucho mas comercial. Se dara, asi, una alternativa mas economica
gue la convencional para el control de candidiasis en las membranas mucosas,
y asi poder mejorar la calidad de vida en los pacientes con estos males en

nuestro pais.

Tendra un beneficio directo principalmente en las poblaciones rurales y de menor
ingreso econdémico, que no tienen acceso a centros de salud inmediata,

ayudandolos a tratar y prevenir este tipo de enfermedades.



MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO
2.1.1 NACIONALES

Susana Z. (2018) ©® En este estudio se determiné “La situacion de la resistencia
antifingica de especies del género Candida en Peru”. Para ello realizaron un
estudio importante en pacientes con VIH/SIDA donde se estim6 un total de 581
174 casos de enfermedades fungicas, de los cuales 1557 casos
correspondieron a candidemia y 1621 casos a aspergilosis invasiva. Sin
embargo, estas cifras pueden estar subestimadas, debido a que las
enfermedades fungicas, no son de notificacion obligatoria, ademas de la
ausencia de un sistema de vigilancia epidemiologica, por consiguiente, es
sumamente importante la vigilancia local y regional para conocer el perfil de
sensibilidad y la distribucion de especies de Candida, con la finalidad de
instaurar una terapia antifUngica adecuada. Por concluir, para tal situacion el
conseguir un diagnéstico precoz, caracterizar las especies de Candiday
detectar la resistencia fungica a drogas, se constituyen en instrumentos basicos,

para el control de esta micosis invasora.

Alcala M (2011) ® Realizo un estudio denominado “Actividad antimicética del
aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis(mufia) comparado con el
fluconazol en el cultivo de Candida albicans de Junin”. Estudiaron el efecto
antimicotico midiendo 80 halos de inhibicién distribuidos en 5 grupos mediante
el método Kirby-Bauer para ello usaron una cepa clinica de Candida albicans.
Los grupos de estudio fueron grupo mufia 25%, grupo mufia 50%, grupo mufa
100%, un grupo control positivo (Fluconazol), y un grupo control negativo (aceite
mineral). El analisis estadistico se realizé mediante la Prueba de Kruskal-Wallis

y el Test de Dunn usando el paquete SPSS v.17.0. Se consider6 un nivel de

7



significancia < 0,05. La mediana de los halos de inhibicién del GM25% fue de
(32,00 mm); del GM50% (40,00 mm); del GM100% (46,80mm) y del grupo
Fluconazol (39,00mm). No se obtuvo halos de inhibicion en el grupo control
negativo. Se encontré diferencia significativa entre GM25%, GM100% y el grupo
Fluconazol (p<0,001), mé&s no entre este ultimo y GM50% (p>0,05).
Concluyeron que el aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis (al
100%) tuvo mayor efecto contra la Candida albicans que el Fluconazol; ademas,
el efecto antimicdtico del Fluconazol fue mayor que la Minthostachys mollis al

25%, y fue el mismo que la Minthostachys mollis al 50%.

Ruiz Q. (2015) ©® Elaboré un estudio "Determinacion de la actividad antiflingica
contra Candida albicans y Aspergillus niger de 10 plantas) medicinales de 3
departamentos del Pert’. El estudio realizado fue in vitro prepararon doce
extractos etanolicos correspondientes a diez plantas medicinales peruanas;
Annona cherimolia Mill. (hojas), Annona muricata L. (corteza y hojas), Bidens
pilosa L. (partes aéreas), Hypericum laricifolium L. (partes aéreas), Juglans
neotropica Diels (corteza), Piper spp. (hojas), Plantago major L. (hojas), Psidium
guajava L. (hojas), Schinus molle L. (corteza y hojas) y Spartium junceum L.
(planta entera). Las especies fueron recolectadas en el departamento de
Amazonas, excepto Schinus molle L. (Apurimac) y Annona muricata L. (Lima).
La actividad antifingica se evalu6 mediante los métodos de difusion en agar y
dilucion en agar para la determinacion de la concentracidn minima inhibitoria
(CMI). Los microorganismos de prueba utilizados fueron las levaduras Candida
albicans ATCC 10231 y Candida albicans cepa clinica, asi como, el hongo
filamentoso Aspergillus niger ATCC 16404, las cepas fueron proporcionadas por
la Catedra de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. De doce extractos investigados,
seis presentaron actividad antifingica consistente con un diametro de halos de
inhibicién 218mm (Prueba de Difusion en agar) frente a Candida albicans ATCC
10231. Ningun extracto mostré actividad consistente frente a la cepa clinica de
Candida albicans y Aspergillus niger ATCC 16404. La CMI de los extractos que

presentaron actividad consistente frente a Candida albicans ATCC 10231, fue

8



de 250 pug/mL para Hypericum laricifolium L., Juglans neotropica Diels, Psidium
guajava L. y Schinus molle L. (un extracto de corteza y uno de hojas) y de
500pg/mL para Piper spp. No se determind la CMI de los extractos (Juglans
neotropica Diels y Psidium guajava L.) que presentaron halos frente al
Aspergillus niger ATCC 16404 por considerarlos sin actividad significante
(<18mm.). Los antifungicos Nistatina y Fluconazol fueron incluidos en el estudio

como controles positivos.

Anselmo R. (2018) © EIl objetivo del estudio fue “Determinar si el extracto
etandlico de las hojas de Lomanthus truxillensis tiene actividad antimicoética
comprobando asi su efecto inhibitorio en cepas de Candida albicans y Aspergillus
brasiliensis”. En la metodologia se realiz6 la marcha fitoquimica donde se obtuvo:
alcaloides, flavonoides, aminoéacido, taninos, quinonas, glicésidos, saponinas,
compuestos fendlicos, azucares reductores y esteroides, también se calcul6 la
actividad antimicética por el método de difusién de agar y las concentraciones
gue se administraron del extracto etandlico de las hojas de Lomanthus truxillensis
Cabrera, fueron de 5%, 15%, 30% y 75%; a las cuales se le realiz6 ensayos
microbiolégicos. Demostrando que el extracto etandlico vegetal tuvo efecto
inhibitorio frente a Candida albicans y Aspergillus brasiliensis, al aplicar diferentes
concentraciones, siendo de concentracion minima inhibitoria el 5%, respecto a
los halos de inhibicibn, se logré6 obtener una sensibilidad limite en
concentraciones de 5% y 15%. Mientras que a concentraciones de 30% y 75%,
se logré obtener una sensibilidad mayor, donde se evidencié la actividad
antimicética significativa. En conclusion, el cultivo de Candida albicans presento
mayor sensibilidad frente al extracto etandlico de concentracién 75% con un
promedio de 22,01mm (halo de inhibicién) siendo mas eficaz en la actividad
antimicética, mientras que, frente al cultivo Aspergillus brasiliensis presentd un
promedio de 9,96mm (halo de inhibicién), encontrandose una diferencia

estadistica con p<0,05.

Soto H. (2014) (¥ Realizo un estudio llamado ‘Efecto Antibacteriano y Antifiingico
comparativo de los extractos acuosos del Zea Mays L. (maiz morado), Rubus

glaucus (mora andina); Opuntia soherensii (ayrampo) y disefio de un gel de

9



limpieza cutanea”. Donde elaboraron extractos que fueron sometidos a un
screening fitoquimico identificandose la presencia de compuestos fendlicos,
taninos, flavonoides y azucares reductores. Asimismo, se determiné su actividad
antibacteriana y antifungica por el método de difusién en agar. Los extractos de
los frutos se obtuvieron por dos tipos de extraccion (una acuosa y la otra
alcohdlica). Los extractos obtenidos por extraccion alcohdlica de los frutos del
Rubus glaucus (mora) y Opuntia soherensii (ayrampo) demostraron mejor
actividad. La formulacién del gel se realizo en base a la estabilidad y consistencia
del producto. La adicién de los extractos al gel base dieron resultados positivos,
determindndose su actividad antibacteriana y antifangica por el método de

difusién en agar.

2.1.2 INTERNACIONALES

Vallejo.C, Rollan.G, Rodriguez.M (2019) ® Desarrollaron un estudio sobre

“Actividad antifangica de extractos fendlicos de arandanos sobre levaduras
contaminantes de jugos”. Tuvieron como objetivo la caracterizacion del perfil de
compuestos fendlicos presentes en diferentes variedades de arandanos
cultivados en Tucuman y la evaluacién de su actividad antifingica potencial
contra levaduras aisladas de jugos de fresa contaminados. Utilizaron el método
de fraccion fendlica de las variedades de arandanos Misty, Blue Crisp, O'neal y
Millennium se extrajeron con acetato de etilo y la composicion fendlica se evalu6
con TLC, reactivo Folin Ciocalteu y HPLC-DAD. El aislamiento e identificacion de
la levadura del jugo deteriorado se realiz6 en medios YMPG suplementados con
cloranfenicol, Se construyo la caracterizacion fenotipica y genotipica y el arbol
filogenético. La actividad antifangica en levaduras aisladas se estudio
determinando la viabilidad y el efecto sobre la sintesis de ergosterol en presencia
de compuestos fendlicos. Resultados: La proliferacion fendlica fue diferente entre
las variedades, pero el acido clorogénico fue el compuesto mayoritario en todas
ellas. Se aisl6é e identific6 Hanseniaspora osmophila en jugo deteriorado. Los
compuestos fendlicos presentes en los arandanos disminuyen el crecimiento de

la levadura, asi como la sintesis de ergosterol. Concluyeron en que su estudio es
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el primero sobre la diferenciaciéon del perfil de polifenoles entre las variedades de
arandanos y la actividad antifungica de estos extractos polifendlicos contra

levaduras de deterioro aisladas e identificadas de nuestra region.

Bernal L. (2017) ® Realiz6 un estudio con nombre ~ Evaluacién de la variacion
en perfiles cromatograficos, capacidad antioxidante y actividad antifingica de
especimenes silvestres de agraz™ Utilizaron veintiocho extractos etandlicos de
hojas y tallos pertenecientes a la especie Vaccinium, inicialmente se determiné
el perfil quimico a través de cuantificacion de fenoles (CFT), flavonoides (FL) y
capacidad captadora de radicales libres (CCRL). Catorce extractos acuosos de
los frutos fueron evaluados inicialmente se determino el perfil quimico a través de
cuantificacion de fenoles (CFT), Antocianinas (AT) y capacidad captadora de
radicales libres (CCRL); finalmente veintiocho extractos acuosos de hojas y tallos
se evaluaron por medio de un método microescala de medio suplementado
contra Fusarium oxysporum, agente causante del marchitamiento vascular en
plantas de importancia econémica como tomate (Solanum lycopersicum), banano
(Musa paradisiaca) y clavel (Dianthus caryophyllus); Los extractos fueron
perfilados usando LC-DAD. El analisis cromatografico de los extractos indicé la
presencia de compuestos particulares en algunos de estos, como es el caso de
los flavonoides, antocianinas y algunas proantocinidinas; Un andlisis multivariado
por componentes principales (PCA) de los perfiles cromatograficos completos
muestra algunos conglomerados. Estos confirman la similaridad de los extractos
principalmente respecto a la composicién de aquellos provenientes de madera y
corteza, lo cual no es posible ver con una comparacion directa de los
cromatogramas o0 espectro obtenidos. La correlacion entre la actividad
antifingica y la capacidad antioxidante (como variable de supervision) y los datos
cromatograficos fue llevada a cabo por medio de una regresion de minimos
cuadrados parciales (OPLS). Este analisis permitié encontrar algunos grupos de
seflales que tiene una alta correlacibn con la actividad los cuales fueron

identificados tentativamente.
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Ormozabal C. (2014) (19 “Capacidad antioxidante de extractos secos
provenientes de berries: maqui (Aristotelia chilensis), murtilla (Ugni molinae) y
arandano (Vaccinium corymbosum)”. El autor menciona en su estudio que, a lo
largo del tiempo y actualidad, estas plantas han sido utilizadas como alimentos
funcionales y fitofarmacos, debido a su propiedad antioxidante, propiedades
antiinflamatorias y antibacterianas. Al inicio, se midi6 la cantidad de polifenoles
de los 3 extractos para ser usada como parametro comparativo entre ellos. Se
prepararon tres extractos los cuales tuvieron una accion de prevencion en la
aparicion de la lipoperoxidacién de las microsomas, y revirtieron y previnieron la
oxidacion de los tioles microsémicos con diferente potencia. Todos los extractos
demostraron ser capaces de quelar el ion Cu2+. Por su lado, el extracto de maqui
mostré mayor actividad antioxidante, y el extracto de arandano. Por ultimo, el
autor menciona que la calidad y cantidad de los antioxidantes presentes en los
diferentes extractos seria la posible diferencia y que estos poseen la propiedad,

a través de diferentes mecanismos actuando de manera sinérgica.

LAZO (2004) @D “Estudio las propiedades antifungicas de los extractos de hojas
de cassia grandis (carao) y bulbos de allium sativum (ajo) en microsporum canis,
trichophyton rubrum y epidermophyton floccosum”. Realizd una recolecciéon de
cada una de las plantas, se obtuvo los extractos hidroalcohdlicos por medio del
método de maceracion, luego fueron concentrados utilizando un rotavapor. A los
extractos obtenidos se les realizaron pruebas fitoquimicas preliminares para
determinar en una forma cualitativa los principales metabolitos secundarios
presentes en cada uno de ellos. Utilizando la técnica de Cromatografia en Capa
Fina se logro la identificacion de la alicina, el compuesto responsable de la
actividad antifungica del ajo. Los microorganismos de prueba en esta
investigacion fueron tres hongos pertenecientes a la clase de los dermatofitos:
Microsporum canis, Trichophyton rubrumy Epidermophyton floccosum.
Diferentes concentraciones de los extractos fueron evaluadas, partiendo de
2000ppm para determinar la Concentracion Efectiva de los Extractos,
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Fungicida

(CMF). Utilizando el Ketoconazol al 1% y 1.2% como control positivo.
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Sarkinas A, (2009) 12 desarrollé una investigacion, denominada “Estudio
comparativo de la composicién de antocianinas, actividad antimicrobiana y
antioxidante en frutos de arandanos (Vaccinium myrtillus L.) y ardndanos
(Vaccinium corymbosum L.)”. El objetivo principal de la investigacion fue
investigar y comparar la composicion de antocianinas, la actividad antimicrobiana
y antioxidante en la fruta y piel de arandano. Los resultados de la investigacion
revelaron que la mayor cantidad de antocianinas totales se observo en las pieles
de frutas de los cultivares de arandanos. Los resultados, obtenidos por analisis
cromatografico, indicaron que la cianidina es una antocianidina dominante en
muestras de arandano y malvidina en arandanos. Los extractos de cultivares de
arandanos "Herbert", "Coville", "Toro" y frutos de arandano revelaron
propiedades antimicrobianas. Citrobacter freundii (ATCC 8090) y Enterococcus
faecalis (ATCC29212) fueron los mas sensibles entre las ocho bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas probadas. No se establecieron diferencias
significativas entre los extractos de bayas y piel. Los estudios con frutas
mostraron que la actividad antioxidante mas fuerte posee el cultivar de ardndanos
"Berkeley" (82.13 +/- 0.51%). Mientras tanto, la cantidad de radicales libres
apagados en las muestras de arandano fue de 63.72 +/- 1.11%, respectivamente.
La actividad antioxidante mas baja se estimo en el cultivar de arandanos "Coville".
En consecuencia, las propiedades antirradicales mas fuertes se estimaron en las
pieles de fruta "Ama" del cultivar de arandanos. Las muestras de piel de arandano
también poseen una fuerte actividad antirradical (82.69 +/- 0.37%).
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2.2BASES TEORICAS
2.2.1 Vaccinium corymbosum L. (arandanos)
2.2.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae

Subfamilia: Vaccinioideae

Tribu: Vaccinieae
Género: Vaccinium
Especie: Vaccinium corymbosum L.

Figura 1: Vaccinium corymbosum L. (arandanos).
Fuente: Hamilton Wilmer Beltran Santiago, ver Anexo 2

2.2.1.2 Historia

El arandano Vaccinium corymbosum L es una fruta del género Vaccinium,
pertenece a la familia de las Ericaceas. Esta fruta crece en norte y sur de
Ameérica, el centro de Europa, Madagascar y Africa. 13)
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El arAndano es una de las especies mas recientes en haber sido
domesticado. Durante los inicios del S. XX en Norteamérica se formaron los
primeros sistemas de identificacion de arbustos y técnicas de propagacion.
Los cultivos actuales son producto de perfecciones, en funcion a las formas

silvestres. (13)

Treinta especies componen este género, solo unas cuantas de ellas tienen
importancia comercial. Entre ellas sobresale el Vaccinium corimbosum L.,
gue representa cerca del ochenta por ciento de toda la superficie cultivada,
seguido de otras especies como V. ashei Reade, con un 15%. Mientras que,
el otro 5% sobresale: V. angustifolium Aiton, hibridos de V. angustifolium x V.

corymbosum. (3)

2.2.1.3 Habitat

Los cultivos de ardndanos requieren de temperaturas bajas para romper la
dormancia (época de reposo) durante una época. Esta especie necesita de
horas-frio que vienen determinadas genéticamente, siendo esta una de las
particularidades que separan los grupos agrondémicos establecidos. El
conocido como ‘highbush” del Norte, tiene como principal especie al
Vaccinium corymbosum L, que es oriundo de Norteamérica, esta simboliza
el 75% de todo el cultivo de ardndano en el mundo. Las plantas miden entre
1,5y 7.0 metros. El término “lowbush” hace mencidén a aquellas con una

altura inferior a 1,0 m. @3

2.2.1.4 Uso medicinal

El arAndano es un fruto con alto indice de calidad nutricional y otras
propiedades que benefician la salud humana. Se ha demostrado que la
composiciéon y el contenido en nutrientes bioactivos ayudan a reducir
enfermedades degenerativas y cardiovasculares, por lo que cada dia

aumenta su demanda y consumo, tanto en fresco como industrializado. 14
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Al tener alta demanda en el consumo ha provocado su siembra en areas
geograficas mas templadas y la generacion de variedades con menos

requerimiento de frio en diferentes paises del orbe. 4

El arandano azul o highbush (Vaccinium corymbosum L.), tiene las
caracteristicas de ser resistente al frio y calidad del fruto y es la especie mas
cultivada en sus paises de origen y alrededor del mundo. Al tener dichas
caracteristicas frente a la humedad ha generado que haya una diversidad
genética y su crecimiento ha permitido generar variedades de requerimiento
de poco o nulo frio. Entre las manifestaciones de la diversidad genética de
arandano se encuentran caracteristicas importantes como: rendimiento,
tamafio de fruto, color, firmeza, sabor, resistencia a las enfermedades y
dafios mecanicos, vida de anaquel, que definen la adaptacion del genotipo
en un éarea especifica, asi como el contenido y composicién de los

compuestos bioactivos (Rios de Souza et al., 2014; Rodriguez et al., 2010).
(14)

Otra de caracteristica relevante esta referida a que el fruto posee una pulpa
jugosa. Es utilizado para zumos, mermeladas, licores, confituras, salsas en
cocina, etc. Tiene numerosas propiedades nutraceuticas, el cual ha

contribuido con el aumento del consumo. 43

El fruto es rico en fibras, por lo que su consumo diario y constante resulta
apropiado en el tratamiento del estrefliimiento y la debilidad intestinal. Su alto
contenido de hierro, calcio, potasio, de taninos astringentes, asi como de
varios acidos organicos. Teniendo ademas valores caldricos bajos debido a
su aporte limitado de carbohidratos. (13

Farmacol6gicamente es usado como un excelente diurético. A excepcion del
extracto seco del fruto o de las hojas que se utiliza para contrarrestar
procesos diarreicos, asi como para rebajar la presencia de azucar en el

torrente sanguineo 13)
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Muchos estudios han comprobado que el consumir de manera frecuente
restablece ampliamente la vision de las personas. El 6ptimo estado de vista
de los indios de Norteamérica puede ser producto del consumo de especies

silvestres, ya que era el soporte de su alimentacién. (3

Ademas, es usado para calmar males oculares y agilizar la regeneracion de
la retina. Actualmente, esta comprobado que los arandanos, con alto
contenido de compuestos quimico, tiende a disminuir el indice de sustancias

toxicas y vinculadas con el Alzheimer. (13

2.2.1.5 Composicion Quimica

Por un largo periodo de tiempo se consideré el zumo de ardndano contribuye
a mantener saludable el tracto urinario. Los estudios enfocados en cerciorar
y entender la forma en que el arandano provee tal propiedad beneficiosa para
la salud han dado como consecuencia pruebas cientificas considerables que

reafirmen los beneficios potenciales para la salud. @4

A través de un método de fraccionamiento biodirigido se han logrado
reconocer las proantocianidinas como los componentes quimicos
responsables de frenar la adherencia de determinados tipos de E. coli,
relacionados a infecciones del tracto urinario, a las células uroepiteliales. Asi
mismo se ha podido demostrar de manera in vitro que esta planta frena la
adherencia de H. pylori (asociado a la incidencia de ulceras
gastroduodenales), y determinados tipos de bacterias unidas a la placa

dental y la gingivitis (14,

Las proantocianidinas del arandano, no permiten la oxidacién in vitro de las
LDL humanas lo cual se podrian considerar potenciales antioxidantes. Su
consumo en polvo de zumo de arandanos ha demostrado la disminucion in

vivo del colesterol total y del LDL en un modelo animal. @4

En la tabla 1 se detalla la composicion aproximada de zumo de arandano de

concentracion natural a 7, 5° Brix. Con la graduacion Brix se mide la
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concentracion del zumo o porcentaje de solidos solubles, que es
técnicamente la sacarosa y se mide por hidrometria o refractometria. Segun
normativa industrial para la aprobacion del zumo de arandano de
concentracion natural la graduacion Brix debe ser 7, 5°.

Como indica la tabla 1, la composicion del zumo de ardndano esta formada
casi en su totalidad por agua y carbohidratos. Los 6,9 g del total de
carbohidratos incluyen 3,7 g de azucares (tabla 2), 3,1 g de acidos organicos
(tabla 3) y 0,1 g de fibra dietética. En el zumo de arandano, la concentracion
de fructosa con relacion a la glucosa es inferior a uno, lo que es insolito
comparado con otros zumos de fruta en los cuales la proporcion es
regularmente superior a uno. También es propio su aporte en acido quinico,
tal valor sirve para establecer la proporcién de zumo de arAndano americano

en un producto, asi como para detectar posibles adulteraciones. (19

En la tabla 3 no se consideran al acido 2-furoico ni al acido oxalico. Pero
realizando analisis del &cido 2- furoico (acido furan-2-carboxilico) junto con
los acidos fendlicos del coctel de zumo de arandano se obtuvo una cantidad
de 2,9 ppm. Mientras la cantidad de acido oxalico, por su parte, fue de 5 ppm.
El zumo de arandano y el acido oxalico, por asociacion, se han comprometido
en la formaciéon de calculos renales. Sin embargo, los estudios han
confirmado que el indice de &cido oxalico en el zumo de arandano es casi
inexistente para el desarrollo de calculos renales.

Los minerales en 100 g de zumo de arandano americano contienen hierro

(0,3 mg), sodio (4 mg), calcio (7 mg) y potasio (85 mg). @
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TABLA 1. Composicién aproximada del zumo de arandano americano a 7,5° Brix (100

g). Incluye acidos organicos.

Componentes Porcentaje de

concentracion
Agua 92,9 %
Solidos 7,1 %
Calorias 27
Carbohidratos totales 6,99
Proteinas <0,1g
Grasas <0,1g
Minerales 96 mg
Vitamina C 2 mg

Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fotoquimicos del ardndano

americano y sus beneficios para la salud”. %

TABLA 2. Azucares del zumo de arandano americano.

Tipo de Porcentaje de
Carbohidrato concentracion
Glucosa 2,8 %
Fructosa 0,8 %
Sacarosa <0,05%

Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fitoquimicos del arandano

Americano y sus beneficios para la salud”. ®

TABLA 3. Acidos organicos del zumo de arandano.

Acidos organicos Porcentaje de
concentracion
Citrico 1,06 %
Quinico 1,05 %
Malico 0,78 %
Galacturonico 0,19 %
Siquimico 0,02 %

Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fitoquimicos del arandano

Americano y sus beneficios para la salud”.
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Proantocianidinas

Las proantocianidinas (PAC) son mayoritariamente oligomeros (OPC) o
polimeros de flavan-3-oles unidos por 2 (tipo A) o 2 (tipo B) enlace inter-
flavano 1%, Las PAC, llamadas también como arandano americano son, por
lo general, oligébmeros y polimeros de epicatequina y epigalocatequina con 1
0 mas enlaces inter-flavano del tipo A. Al aumentar el nivel de polimerizacion

incrementa el nimero de enlaces del tipo A. @5

En la siguiente figura se representa una OPC tetramérica con enlaces inter-
flavano del tipo B 4-6 y 4-8 y un enlace inter-flavano de tipo A 4-8, 2-O-7. Al
parecer, existe poca 0 ninguna actividad antiadherente relacionada a los
monomeros, dimeros y oligdmeros mas altos de las PAC del ardndano con
todos los enlaces inter-flavano de tipo Ay tipo B parece obligatorio para que
las PAC tengan accion antiadherente contra la E. coli fimbriada tipo P. La
cuantificacion de PAC representa los numerosos desafios, producto de la su
origen polimérica y a la carencia de las sustancias de referencia. La
heterogeneidad estructural basada en la representacion de diferentes

unidades de monémeros. 15

Figura 2. Proantocianidina tetramérica

Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fitoquimicos del arandano

Americano y sus beneficios para la salud”. ®
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Antociandésidos

Son conocidas como antocianinas, estas son un parametro de calidad
fundamental del arandano, debido al color del fruto y el zumo. La
organizacion estructural de las antocianindinas (aglicones de los
antociandésidos). Por hidroxilacién o metoxilacion de las posiciones 3’y 5’ se
originan los diferentes aglicones. Los antociandsidos se obtienen de la
glicosilacion de las antocianidinas, en la posicion tres con respecto a los

antocianésidos del arandano. @9

Figura 3. Estructura general de las antocianidinas (agli-

cones de los antociandsidos o antocianinas)
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Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fitoquimicos del arandano

Americano y sus beneficios para la salud”.

Se demostraron una variedad de efectos biolégicos para los antociandsidos,
entre los cuales se hallan las actividades antioxidantes, antifungica,
antimutagénica y antifangica. Ademas, pueden poseer efectos en la salud

cardiovascular al optimizar la fragilidad capilar. 15

En otros estudios se han demostrado que el consumo de los extractos de V.
myrtillus, evidencian un mejoramiento de la actividad visual, asi como la
vascular, debido a la fraccion antocianica, se conocio después de indagar, a
los pilotos que consumieron mermelada de mirtillo poseian mayor vision

nocturna durante la Segunda Guerra Mundial. 19
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En la tabla 4, se denota que la totalidad de antocianosidos era de 8 mg/kg,
aproximadamente, para este grupo de muestras de CZA. En comparacion,
se han detallado un contenido total de antocianésios de 12-15 mg/kg en CZA,
mientras que hemos encontrado en otras muestras de coctel de zumo de
ardndano valores de hasta 25 mg/kg (datos no publicados). Todo el contenido
de antociandsidos en el zumo de arandano americano puede haber
variabilidad, debido a factores como la variacion del cultivo de afo a afio,
debe tenerse en cuenta que el perfil de antociandsidos y las proporciones
relativas de antociandsidos individuales son muy firmes y componen un
indicador bastante claro de la calidad del zumo de ardndano americano

estandar. (19

TABLA 4. Antocianésidos del zumo de arandano.

Antocianésidos Concentracion
Cianidina-3- 2,0 mg/l
galactosido
Cinidina-3- 1,4 mg/l
arabinosido

Cinidina-3-glucosido 0,1 mg/l
Peonidina-3- 2,8 mgll
galactosido
Peonidina-3- 1,1 mg/l
arabinosido
Peonidina-3- 0,3 mg/l

glucosido

Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fitoquimicos del arandano

Americano y sus beneficios para la salud”. ®

Flavonoles

Los flavonoles son los componentes que aportan la coloracion al fruto y al
zumo. Estos transfieres la coloracion amarilla, a través de la disoluciéon y
pueden crear copigmentos con los antocianésidos. La figura 4 muestra la
estructura del aglicon de flavonol, en ellas puede sustituirse el hidroxilo en

las posiciones 3’ y 5. En los heterdsidos, se detectaron reemplazos de
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glicosidicas en la posicion 3. Se ha representado que los flavonoles tienen
varias actividades biologicas, tales como: captadora de radicales,
antioxidante, antiinflamatoria, analgésica y broncodilatadora, tal como un
potencial resultado sobre la salud cardiovascular, por la mejora de la
fragilidad capilar. 5

Figura 4. Estructura general de un flavonol
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Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fitoquimicos del arandano

Americano y sus beneficios para la salud”. 9

La informacion proporcionada de la tabla 5 se consiguieron a través del
mismo método y muestras que la informacion de antocianésidos presentados
anteriormente. La cuantificacion se ejecutd utilizando parametros externos

individuales de cada flavonol. %)

TABLA 5. Contenido de flavonoles del zumo de arandano.

flavonoles Concentracion

Hiperosido 23,2 mg/l
Quercetina 13,0 mg/I
Miricetina 5,3 mg/l
Quercitrina 5,2 mg/l
Avicularina 1,8 mg/l

Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fitoquimicos del arandano

Americano y sus beneficios para la salud”. ®
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Acidos fendlicos

Los &cidos fendlicos tienen propiedades muy provechosas para la salud
humana. En la figura 5, se demuestra la organizacion estructural de los
acidos benzoico y cinamico. Los &cidos fendlicos méas importantes del
ardndano son: el benzoico y el cinamico. Existen diferentes procesos
biologicos con respecto a los acidos fendlicos, tales como: la actividad
antioxidante, antimicrobiana, captadora de radicales, inhibicibn de la
agregacion plaquetaria, supresion de la conformacion de la placa dental, y

otros. (19

Figura 5. Estructuras de los acidos fenélicos
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Fuente: Cunningham D, Vannozzi S, Tuk R. “Constituyentes fitoquimicos del arandano

Americano y sus beneficios para la salud”. ®

Otros componentes

El arAndano americano posee elementos muy provechosos para la salud.
Asimismo, la pectina tiene un alto contenido de fibra, es decir, posee actividad
anticancerigena e hipocolesterolemiante *®. La pectina también es un
ingrediente muy significativo en relacion con el procesamiento del arandano
para la produccion de la mermelada, por sus caracteristicas gelificantes.

Similar a las PAC, la pectina, ademas presenta restos caracteristicos para su
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cuantificacion y descripcion cualitativa. Se detallé la existencia del acido
elagico en el ardndano americano (concentracién 120 mg/kg), en funcién a
su peso seco 1%, En la literatura se han detallado varias actividades
antioxidantes, antimutagénica, anticarcinogénica y antiviral para el acido

elagico. @5

En el arandano se ha encontrado otro componente sumamente importante
en la actualidad, el resveratrol, que esta siendo usado en la industria
cosmética y dermatologica para el cuidado de la piel y como potente
antioxidante, a concentraciones similares a las del zumo de uva, de 1,07 y
1,56 nmol/g, respectivamente. El resveratrol esta vinculado con la actividad
anticancerigena e inhibicibn de COX1l y COX2. Tiene propiedades
antioxidantes y es el componente del vino tinto que se ha vinculado con el
aspecto cardiovascular y su capacidad de inhibicion de la adicion plaquetaria

y su actividad antiinflamatoria. 15

Por otro lado, se explico la aparicion de secoisolariciresinol (en la semilla de
ardndano) a una concentracién de 10,54 mg/kg con relacion al peso seco.
Los lignanos posee una organizacion vinculada con los estrégenos, por ello,
su comportamiento es muy parecido a los estrogenos débiles y antagonistas
de estrogenos. Asimismo, tienen estas actividades: antioxidante, antimitética,
antiviral y antitumoral. Las investigaciones experimentales realizadas en
animales sefialan que los factores dietéticos de proteccion reducen el

colesterol total y el colesterol LDL. (15

El &cido ursdlico se halla en concentraciones considerablemente alto en la
piel del arandano americano y usado como un elemento del balsamo para
curar las lesiones a la piel y quemaduras. Las investigaciones experimentales
en personas y animales han confirmado que el &cido ursélico y otros
triterpenos tienen actividades bioldgicas relevantes, en las que se encuentra
la hepatoprotectora, antiinflamatoria, antitumoral, antihiperlipidémica,

antimicrobiana, anticariogénica y antiulcerosa. 9
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Por udltimo, el aceite de la semilla del ardndano americano se aisl6 y
detectaron tocotrienoles y acidos grasos omega-3, grupos de compuestos
gue destacan por su actividad antioxidante, y su resultado sobre la

carcinogénesis y la salud cardiovascular. (1%

Variabilidad de la composicién

La composicion quimica del arandano americano y de sus respectivos
derivados no es estatico, debido a vario de sus factores, entre ellos destaca:
la maduracion, el ambiente, forma de cultivo, variedad y el efecto del
procesado. Es decir, si el contenido total (medio) de antociandsidos del fruto
del ardndano americano cosechado cambia notablemente: de 31 a 62 con
relacion a la region, de 18 a 66 segun la variedad y de 36 a 42 en de acuerdo
con el afio. La despectinizacion tiene altas probabilidades de dafiar al acido

galacturénico del zumo de arandano americano y otros. 15

2.2.2 Candida albicans

2.2.2.1 Morfologia

Candida albicans es un microorganismo de una sola célula. Esta se
manifiesta en levadura cuando esta en estado saprofito. Mide de dos a
cuatro micras. Ademas, posee finas paredes. De otro lado, cuando esta
en forma de un parésito tiene 16 filamentos, sus extremos son de forma
redonda que miden desde tres a cinco micras de didmetro, de otro lado, la
medicion de su longitud no es estable. A pesar de su brote, esta no se

aparta de su célula madre, tomando una forma cilindrica. (16)

Comunmente, la estructura microscopica tubular determina la formacion
filamentosa de los hongos. Las células levaduriformes o blastosporas son
microorganismos eucaribticos, estas se reproducen asexualmente, a

través de la gemacion. (16)

26



La division genera la produccién de nuevo material celular descendiente
de la zona superficial de la blastospora. Luego de que la yema llega a su
tamafio comuan, se produce la division de la célula, lo que genera un
tabigue entre las 2 células. Ademas, la forma de todas las especies de
candida es muy parecida. Cabe destacar que, la totalidad de levaduras
son Gram positivas, no obstante, a veces las blastosporas puede ser de
forma ovoide o esférica. Ademas, la C. albicans presenta deformaciones,

producto de la transformacion de las levaduras a hifas. (16)

2.2.2.2 Ciclo de vida

Las esporas son muy importantes para que el hongo pueda sobrevivir ya
que por diferentes factores sobreviven a situaciones a condiciones
ambientales, nivel bajo de nutrientes y extremas temperaturas. Es por la
formacion de esporas que se da la reproduccion del hongo (células
consignadas a la expansion de la especie a distancia). Figura. 6 se puede

visualizar la nutricion de los hongos. (19

La reproduccion del hongo involucra la combinacion de nucleos
relacionados entre si. Las especies homotélicas se autofecundan,
generando la expansion de gametos en el mismo micelio *7). Las especies
heterotalicas necesitan que el proceso de cruce sea realizado por distintos
micelios. Es necesario que los micelios tengan compatibilidad sexual para
la propagacién de esporas. Debido a sutamafio pequefio y su pero liviano,
estos pueden estar en el aire por mucho tiempo, por lo tanto, la expansién

de los hongos tiene un nivel alto, en relacion con otros microorganismos
an

En resumen, los hongos son reproducidos, a través de los procedimientos
asexuales. La gran variedad de forma, tamafo, coloracion son
elementales para detectar las diferentes clases de especies de hongos.

Este proceso esta representado en la siguiente figura. @7)
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Figura 6. Ciclo de vida de hongo Candida

Fuente: Masia M. “Factores determinantes de la colonizacion e infeccion por

especies de candidas resistentes al fluconazol en pacientes con infeccién por VIH”. an

2.2.2.3 Patogénesis de candidiasis

La Candidiasis es una enfermedad primaria o secundaria y sus
revelaciones clinicas puede variar, es decir, el cambio de una situacion
aguda a cronica es rapida. La candidiasis de manifiesta en diferentes
partes del cuerpo, tales como: manos, garganta, boca, vagina, pulmon,
bronquios, piel, incluso puede generalizarse. Las caracteristicas de
contraer candidiasis son diversas, pueden ser: inflamacién, supuracién e

irritacion. G

La candidiasis oral es origen oportunista. La presencia de este hongo esta
presente de un veinte por ciento a sesenta porcientos en personas
saludables. La presencia del comensal inocuo a parasitario dafiino esta en
funcién de diversos elementos, cabe sefialar que, la mas relevante es el

estado de salud del individuo. G
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A medida que han pasado los afios el interés sobre esta patologia ha ido
aumentando y en general para infecciones ocasionadas por los hongos
(Candida) en individuos inmunosuprimidos médicamente comprometidos.
Producto de esta situacion de realizaron multiples estudios sobre la
deteccion de Candida albicans, como el causante primordial de la

candidiasis y como ahora se esta elaborando. %

2.2.2.4 Epidemiologia

Su alto indice de personas con candidiasis y el elevado costo para el
tratamiento, especialmente en infecciones nosocomiales, hace que esta
patologia sea de gran importancia. Asimismo, va en aumento,

especialmente en personas comprometidos inmunolégicamente. (16)

La candidiasis es una enfermedad que tiene una distribucién geogréfica
universal, la que la convierte en la micosis con mayor numero de
incidencias. La Candida albicans es la causante de mas de setenta por
ciento de esta infeccidén. Esta patologia (sistematica) implica infecciones
con un nivel alto de mortalidad, esta ha aumentado significativamente a lo
largo de los afios. Cabe sefalar que, la levadura del género Candida
ocupa el cuarto puesto en las causas nosocomial mas usuales en
infecciones del torrente sanguineo, provocando el 10% de infecciones

sanguineas y el 25 % del tracto urinario. (16)

Con todo ello se puede decir que la C. albicans, es el patdgeno humano
mas relevante del Candida. Esta es una levadura que se hospeda en la
mucosa oral, gastrointestinal y vaginal de personas saludables. Las
personas que estan infectado con el VIH estan mas propensas a

contraer estas infecciones. 19
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2.2.2.5 Diagnéstico

Las distintas especies de Candida forman parte de la flora de la piel sana
y de los aparatos gastrointestinal y genitourinario; en condiciones de
inmunodepresion, existe riesgo de presentar una infeccién por este
agente. La especie que provoca infecciones mas comunmente
es Candida albicans, especialmente en personas con factores de
predisposicion, como diabetes, otras alteraciones endocrinas, obesidad,
embarazo, infeccion por VIH, higiene deficiente y tratamiento reciente con
antibiéticos o corticoides, asi como el uso de protesis dentales, que

predispone a la candidiasis bucal. 16

Para realizar un adecuado diagnéstico de Candidiasis es de vital
importancia que el tomado de muestra sea Optimo, estas pueden ser
extraidas de la piel, ufia, sangre, mucosas o el liquido cefalorraquideo de

acuerdo con el diagndstico que se requiera realizar. 16

Al igual que otras infecciones micoticas, los sintomas de la candidiasis son
muy parecidos. Por ello, para el diagndstico es vital conocer el historial
clinico y la realizacién de un examen fisico. Adicional a esto se debera

realizar una prueba en el laboratorio. (16

Es importante mencionar que, las muestras deberan ser para:

- Examen directo: orientado a la etiologia de la infeccion.

- Cultivo: debe tener la cantidad de levadura suficiente, en caso
contrario, los resultados no seran éptimos, por ende, no se podra

determinar si la causa de la infeccion es producto de la candidiasis.(1®
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2.2.2.6 Farmacos antifungicos

Actualmente los farmacos que se utilizan se pueden clasificar en dos
grupos: principalmente antibiéticos naturales, como las equinocandinas y
los polienos y como segunda opcion los farmacos sintéticos, como las
pirimidinas fluoradas y los azoles. Gran parte de estas infecciones son
causadas externamente, se encuentran abundantes compuestos
preparados para la administracion topica. Las variedades de farmacos
antimicoticos son téxicos y se requiere de estricta vigilancia médica

cuando se utiliza un tratamiento sistémico. (198

ANTIBIOTICOS ANTIMICOTICOS

Anfotericina

La anfotericina B es una combinacion de sustancias antimicéticas
adquiridos de cultivos de Streptomyces. Estructuralmente, se trata de
moléculas muy grandes (macrélido) que se incorporan dentro del grupo

polieno de antimicoticos. (18)

Igual que ocurre con otros antibioticos de tipo polienico, el lugar de accién
de la anfotericina son las membranas celulares de los hongos. Su
propiedad mas importante es formar grandes poros en la membrana. La
anfotericina posee una accién selectiva, porque se une con avidez a las
membranas de los hongos y algunos protozoos, con menos avidez a las

células de los mamiferos, y no se une a las bacterias. (1®)

La relativa especificidad por los hongos puede deberse a la mayor afinidad
del farmaco por el ergosterol (el esterol de la membrana micética) que por
el colesterol, el principal esterol de la membrana plasmatica de las células
animales. Este actia frente a la mayoria de levaduras y hongos, y se
puede utilizar como tratamiento selectivo para infecciones diseminadas

por muchos gérmenes, como Candidas y Aspergillus. 8
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Aspectos Farmacocinéticos

Se utiliza por via oral, muy escasamente esta puede ser absorbida, se
administra por esta via en caso de micosis digestivas altas. Otra forma de
aplicacion es por via topica, pero en infecciones sistémicas se suele
administrar en forma de complejo con liposomas u otros preparados que
contienen lipidos mediante una inyeccion lenta. De esta forma se reducen

los efectos adversos. (18)

Efectos adversos

Uno de los efectos adversos mas graves es la toxicidad renal en mas del
80 % de los pacientes que son medicados con dicho farmaco, la alteracion
de las funciones hepatica y la trombocitopenia son otros de los efectos

adversos que realiza la anfotericina. 3

Griseofulvina

La griseofulvina es un antifungico de espectro reducido que se aisla de
cultivos de Penicillium, Griseofulvum. Interrumpe en la mitosis uniéndose
a los microtubulos del hongo. Se puede emplear para tratar dermatofitosis
de la piel o las ufias cuando fracasa el tratamiento local, pero el tratamiento
debe ser muy prolongado. Ha sido cambiada en gran medida por otros

farmacos. 43
Aspectos Farmacocinéticos

La griseofulvina se administra por via oral. Su absorcion varia por el tipo
de formulacion y es poco hidrosoluble, en particular con la medida de las
particulas. La piel recién constituida tiende a captar de manera selectiva y
se concentra en la queratina. La semi vida plasmatica es de 24 h, pero se

retiene en la piel durante mucho mas tiempo. 43
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Efectos adversos

La griseofulvina tiene efectos muy infrecuentes, pero podria originar
cefalea, y fotosensibilidad. Puede producir reacciones alérgicas (fiebre,

erupciones). No debe administrar a mujeres que estén en gestacion. 43

ANTIMICOTICOS SINTETICOS
Azoles

Son un grupo de farmacos micostaticos que tiene un nucleo imidazol por
lo que se da su actividad debido a su amplio espectro (econazol,
clotrimazol, fenticonazol, miconazol , tioconazol, ketoconazol y sulconazol)

o triazol voriconazol , itraconazol y fluconazol). ¥

Estos inhiben la enzima 3 A del citocromo P450 micotico (CYP3A), la
responsable de convertir lanosterol en ergosterol es la lanosina 14
desmetilasa, por la pérdida de ergosterol se altera la fluidez de la

membrana y esta va interferir en la accion de las enzimas. “3

Figura 7. Estructura quimica del fluconazol.
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Fuente. Kuklinski C. Farmacognosia estudio de las drogas y sustancias

medicamentosas de origen natural.edi.omega; 2000. “3)
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Terbinafina

La terbinafina pertenece a un nuevo grupo de antimicoticos llamados las
alilaminas. Es un antimicotico queratinofilo y muy lip6filo que es activo
frente a una amplia gama de patdgenos cutaneos. Su utilizacion es de
mucha importancia en las infecciones ungueales. Su accion se realiza
inhibiendo selectivamente la enzima escualeno epoxidasa, que interviene
en la sintesis de ergosterol a partir del escualeno de la pared de la célula
micotica. La acumulacion de escualeno en el interior de la célula es toxica

para el microorganismo. 3

2.2.2.7 Tratamiento General

El tratamiento usado para esta enfermedad dependera mucho de multiples
elementos, tales como: lugar de la infeccion (sistemética o superficial),
especie, sensibilidad a los diversos antifungicos (polienos, azoles,
triazoles, etc). La deteccidn en el laboratorio, en algunos casos, suele ser
lenta. Para el tratamiento inicial es necesario el uso de antifungicos de
gran espectro, de esta manera se identificara al agente causal real. Para
determinar la identificacion de candidiasis es vital que se desarrolle a nivel
de especie, puesto que los resultados seran usados para el tratamiento y
en la epidemiologia. Es decir, C. albicans puede ser sensible a azoles,
mientras que en el caso de C. glabrata es resistente a estos antifingicos

principalmente al Fluconazol. ¢V
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TABLA 6. Algunas infecciones frecuentes por hongos y su sensibilidad frente a los distintos

antimicoticos

Microorganismo

Tratamiento mas frecuente

Enfermedades Polienos | Equino- | Azoles / | Fluci- | Griseo- | Terbi-
principales candinas | Triazoles | tosina | fulvina | nafina
Levaduras
Crytococcus Meningitis +++ - + * -
neoformas
Hongos levaduriformes
Candida Muguet , ++ raramente ++ - - -
albicans candidiasis
sistémica
Hongos filamentosos
Especies de | Todos estos
Trychophyton gérmenes pueden
Epidermophyton | causar infecciones
floccosum de la piel y las ufias
Especies de | , que se suelen
Microsporum llamar tifias
- - ++ + - +++ +++
Aspergﬂlus Aspergilosis -+ + + ) ) )
fumigatus pulmonar
Hongos dimorficos
Histoplasma Histoplasmosis ++ - ++ - - -
capsulatum
Coccidioides Coccidioidomicosis ++ - ++ - - -
immitis
Blastomyces Blastomicosis ++ - + - - -
dermatitides
_(43)

Fuente: Kuklinski C. “Estudio de las drogas y sustancias medicamentosas de origen natural”

Tratamiento para candidiasis orofaringea en las personas

infeccion por el VIH

con

Dada la relevancia en los casos de Micosis en la actualidad se estan

desarrollando nuevos farmacos, en cuanto a toxicidad y comodidad de

administracion. Esto debido a que encontramos diferentes casos de

candidiasis y el aumento en el uso de los antifungicos clasicos, como la

anfotericina B, estos nuevos farmacos cuyas ventajas frente a los
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anteriores farmacos, tuvieron implicaciones importantes para el manejo de

estas enfermedades. 2

En la mayoria de los pacientes el tratamiento inicial o a los que estos
responden mejor son a los agentes tépicos, polienos, como la nistatina o
la anfotericina B, e imidazoles como el clotrimazol. No obstante, en las
personas infectadas con el virus del VIH, las reacciones de mejorar no son
duraderos, por ende, las recaias son usuales. Debido a la necesidad de
administracion frecuente, a las complicaciones gastrointestinales que se
producen y a su mal sabor aumenta el indice de los fracasos al tratamiento,
esto se debe a la inmunodeficiencia subyacente y nivel bajo de adherencia

al mismo tratamiento. ¢2

Esta problematica origind que los farmacos fueran reemplazados por los
antifingicos sistémicos para el primer tratamiento. Los antifingicos mas
usados son los azolicos. Entre los 80 y los 90 ha sido muy importante el
uso del grupo de los azoles. El tratamiento inmediato para la candidiasis
oral es preceptivo, no solo por la sintomatologia ocasionada por las
lesiones, sino porque estas significan un reservorio de microorganismos

para la diseminacion local de la infeccion. 22

Uno de los medicamentos usados para esta enfermedad es el ketoconazol
oral, administrado en dosis de 200 a 400 mg al dia. Es recomendable la
administracion del farmaco conjunta con alimentos, por lo que el acido
gastrico es imprescindible para su disolucion y absorcién. Este farmaco

presenta en diversos Rams, como nauseas, exantema, prurito y hepatitis
(22).

El ketoconazol en el organismo humano hace que frecuentemente ocurran
alteracion en los parametros de funcion hepatica, por ello es recomendable
controlar los indices de transaminasas, con frecuencia, en las personas

tratadas con este medicamento.
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En los inicios de esta patologia se us6 el ketoconazol, cuya efectividad fue
notoria en el tratamiento de la candidiasis mucocutanea crénica y en las

infecciones por Candida en otras personas con VIH (22,

A medida que paso el tiempo se desarrollaron otros farmacos como los
del grupo de los bis-triazoles, el itraconazol el representante de este grupo
y mas aun el fluconazol, cuyas ventajas fueron farmacocinética muy
buenos cumplieron la expectativa obteniendo resultados 6ptimos y con
respecto a la efectividad in vivo lo convirtieron en el antifingico para el
tratamiento de la candidiasis oral en los pacientes infectados con VIH y
gracias a ello se convirtio en el farmaco azdélico mas usual, debido al
aumento de esta enfermedad, cabe destacar que también es utilizado en

personas con VIH. 22

2.2.2.8 Factores de riesgo

Son 2 los factores de riesgo principales responsables de este problema
inmunitario: causa natural y origen iatrogénico. Este hongo huésped del
ser humano, para ser convertido en patégeno, requiere de la
indispensable presencia de interrupcién de los mecanismos usuales de
defensa y es ahi cuando el huésped esta indefenso esta enfermedad

aprovecha y se desencadena la enfermedad en su maxima expresion. @4

La Candida en diversos estudios de investigacion ha demostrado la
capacidad de adherirse con facilidad a la fibronectina, coagulos de fibrina
plaquetaria, al acrilico, al endotelio a los linfocitos, a las células del aparato
femenino (vagina), del aparato digestivo y de la boca. Las personas que
padecen de diabetes mellitus tienen grandes posibilidades de contraer la

candidiasis cutanea. No obstante, esta se da manera dispersa. (18

El factor de origen iatrogénico es predisponente de la infeccion por
Candida, especialmente a la candidiasis diseminada, los avances

tecnoldgicos y posteriores estudios sobre este problema de salud se han
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venido desarrollando en las ultimas décadas para prolongar y mejorar la
calidad de vida de los pacientes. La Candida es una de principales causas
del aumento de las infecciones fangicas sistémicas y conllevado que otro
tipo de Candida se desarrolle estamos hablando de Candida sp,
normalmente saprofito del tracto digestivo del huésped, este se convierte
en un patégeno con la capacidad de invadir. 18

En caso de los pacientes hospitalizados son muy comunes la aparicion de
estas enfermedades de candidiasis e incluso para este ambito hospitalario
hay mayor incidencia gracias a los factores que uno encuentra al estar
hospitalizado. Numerosas investigaciones detectaron varios factores de
riesgo que aumentan las posibilidades de que el paciente tenga una
infeccion flngica oportunista 9. Los pacientes cuyos tratamientos
prolongados se basan en antibiéticos de amplio espectro estan en mayor
riesgo, estos medicamentos son fuertes tanto que eliminan la flora
bacteriana estandar, lo que origina la propagacion del hongo, y otro factor
para los pacientes hospitalizados es la utilizacion estandarizado de los

catéteres intravenosos permanentes. (26)

La candidiasis sistémica se manifiesta con mayor frecuencia en pacientes
quirdrgicos ya que esta condicion es un factor importante para su
apariciéon, entre ellos pacientes a quienes se le realizd una cirugia
abdominal mayor, sobre todo en aquellos a quienes se le realiza cirugia
de urgencias, al colon, pancreas, peritonitis graves postoperatoria todo ello
vinculado con dehiscencias de anastomosis y fallos de sutura que

conllevan a la aparicion de esta enfermedad @®),

Para los pacientes ingresados en UCIs, la candidemia perturba, en primera
instancia, a personas inmunocomprometidos, es decir, que padecen de
cancer o enfermedades hematologicas malignas y que estan bajo
tratamiento con quimioterapia 'y quienes consumen drogas
inmunosupresoras como son los trasplantados. Asimismo, los pacientes

gue recibieron trasplante de érganos (higado, corazén y pulmén) son los
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mas propensos a contraer la enfermedad, de otro lado, las personas que
recibieron trasplante renal disminuyeron significativamente la aparicion de

la candidiasis diseminada 9,

Los pacientes que estadn acaparando vital importancia e interés son los
pacientes politraumatizados y quemados. En ellos existe predomina la
alteracion casi total en la respuesta inflamatoria e inmunidad. Ademas,
aparecen varios factores que favorecen la aparicion de la candidiasis, por

ello la prevencion es vital. %6)

2.2.2.9 Profilaxis

Para la candidiasis la profilaxis ha sido confusa. No obstante, en los
receptores de trasplante alogénico de médula 6ésea, las pruebas
eventuales han dado buenos resultados. Los estudios e investigaciones
cientificas que no se vienen controlando en su totalidad, se estd empleado
tratamiento con fluconazol en el trasplante autélogo de médula 6sea de
alto riesgo y en el trasplante hepético.

Se evidencié que, en pacientes leucémicos, el tratamiento con nistatina o
ketoconazol por via oral no esta vinculado con el descenso apreciable de

la incidencia de candidiasis sistémica @7

Las pruebas controladas llevada a cabo en pacientes con leucemia y
neutropenia no pudieron manifestaron un reaccién favorable producto de
la profilaxis con fluconazol. El fluconazol y el ketoconazol demostraron
farmacocineticamente ser eficientes para la prevencion de las infecciones
de candidiasis orales en pacientes oncolégicos y en personas con SIDA.
Cabe sefalar que la profilaxis con fluconazol no tiene actividad ante los

mohos. (28)-

Muchos especialistas no la recomiendan. En un estudio realizado en una

UCI quirdrgica de un hospital, en Baltimore, determin6 que la incidencia
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de candidemia descendia en el periodo péstumo a la utilizacion constante

de profilaxis con fluconazol. %8

La profilaxis extendida al uso de azoles, disminuye la colonizacion de
Candida y la posibilidad del surgimiento de la candidemia, no obstante,
tiene, en parte, responsabilidad de la proliferacion de aislamientos de C.
no albicans resistentes a antifungicos, especialmente C. glabrata y C.
krusei. Por lo tanto, es importante que la preparacidon ante situaciones que
impliquen riesgo de induccion de resistencias a los azoles en las cepas de

Candida de las que son portadores la mayor parte de estos pacientes. 28

La falta de profilaxis con fluconazol en personas con enfermedades
malignas hematologicas es un predictor de fungemia por C. tropicalis en
estos pacientes. Podriamos asegurar después de nuestro estudio que la
profilaxis con fluconazol ha disminuido la periodicidad de candidemia por
C. tropicalis. 29

Causa vital interés e importancia para los pacientes, a quienes se les
realizé la profilaxis con fluconazol, puesto que los indices de infecciones
fungicas resistentes son muy elevados, mientras que la terapia antifangica
empirica tiene resultados poco eficientes. Con respecto a los pacientes
que poseen un nivel alto de riesgo de contraer infecciones fungicas, debido
a los trasplantes de médula Gsea, la profilaxis antifingica ha tenido una
respuesta mucho mas favorable que el tratamiento de prevencion después
de que la enfermedad sea detectada. En funciébn a este estudio, la
profilaxis con fluconazol disminuye la infeccién producida por C. albicans
y aumenta la calidad de vida luego del trasplante con célula stem
hematopoyética, disminuye la infeccién y la colonizacién. Pero tener
especial cuidado ya que el uso rutinario de profilaxis con fluconazol causa
resistencia a otras infecciones. Por ello, es recomendable no utilizar el

fluconazol en pacientes con escaso riesgo de contraer candidemia. 9
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2.3 FORMULACION DE LA HIPOTESIS

2.3.1 Hipotesis general

El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) posee

efectos antimicoticos “in vitro” en cepas de Candida albicans.

2.3.2 Hipotesis especificas

1: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arAndanos) contiene

tipos de metabolitos secundarios relacionados con el efecto antimicético.

2. El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) tiene
efectos antimicoéticos in vitro frente a cepas de Candida albicans a diferentes

concentraciones.
3: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) tiene mejor

efecto antimicético que el Fluconazol frente a cepas de Candida albicans en

estudio in vitro.
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2.4 VARIABLES

2.4.1 TABLA 7. Operacionalizacion de variables

Variables Definicién Definicion Indicador Tipo de variable
conceptual Operacional
Segun su Segun su
naturaleza funcién
V. L El extracto selExtracto obtenido por un| Concentracion al: |Cuantitativa |Independiente
Extracto |efectué medianteprocedimiento de| 50 %
etandlico de el fruto de lamaceracién, el que se 75 %
Vacinium |planta, el cual tuvolusara para obtener 100 %
corymbosum|os siguientesisoluciones a distintas
L. procesos, concentraciones.
trituracion,
filtracion,
maceracion,
filtracion y secado.
V.D.: Es un Sensibilidad antifingica [-Diametro de Cuantitativo [Dependiente
Efecto procedimiento que [Susceptibilidad de las |halos de inhibicién
antimicético tiene como levaduras cuando estan |expresada en

ante Candida

albicans

objetivo medir la
eficacia y el poder
antifingico frente
a las cepas de

estudio.

en un medio que
contiene al extracto
vegetal en estudio,
manifestandose
alrededor del disco un

halo de inhibicion.

(mm).

2.5 MARCO CONCEPTUAL

Cultivares

Se les denomina de esta manera a las plantas que fueron escogidas, de manera

artificial, a través de diferentes métodos. El objetivo principal es la fijacién de

caracteres, los cuales deben permanecer durante su reproduccién. ©2)
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Especie
Es un conjunto de organismos diverso a otro grupo. Asimismo, considerada como

la unidad mas pequeiia de clasificacion de animales y plantas. %)

Género
Es el grupo de especies parecidas. Ademas, sus semejanzas no solo son estan

vinculas con su aspecto morfoldgico, sino también con otras caracteristicas. 34

Highbush
Es un arbusto alto, considera a todas las especies de ardndanos. La altura de este

arbusto varia entre 1,5 a 7,0 metros. 13

Lobush

Considera a las especies de arandanos que tiene una altura menor a un metro. @3

Bioactivo
Es una clase de sustancia quimica que yace en las plantas y algunos alimentos
(frutas, aceites, verduras). El bioactivo ayuda a fomentar una salud de calidad. ¢4

Fruto
Es el 6rgano que pertenece a la flor, este posee semillas hasta su maduracion.
Ademas, forma parte reproduccion. ©2)

Extracto etandlico
Es una sustancia natural que tiene un olor particular producto de la materia prima
de origen vegetal, a través de procesos fisicos permanente como: la desecacion,

pulverizacion, maceracion en etanol, percolacion, filtracion y secado. “9
Nutraceuticos

Es un alimento que posee beneficios para la salud, es decir, contribuye a la

prevencion y el tratamiento de las enfermedades. 39
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Brix
La denominada graduacion Brix se refiere a la medida de concentracion del zumo o
porcentaje de solidos solubles. Este esta basado en la sacarosa. Ademas, es

medido por la hidrometria o refractémetro. 13

Oligébmeros
Es la molécula conformada por unidades estructurales parecidas que se relacionan
en un numero moderado. Cuando la cantidad de unidades es alto se la llama

polimero. 6)

Antimicético
Se considera asi, a toda composicion que posee la capacidad de detener el

desarrollo de algunos tipos de hongos, incluso puede producir la muerte. 38

ATCC
Referida la marca o denominacién cuyo registro se encuentran en la coleccion de

cultivos de tipo americano. ©7)

Cepas
Células clones agrupadas, que son generadas por células iniciales Unicas, las cuales
fueron aisladas. Asimismo, son conocidas como colonias constituidas integramente

por bacterias. 8

Halos de Inhibicion

Franja que rodea al disco, este posee sustancias antifungicas que detiene el
desarrollo de los hongos, luego de un lapso de tiempo de incubacion de dieciocho
a veinticuatro horas y son observados por los halos que se forman alrededor del
disco. b

In vitro

Procedimiento metodologico desarrollado para estudiar procesos o reacciones que

sucede en un ambiente artificial fuera del organismo vivo. ¢#?)
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Marcha fitoquimica
Técnica que se realiza para reconocer los metabolitos presentes en los extractos de

plantas. 42

Medio de cultivo
Es un conjunto de nutrientes que en condiciones apropiadas permite el desarrollo

de microorganismos en laboratorio. “2)

Metabolitos secundarios
Son una variedad de compuestos organicos que elabora la planta, pero que no

tiene una funcion directa con su crecimiento y desarrollo. “2
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CAPITULO llI
METODOLOGIA

3.1. TIPO DE ESTUDIO
El estudio es de caracter:

Experimental: Debido a que se manipula el extracto etandlico, buscando
determinar su efecto antimicético, su procedimiento incluye un grupo para control
positivo mediante Fluconazol 25ug, uno para el control negativo comprendido por
solo alcohol; y un grupo experimental que corresponde al extracto etandlico de
Vaccinum corymbosum L. (ardandanos) a distintas concentraciones
50%,75%,100%.

Transversal: En tanto que el ensayo se desarroll6 en un periodo de tiempo
establecido y las distintas variables fueron analizadas en un solo momento de
espacio de tiempo, aproximadamente 24 horas luego de realizarse el cultivo de

estudio.
In vitro: En razén de que el ensayo se realiz6 en medios de cultivo utilizados para
el crecimiento y evolucién de microorganismos, asi como las propiedades de la

investigacién seran manipuladas intencionalmente.

Prospectivo: Por que el proceso de recojo de datos se practicd en concordancia a

cOmo ocurrieron los acontecimientos.

Analitico: Responde a que faculta el andlisis del posible componente presente en
el extracto etandlico y como este influye en la actividad antimicética.

Descriptivo: El estudio se orienta en su desarrollo a describir los resultados

logrados durante la ejecucion de la investigacion.
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Segun el nivel de conocimiento cientifico

Aplicado: El desarrollo del estudio se sostiene en la practica, ejecutada a través de

experimentos en las cepas de cultivo de Candida albicans.

3.2DISENO DE INVESTIGACION

Responde al diseiio experimental, desarrollado en tres partes:

Primera parte: Ubicacion y eleccion de las muestras apropiadas, elaboracion del
extracto, determinacion de las concentraciones y preparacion de la cepa del

experimento).

Segunda parte: Realizacion del analisis quimico cualitativo, a partir de las muestras

de extracto etandlico del fruto de Vaccinium corymbosum L.

Tercera parte: determinacion de la sensibilidad antifingica de las muestras.

La investigacion se realizé con medios de cultivo y cepas ATCC (American Type

Culture Collection) y especie botanica con accion terapéutica.

Para la obtencién de datos, utilizamos un documento elaborado en el que se
registraron los datos obtenidos mediante la medida de los halos con el vernier, asi

como la observacion de la turbidez de las diversas concentraciones.

La elaboracion y preparacion del extracto, marcha fitoquimica, prueba de
solubilidad, fueron realizadas en los ambientes del Laboratorio de la facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, con la
participacion de especialistas en el area de la fisicoquimica, asi como el trabajo
microbiolégico fue realizado también en estos laboratorios, con la concurrencia de

profesionales en el campo de la microbiologia (Anexos 6,7,8)
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3.3 POBLACION

Botanica

La poblacion estd compuesta por 1 kg de frutos frescos de Vaccinium
corymbosum L. (ardndanos) que fueron colectados del fundo Tunel Grande,
Provincia de cafiete - Departamento de Lima, en el mes de Julio del 2018.

Microbioldgica
La poblacién estd compuesta por la Cepa de Candida albicans con numero
ATCC 10231 adquiridas en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.4 MUESTRA

Botanica
La muestra esta compuesta por 300 gr. de frutos de Vaccinium corymbosum

L. (ardndanos)

Microbioldgica
La muestra esta compuesta por la Cepa de Candida albicans con numero
ATTC®10231.

3.5. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Técnica.- La recoleccién de datos del ensayo, corresponde a la técnica de la

observacion, utilizada para cada uno de los procesos del experimento.

Instrumento.- Se elabor6 una ficha ad hoc utilizada como fichas de observacion
participante, donde se registraron todos los datos obtenidos durante el desarrollo
del procedimiento experimental, permitiendo la anotacion detallada de todos los
hallazgos que conduzcan a la obtencion de los objetivos propuestos en el estudio.

Asi mismo se complementd la informacion con la recopilacion de testimonios

fotograficos como pruebas gréficas de los procesos realizados. (Ver Anexo 6, 7,8)
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3.6. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Para el procesamiento de los datos obtenidos se utilizaron los programas Word,

Excel y el programa estadistico SPSS, version 22 para Windows.
Materiales para la recoleccion y procesamiento de datos
Fichas de recoleccion de datos y lapices

Programa estadistico SPSS version 22 para Windows
Computadoras

Laptops

3.7 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

TABLA 8. Material de vidrio y otros

Material Usos

Frasco ambar Para maceracion de las muestras
Pipetas Se utilizé en el screening fitoquimico
Baquetas Se uso en la prueba de solubilidad
Embudo de vidrio Para filtrar el macerado

Placas Petri Para realizar el secado de la muestra liquida
Fiola Para realizar diluciones

Tubos de ensayo Para el screening y otros

Frascos estériles Para guardar las muestras diluidas
Capilares Para realizar el sembrado

Navajas Para cortar

Papel filtro Para filtrar el macerado

Gasa Para realizar el primer filtro

Luna de reloj Para realizar el secado en el screening
Tijeras Para seleccion y cortar

Pipetas de plastico Para cada reactivo

Jeringa Para extraer las muestras

Matraz Erkenmeyer Para las diluciones

Piseta Para el lavado de material

49



TABLA 9. Equipo e instrumentos

Equipos Usos

Balanza analitica Se realiz6 el peso de la materia prima, peso del
METTLEP TOLEDO-XP205DR | extracto seco.

Rota vapor - BUCHI Para eliminar el agua y del alcohol macerado.
Cocinilla eléctrica Se uso6 en el Screening Fitoquimico

Campana de extraccion Para evitar los peligros de los solventes y reactivos
FRONTIER de laboratorio

Estufa Para realizar el secado de las placas con muestras
DIGISYSTEM —DSI 3000 semisdlidas.

TABLA 10. Reactivos

REACTIVOS

Reactivo de Mayer

Reactivo de Wagner

Reactivo de Dragendorf
H2SO. 10%.

Reactivo de Bajlet

Reactivo de Shinoda

Reactivo de Nihidrina.

Reactivo de Kedde.

© ©f N o g M W NP

Reactivo de Liebermann — Burchard.

=
o

Reactivo de Espuma

=
=

Cloruro férrico

=
N

Reactivo de Liebermann — Burchard

=
w

Reactivo de Fehling
Alcohol de 96°C
Agua destilada

=
B

=
o

3.8 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Material bioldgico
Constituido por 300g de frutos maduros Vaccinium corymbosum L.
(arandanos) colectados del fundo Tunel Grande, Provincia de cafete -

Departamento de Lima, en el mes de Julio del 2018.
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Cultivos de Candida albicans ATCC 10231, proporcionados por el laboratorio
de Microbiologia de UNMSM.

Recoleccidén y tratamiento de los frutos de Vaccinium corymbosum L.

Los frutos de ardndanos fueron cortados de forma manual, luego guardados en
contenedores plasticos y transportados a Lima. (Anexo 7, Fig. a), para
seguidamente ser conducidos a los laboratorios correspondientes. A
continuacion, se practico un lavado con agua y ademas desinfectados con el
uso de la solucién de hipoclorito de sodio al 0,1% durante 3 min. Luego se
procedio a otro lavado con agua destilada estéril, con el fin de eliminar el olor

caracteristico del hipoclorito de sodio.

Obtencion del extracto de Vaccinium corymbosum L.

La preparacion del extracto etandlico de arandanos se realiz6 por el método de
maceracion, donde en un recipiente de vidrio &mbar de boca anca capacidad 1
litro, se colocaron los 300 g de arandanos previamente lavados para eliminar
posibles contaminantes y desinfecto con solucién de hipoclorito al 0.1% y se
enjuago con agua destilada, se procedio a retirar la cascara con una cuchilla
para posteriormente proceder con la trituracion mediante un mortero. Luego se
afiadié de 600 mL de alcohol etilico al 96°. Se dej6 en reposo por 10 dias con
agitacion periodica de 10 minutos cada 12 horas. Culminado el tiempo de
maceracion, se filtré la solucion. Al liquido filtrado se le llamé extracto etandlico
finalmente, el extracto se coloc6 en unas placas Petri y se llevd a la estufa para
luego concentrar la muestra en una estufa de aire circulante a 40 °C; hasta
obtener extracto seco. Para realizar la marcha fitoquimica y el andlisis
microbioldgico se tuvieron que reconstituir el extracto seco. (Anexo 7, Fig. b, c,
d, e f, Q).
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Preparacién de las concentraciones de Vaccinium corymbosum L

La muestra se encontraba en forma de extracto alcoholico. Se preparé diluciones
al 100%, 75%, y 50% con etanol 96°. Las muestras fueron diluidas en viales de 5
mL de capacidad y se prepararon de la siguiente manera:

Muestra al 100%, se tom6 5 mL del extracto original en un vial.

Muestra al 75%, se tomo 3.75 mL del extracto original en un vial y se agrego 1.25
mL de etanol.

Muestra al 50%, se tomo 2.5 mL del extracto original en un vial y se agregd 2.5 mL
de etanol. (Anexo 8), los que también fueron depositados en frascos ambar, y

puestos en refrigeracion hasta su posterior evaluacion.

Marcha Fotoquimica de Metabolitos secundarios de Vaccinium corymbosum
L. (Arandanos) (Anexo 6)

Se determinaron los metabolitos secundarios que se encuentran en la muestra de
una forma cualitativa.
Se utilizé 28 tubos de ensayo a los que se agregaron 3 gotas del extracto etandlico

y 2 gotas del reactivo correspondiente.

a) ldentificacion de Antocianinas

Se agreg6 el reactivo de H2SO4 10% al tubo de ensayo que contiene la muestra

dando un color rojizo indicando una reaccion positiva.

b) Identificacion de Alcaloides

Reaccién de Dragendorff: se observo una precipitacion que trascurre del color

naranja al rojo, teniendo como resultado una reaccion positiva.

Reaccion de Mayer: se deberia formar un precipitado de blanco, reaccion positiva.
En nuestro proceso se vio un cambio de color que también demuestra reaccion

positiva.
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Reaccion de Wagner: se debe observar un precipitado de color marrén indicando

una reaccion positiva.

c) ldentificacion de Lactonas
Se agrega el reactivo de Baljet al tubo de ensayo que contiene la muestra dando la

formacion de un color verdusco indicando una reaccién positiva

d) Identificacion de Flavonoides
Con reactivo de Shinoda. Se agrega una limadura de Magnesio y 2 gotas de HCI
concentrado al tubo de ensayo que contiene la muestra, surge un burbujeo producto
de la reaccion de las limaduras y la solucion se torna de color naranja hasta un color

rojo indicando una reaccion positiva.

e) Identificacion de Aminoacidos
Se agrego6 el reactivo de Ninhidrina al tubo de ensayo que contiene la muestra

dando la formacion de un color lila indicando una reaccién positiva.

f) Identificacion de Esteroides
Se agrego6 el reactivo de Lieberman al tubo de ensayo que contiene la muestra, no

produce cambios en la muestra dando una reaccion negativa.

g) ldentificacion de saponinas
Reaccion de formacion de espuma, se le agrego 1ml de H20 a la muestra y se agito

por unos 2min dando una reaccion negativa.

h) ldentificacion de Taninos

Se agrego el reactivo de Cloruro férrico a la muestra dando una reaccion negativa.

i) ldentificacion de triterpenos
Se realiz6 la reaccion Liebermann — Burchard agregando el reactivo a la muestra,

una reaccion positiva daria un color rojizo.

j) Ildentificacion de azucares
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En un tubo de ensayo se colocé la muestra, seguidamente se afiadié 5 gotas del
reactivo Fehling A, sumados a 5 gotas del reactivo Fehling B, se agitaron, y luego
llevados a bafio maria por espacio de 10 minutos, un precipitado de color

anaranjado rojizo indicaria un resultado positivo.

k) Identificacion de compuestos fendlicos
La muestra fue colocada en un tubo de ensayo a la que se afiadio 5 gotas del
reactivo de cloruro férrico al 5 %, el cambio de coloracion de pardo a azul indica un

resultado positivo.

Prueba de solubilidad
En una placa de tincién de porcelana se coloc6 una pequefia porcidn del extracto

seco de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) de la siguiente manera:

Se tomd una alicuota del extracto seco de Vaccinium corymbosum L, luego se
agrego 0.25mL de etanol.

Se tomod una alicuota del extracto seco de Vaccinium corymbosum L, luego se
agreg6 0.25mL de metanol.

Se tomd una alicuota del extracto seco de Vaccinium corymbosum L, luego se
agrego 1mL de cloroformo.

Se tomod una alicuota del extracto seco de Vaccinium corymbosum L, luego se
agreg6 1mL de agua.

Se toméd una alicuota del extracto seco de Vaccinium corymbosum L, luego se
agregd 1mL de DMSO. (Anexo 7 Fig.h)

Determinacion del efecto del extracto de Vaccinium corymbosum L. sobre
Céandida albicans. (Anexo 8)

Preparacion de las concentraciones de V. corymbosum

La muestra se encontraba en forma de extracto alcohdlico. Se preparoé diluciones
al 100%, 75%, y 50% con etanol 96°. Las muestras fueron diluidas en viales de 5

mL de capacidad y se prepararon de la siguiente manera:
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e Muestra al 100%, se tomo 5 mL del extracto original en un vial.

e Muestra al 75%, se tom6 3.75 mL del extracto original en un vial y se agrego
1.25 mL de etanol.

e Muestra al 50%, se tomo 2.5 mL del extracto original en un vial y se agrego
2.5 mL de etanol. (Anexo 8), los que también fueron depositados en frascos

ambar, y puestos en refrigeracién hasta su posterior evaluacion.

Control positivo

El control positivo se emple6 discos de Fluconazol 25ug.

Control blanco

El control negativo fue con etanol 96°.

Reactivacion de cultivos

La colonia debe estar en refrigeracion, para luego sembrar en la superficie en

agar Sabouraud. Ademas, fueron encubados a 25°C por 72h.

Preparaciéon de in6culo antifungico

Luego de que las placas de cultivo fueron encubadas por 72 horas, se recogieron
las colonias. Asimismo, se formuld una suspensién antifUngica; proporcional a
1x108 ufc/mL en solucién salina fisioldgica estéril. Luego, estas fueron agitadas
por treinta segundos para formar un inéculo.

Siembra en placas

Se agregd 100 uL del in6culo bacteriano preparado (1x108 ufc/mL) a cada una de
las placas y con la ayuda de una espétula de Drigalsky se esparci6 el in6culo por
toda la placa de tal manera que se obtenga un crecimiento homogéneo, para lo
cual se desliza el asa en la placa en forma paralela y bien compacta abarcando
toda la superficie de la misma. Luego se repite el procedimiento rotando la placa
60° en dos oportunidades mas. Deben extremarse los cuidados en sembrar las

placas de borde a borde, porque de lo contrario puede haber problemas en la
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realizacion de las lecturas. Dejar secar 3 a 5 minutos antes de continuar con el

siguiente procedimiento.

Preparacion de excavaciones

Se realizaron 3 excavaciones de 6mm de diametro en las placas de agar
Sabouraud, con la ayuda de un sacabocado. Se agregdé 15uL de cada
concentracion del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (50%, 75%
y 100 %) y el control negativo (alcohol). Luego de colocados la placa debe

incubarse a 25°C durante 7 dias.

Aplicacion de discos

Estos fueron colocados con pinza estéril. Luego de estar sobre el agar se
presiond los discos levemente para que queden adheridos al mismo. Se
colocaron a mas de 15 mm del borde de la placa y se distribuyeron de tal manera
que no haya superposicion de los halos de inhibicion. Los discos fueron
colocados de la siguiente manera: Tres discos con fluconazol 25ug en una placa
inoculada con Candida albicans de tal manera que se obtengan resultados por
triplicado. Luego de colocados los discos la placa debe incubarse a 25°C durante
7 dias.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

La prueba de la marcha fitoquimica practicada, en sus resultados determin6 que el
fruto del arandano presenta un conjunto de metabolitos secundarios tales como,
antocianinas, alcaloides, lactonas, flavonoides, aminoacidos, triterpenos y azlcares

reductores; metabolitos que poseerian el efecto antimicético.

Tabla N°11.Screening Fitoquimico

METABOLITO ENSAYO METODOS | RESULTADOS
ANTOCIANINAS Prueba Cualitativa Cualitativo ++
Reaccion de Dragendorff Cualitativo +
ALCALOIDES Reaccion de Mayer Cualitativo +
Reaccion de Wagner Cualitativo +
LACTONAS Reaccion de Baljet Cualitativo +
FLAVONOIDES Reaccion de Shinoda Cualitativo ++
AMINOACIDOS Reaccion de Ninhidrina Cualitativo +
CARDENOLIDOS Reaccion de Kedde Cualitativo -
ESTEROIDES Reaccion de Liebermann — Cualitativo -
Burchard
SAPONINAS Reaccion de espuma Cualitativo -
TANINOS Reaccion con Cloruro Ferrico Cualitativo -
TRITERPENOS Reaccion de Liebermann — Cualitativo ++
Burchard
AZUCARES Reaccion de Fehling Cualitativo +++
REDUCTORES

Leyenda: Abundante (+++), Regular (++), Poco (+), No presenta (-).

Fuente: Screening Fitoquimico por la Universidad Mayor de San Marcos, ver anexo 5.
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Tabla N° 12. Prueba de solubilidad

1. ETANOL POSITIVO

METANOL POSITIVO
3. CLOROFORMO NEGATIVO
4. AGUA POSITIVO
5. DMSO POSITIVO

Fuente: Prueba de Solubilidad por la Universidad Mayor de San Marcos, ver anexo 4.

Lectura de resultados del extracto de arandanos
El extracto etandlico analizado de Vaccinium corymbosum L. presenta efecto
antimicético inhibiendo el crecimiento de Candida albicans en las placas petri

estudiadas, a las concentraciones de 50, 75 y 100% de muestra.

Tabla N°13: Distancia inhibitoria en mm de didmetro en las concentraciones

control y concentraciones experimentales

CONTROLES MUESTRA
Microorganismo HALOS DE INHIBICION EXTRACTO ETANOLICO
(mm)
FLUCONAZOL 25 ug 50%

18m 17m 17m 17.33m 10m 10m 9m 9.67mm

Candida m m m m m m m

albicans 75%
ATCC10231 12m 12m 12m 12mm

m m m

BLANCO 100%

6mm | 6mm | 6mm emm 14m 15m 14m 14.33m

m m m m

Fuente: Prueba Antimicoética por la Universidad Mayor de San Marcos, ver anexo 9.
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Tabla N° 14: Estadistica descriptiva de los halos de inhibicién encontrados
en el extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L (Arandanos) frente a

Candida albicans

Intervalo de confianza
parala media al 95%
Error
Med | Desviaci | tipic Limite Limite Minim | Maxim
N ia | ontipica 0 inferior superior 0 0
1 3 | 6,00 ,000 ,000 6,00 6,00 6 6
17,3
3 . 577 ,333 15,90 18,77 17 18
3 3 | 9,67 577 ,333 8,23 11,10 9 10
12,0
3 ,000 ,000 12,00 12,00 12 12
4 0
14,3
3 977 333 12,90 15,77 14 15
5 3
Tot 11,8 1,04
15 4,033 9,63 14,10 6 18
al 7 1

Fuente: elaboracion propia.

. Leyenda:

1 = Blanco

2 = Control positivo (fluconazol)

3 = Extracto etandlico al 50%

4 = Extracto etandlico al 75%

5 = Extracto etanélico al 100%

En esta tabla se puede observar los valores de los limites superior e inferior por

cada tratamiento aplicado. Se observa la media o promedio por cada tratamiento,

todos se encuentran dentro de los limites establecidos.
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Tabla N° 15: ANOVA de un factor

Suma de Media
cuadrado Gl cuadratic F Sig.
S a
Inter grupos 225,733 4 56,433 | 282,167 ,000
Intra grupos 2,000 10 ,200
Total 227,733 14

Fuente: elaboracion propia.

Donde:
Ho = No existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (P > 0.05)
H1 = Existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (P < 0.05)

La prueba ANNOVA OneWay permite describir si existen diferencias significativas
entre los tratamientos aplicados comparando la media de cada uno de ellos. Al
observar el resultado (P < 0.05) se afirma la Hipotesis alternativa, es decir, existe

diferencias significativas entre los tratamientos aplicados.

4.2 DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de la prueba de la marcha fitoquimica practicada, determiné que el
fruto del Vaccinium corymbosum (arandanos) presenta un conjunto de
metabolitos secundarios tales como, azucares reductores (+++) antocianinas
(++).,flavonoides (++), triterpenos (++) y ademas alcaloides (+), lactonas (+) y

aminodcidos (+) ; compuestos metabdlicos que poseerian el efecto antimicético.

En este sentido Ormozabal C. (2014) (19

antioxidante de extractos secos provenientes de berries: maqui (Aristotelia

en su investigacion: “Capacidad

chilensis), murtilla (Ugni molinae) y arandano (Vaccinium corymbosum)”. El autor
menciona que a lo largo del tiempo y actualidad, estas plantas han sido utilizadas
como alimentos funcionales vy fitofarmacos, debido a su propiedad antioxidante,

propiedades antiinflamatorias y antibacterianas. Los resultados indicaron que los
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tres extractos tuvieron una acciébn de prevencion en la aparicion de la
lipoperoxidacion de las microsomas, y revirtieron y previnieron la oxidacion de los
tioles microsémicos con diferente potencia. Todos los extractos demostraron ser
capaces de quelar el ion Cu2+. Por su lado, el extracto de maqui mostré6 mayor
actividad antioxidante a comparacién del extracto de arandano. El autor menciona
que la calidad y cantidad de los antioxidantes presentes en los diferentes extractos
seria la posible diferencia y que estos poseen la propiedad, a través de diferentes
mecanismos actuando de manera sinérgica. Estos resultados estarian
corroborando los datos obtenidos en la presente investigacion en cuanto a la
marcha fitoquimica.

De otro lado los resultados de la investigacion de las concentraciones
experimentales muestran la efectividad antimicotica del extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum sobre cepas de Candida albicans a diferentes
concentraciones: 50%, 75% y 100% lo cual demuestra que este hongo es
susceptible al extracto de arandanos desde un 50% teniendo un halo de inhibicion
de 10mm, al 75% teniendo un halo de inhibiciébn de 12mm, al 100% teniendo un
halo de inhibicion de 15mm, estos resultados demuestran que el efecto antimicética
depende de la concentracién del extracto. De acuerdo a esto Anselmo R. (2018) ®
desarrollo un estudio denomina “Determinar si el extracto etandlico de las hojas de
Lomanthus truxillensis tiene actividad antimicética comprobando asi su efecto
inhibitorio en cepas de Candida albicans y Aspergillus brasiliensis”. En la
metodologia se realiz6 la marcha fitoquimica donde se obtuvo: alcaloides,
flavonoides, aminoacido, taninos, quinonas, glicésidos, saponinas, compuestos
fendlicos, azucares reductores y esteroides, también se calcul6 la actividad
antimicética por el método de difusion de agar y las concentraciones que se
administraron del extracto etandlico de las hojas de Lomanthus truxillensis Cabrera,
fueron de 5%, 15%, 30% y 75%; a las cuales se le realizé ensayos microbiologicos.
Demostrando que el extracto etanodlico vegetal tuvo efecto inhibitorio frente a
Candida albicans y Aspergillus brasiliensis, al aplicar diferentes concentraciones,
siendo de concentracion minima inhibitoria el 5%, respecto a los halos de inhibicion,
se logro obtener una sensibilidad limite en concentraciones de 5% y 15%. Mientras
gue a concentraciones de 30% y 75%, se logré obtener una sensibilidad mayor,

donde se evidencié la actividad antimicotica significativa. En conclusion, el cultivo
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de Candida albicans presenté mayor sensibilidad frente al extracto etandlico de
concentracion 75% con un promedio de 22,01mm (halo de inhibicién) siendo méas
eficaz en la actividad antimicética, mientras que, frente al cultivo Aspergillus
brasiliensis presentd un promedio de 9,96mm (halo de inhibicién). Estos resultados
estarian corroborando los datos obtenidos en la investigacion en cuanto a la marcha
fitoquimica. En lo que corresponde al efecto inhibitorio en relacion a las
concentraciones experimentales, confirma que a mayor concentracion mayor efecto
inhibitorio presentara.

Datos que ademas se alinean por lo propuesto por Alcala M (2011) ® que realizo
un estudio denominado “Actividad antimicética del aceite esencial de las hojas de
Minthostachys mollis(mufia) comparado con el fluconazol en el cultivo de Candida
albicans de Junin”. Estudiaron el efecto antimicético mediante el método Kirby-
Bauer, para ello usaron una cepa clinica de Candida albicans. Los grupos de estudio
fueron grupo mufia 25%, grupo muia 50%, grupo muia 100%, un grupo control
positivo (Fluconazol), y un grupo control negativo (aceite mineral). El analisis
estadistico se realizO mediante la Prueba de Kruskal-Wallis y el Test de Dunn
usando el paquete SPSS v.17.0. Se consider6 un nivel de significancia < 0,05. La
mediana de los halos de inhibicion del GM25% fue de (32,00 mm); del GM50%
(40,00 mm); del GM100% (46,80mm) y del grupo Fluconazol (39,00mm). No se
obtuvo halos de inhibicion en el grupo control negativo. Concluyeron que el aceite
esencial de las hojas de Minthostachys mollis (al 100%) tuvo mayor efecto contra la
Candida albicans que el Fluconazol; ademas, el efecto antimicético del Fluconazol
fue mayor que la Minthostachys mollis al 25%, y fue el mismo que la Minthostachys
mollis al 50%. Resultados que estarian sosteniendo los datos hallados en el estudio,
en cuanto a los efectos de las diferentes concentraciones del extracto del arandano,

propuestos en los objetivos de esta investigacion.

4.3 Contrastacion de hipotesis

Las distintas concentraciones del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L.
(Arandanos) en cepas Candida albicans presentan diferentes tamarfios de los halos

de inhibicién (mm), para ello se realizé el siguiente contraste de hipétesis:

Ho= ti=to=t3=ta=ts Vs Haiztiz{
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Es decir, se contrasté que no hay diferencia en las medias de las concentraciones
del extracto de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) en cepas Candida

albicans frente a la alternativa de que al menos una media difiere de otra.

El modelo matematico es:
Y =M Ty, i=L- 05 j=1-n

Doénde:

yij: es la variable aleatoria que representa la observacion j-ésima del i-ésimo
tamafo del halo de inhibicién (variable respuesta).

u: Es un efecto constante, comun a todas las concentraciones del factor,
denominado media global.

Ti: es la parte de yij debida a la accion del nivel i-ésimo, de la concentracion que
sera comun a todos los elementos sometidos a ese nivel del factor, llamado efecto
de la concentracion i-ésimo.

uij: son variables aleatorias que engloban un conjunto de factores, cada uno de los
cuales influye en la respuesta s6lo en pequefia magnitud pero que de forma
conjunta debe tenerse en cuenta. Es decir, se pueden interpretar como las
variaciones causadas por todos los factores no analizados y que dentro del mismo
tratamiento variardn de unos elementos a otros. Reciben el nombre de

perturbaciones o error experimental.

El objetivo es estimar el tamafio de los halos de inhibicion (mm) y contrastar la
Hipétesis de que todos los niveles del factor (concentraciones) producen el mismo
efecto, frente a la alternativa de que al menos dos difieren entre si. Para ello, se
supone que los errores experimentales son variables aleatorias independientes

igualmente distribuidas segun una Normal de media cero y varianza constante.
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Tabla N° 16. Diametros de inhibicién en milimetros.

Microorganismo DIAMETROS DE INHIBICION EN MILIMETROS
Fluconazol | Blanco 50 % 75 % 100%
Candida 18 6 10 12 14
albicans
ATCC10231 17 6 10 12 15
17 6 9 12 14

*El tamafio de los pocillos es de 6mm, por lo tanto, cuando se reporta 6 mm indica que no hay
formacion de halo de inhibicién.

Fuente: Elaboracion propia

En el procesamiento de los resultados se obtuvo una coleccion de 15 unidades
experimentales y se estudio el efecto de las concentraciones del extracto etandlico
de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) en cepas Candida albicans en 5
placas, Es decir, se busca contrastar el efecto de un solo factor, que se presenta

con cinco niveles, sobre la variable respuesta.

Las concentraciones medias de extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L.
(ardndanos) en cepas Candida albicans son iguales en las cinco placas tomadas

en tres momentos, para ello se realizo el siguiente contraste de Hipotesis:
Nivel de confianza: 95%

Nivel de significancia: 5%

Variable respuesta: Tamafio del diAmetro de los halos de inhibicion en mm.

Factor: Extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) en cepas
Candida albicans con cinco niveles. Es un factor de efectos fijos ya que viene

decidido que niveles concretos se van a utilizar.

Modelo completo: Los cinco tratamientos se prueban en cada placa tres veces
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Tamafio del experimento: Numero total de observaciones (15). En cada placa se
registra el tamafio del halo de inhibicién por cada una de las concentraciones tres

veces.

Hipotesis General:

Hi: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) posee efectos

antimicéticos “in vitro” en cepas Candida albicans.

Ho: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) no posee

efectos antimicoticos “in vitro” en cepas Candida albicans.

Tabla N° 17. Pruebas de los efectos inter-sujetos.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variahle dependiente:  Diametros de inhibicidn en milimetros

Suma de

cuadrados Media
Qrigen tipo I ] cuadratica F 3ig.
Modelo corregido 2257337 4 h6,433 282167 000
Interseccidn 2112 267 1 2112267 10561,333 000
Contenido 226733 4 h6,433 282167 000
Errar 2,000 10 200
Total 2340,000 15
Total corregida 227733 14

a. K cuadrado = 991 (K cuadrado corregida = ,988)

Fuente: propia.

La Tabla ANOVA, muestra que:

En la Tabla ANOVA, el valor del estadistico de contraste de igualdad de medias, F =
282.167 deja a su derecha un p-valor de 0.000, menor que el nivel de significacion

del 5%, por lo que se rechaza la Hipoétesis nula de igualdad de medias. Es decir,
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existen diferencias significativas en las concentraciones del extracto etandlico de

Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) en cepas Candida albicans

Es decir, existen diferencias significativas en el tamafio de los halos de inhibicion
(mm) en las concentraciones del extracto etandélico de Vaccinium corymbosum L.
(ardndanos) en cepas Candida albicans. La salida de SPSS también nos muestra
gque R cuadrado vale 0.991, indicAndonos que el modelo explica el 99% de la

variabilidad de los datos.

Decision estadistica: Como el p_valor obtenido 0.000 es menor que el nivel de
significancia se rechaza la Hipotesis nula por lo tanto: El extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum L. (arAndanos) posee efectos antimicoticos “in vitro” en

cepas Candida albicans.

Hipotesis Especificas

Hipotesis Especifica N° 1

Hi: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) contiene
tipos de metabolitos secundarios relacionados con el efecto antimicético.
Ho: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arAndanos) no contiene

tipos de metabolitos secundarios relacionados con el efecto antimicético.

Grupos = Concentracion al 50%
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Tabla N° 18. Estadistica para una muestra al 50%:

Estadisticos para una muestra®

Desviacion Errortip. dela
M Media tip. media
Diametros de inhikicidn en milimetros 3 9,67 57T 333

a. Grupos ! Contenido = Concentracidn al 50%

Prueba para una muestra®

Walor de prueba=10

95% Intervalo de confianza para

Diferencia de la diferencia
1 gl Sig. (bilateral) medias Inferiar Superior
Diametros de inhibicidn en milimetros 29,000 2 001 9,667 8,23 11,10

a. Grupos /! Contenido = Concentracion al 50%

Fuente: propia.
Decision estadistica: Como el p_ valor obtenido en la concentracién al 50% halos
de inhibicion de promedio de 9.67mm es decir si hay presencia de metabolitos
secundarios se rechaza la Hipotesis nula, por lo tanto: El extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum L. (arandanos) contiene tipos de metabolitos

secundarios relacionados con el efecto antimicético.

Hipotesis Especifica N° 2

Hi: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) tiene efectos
antimicéticos in vitro frente a cepas Candida albicans a diferentes

concentraciones.

Ho: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) no tiene
efectos antimicéticos in vitro frente a cepas Candida albicans a diferentes

concentraciones.

Grupos / Contenido = Concentracioén al 75%
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Tabla N° 19. Estadistica para una muestra al 75%.

Estadisticos para una muestra®

M

Media

Desviacidn
tip.

Error tip. e la

media

Diametros de inhibicidn en milimetros

3

12,00 .oog®

ooo

a. Grupos ! Contenido = Concentracion al 75%
b. Mo puede calcularse T porque la desviacidn tipica es 0.

Descriptivos
Diametros de inhibicidn en milimetros
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacidn Limite Varianza entre
M Media fipica Errortipico | Limite inferior superior Minimo Maximo | componentes
Elanco 3 6,00 000 000 6,00 6,00 ] ]
Control 3 17,33 BTT 333 15,90 18,77 17 18
Concentracidn al 50% 3 967 ATT 333 8,23 11,10 9 10
L]_ Concentracidn al 75% 3 12,00 000 000 12,00 12,00 12 12 ]
Concentracion al 100% 3 14,33 BTT 333 12,90 1577 14 15
Total 15 11,87 4,033 1,041 963 1410 G 18
Modelo Efectos fijos 447 15 11,61 1212
Efectos aleatorios 1,940 G,48 17,25 18,744

Fuente: propia.

Decision estadistica: El intervalo de confianza al 95% tiene como limite el valor

doce ya que el promedio obtenido en la placa en las tres lecturas es el mismo (el

intervalo no contiene al 0). De este resultado se deduce: El extracto etandlico de

Vaccinium corymbosum L. (arAndanos) tiene efectos antimicéticos in vitro frente

a cepas Candida albicans a diferentes concentraciones.

Hipotesis Especifica N° 3

Hi: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) tiene mejor

efecto antimicotico que el Fluconazol frente a cepas Candida albicans en estudio

in vitro.

Ho: El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) no tiene

mejor efecto antimicotico que el Fluconazol frente a cepas Candida albicans en

estudio in vitro.

Grupos / Contenido = Concentracion al 100%
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Tabla N° 20. Estadistica para una muestra al 100%.

Estadisticos para una muestra®

Desviacion  Errortip. dela
N Media tip. media
Diametros de inhibician en milimetros 3 1433 BTT 333

a. Grupos [ Contenido = Concentracion al 100%

Prueha para una muestra®

Yalor de prueba=0

95% Intervalo de confianza para

Diferencia de |a diferencia
t al 510, (hilateral) medias Infarior superior
Diametros de inhibicion en milimetros 43,000 2 001 14 333 1280 1577

3. Grupos | Contenido = Concentracion al 100%

Fuente: propia.
Decision estadistica: Como el p_valor obtenido en la concentracién al 100%
muestra halos de inhibicion de promedio 14.33 mm menor que Fluconazol con
17.33 mm, se rechaza la Hipétesis alterna, por lo tanto, el extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum L. (ardndanos) no tiene mejor efecto antimicético que el

Fluconazol frente a cepas Candida albicans en estudio in vitro.

69



CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos)
presenta metabolitos secundarios tales como antocianinas, alcaloides,
lactonas, flavonoides, aminoacidos, triterpenos y azucares reductores;
especialmente flavonoides glucosidicos metabolitos que poseerian el

efecto antimicoético.

2. El extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. (arandanos)
posee efectos antimicoticos “in vitro” frente a cepas de Candida
albicans, a la concentracion 50% fue sensible con halo de inhibicion
de 9.66mm, la concentracion de 75% también sensible con halo de
inhibicion de 12.00mm y la que mayor halo de inhibicion presento fue
la de 100% con un halo de inhibicién de 14.33mm.

3. Al comparar le eficacia que presentara el extracto etandlico de los
frutos de Vaccinium corymbosum L. (arandanos) frente a Fluconazol
en cepas de Candida albicans, ninguna de las concentraciones

demostré tener mayor efecto que el control.
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RECOMENDACIONES

a.

C.

Realizar evaluaciones del extracto etandlico de frutos de Vaccinium
corymbosum L. (arandanos) a concentraciones mayores a fin de

encontrar una que pueda tener mas eficacia.

Desarrollar mas estudios en la orientacion propuesta a fin de corroborar
los resultados obtenidos, asi como también realizar combinaciones con

otras plantas para evaluar efecto sinérgico.

Ampliar estudios enfocados a la caracterizacion de los frutos de
Vaccinium corymbosum L. (arandanos) estudios de identificacion de los
principios activos, y estudios que ayuden a determinar su mecanismo de
accion, también realizar investigaciones de los ardndanos y su efecto en

otros hongos de importancia médica.

Por la efectividad antimicotica de los frutos de Vaccinium corymbosum
L. (ardndanos), se recomienda producir preparados magistrales con el

principio activo de la planta, para darle uso terapéutico.
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ANEXO 1. Matriz de consistencia

EFECTO ANTIMICOTICO “IN VITRO” DEL EXTRACTO ETANOLICO DE VACCINIUM
CORYMBOSUM L. (ARANDANOS) EN CEPAS CANDIDA ALBICANS

PROBLEMAS OBIJETIVOS HIPOTESIS OPERACIONALIZACION DE VARIABLES METODOLOGIA INSTRUMENTOS
GENERAL GENERAL GENERAL VARIABLE INDICADORES TIPO
INDEPENDIENTE )
:El extracto etandlico de | Determinar el efecto | EI extractc etandlico de - Grado de - Fichade
Vaccinium corymbosum L. antimicotico  del extracto | Vaccinium corymbosum L. Extrapto concenfiracion al obf:ier_vam?n
(arandanos) tendra efectos etanélicto ~en diferent:s (Arandanos) posee efectos t‘eltano!ic_o de :;309(:1 . ESeamnsatal participante
P s A concentraciones € | antimicoticos “in vitro” en cepas accinium - rado e = =
SHlicoticns _m vnrf) on Vaccinium corymbosum L. | de Candida albicans. . corymbosum concentracion al (cupst expedimantal)
cepas de Candida albicans? (arandanos) “in vitro® en cepas L. (Arandanos) 75% o - Placas
de Candida albicans. - Grado de Petri
concentracion  al
100%
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICOS VARIABLE INDICADORES NIVEL
DEPENDIENTE
1. iQué metabolitos 1: ldentificar los metabolitos 1: El extracto etandlico de
secundarios estan presentes secundarios presentes en el Vaccinium corymbosum L.
en el extracto etandlico de extracto etanélico de | (Arandanos) contiene tipos de Candida albicans Aplicado
Vagcinium corymbosum L. Vaccinium corymbosum L. | metabolitos secundarios Efecto
(arandanos)? (arandanos). relacionades con el efecto Antimicético
antimicotico.

2. iCual sera la 2: Determinar la| 2: El extracto etanodlico de DISENO POBLACION Y
concentracion del extracto | concentracion del extracto | Vaccinium corymbosum L. MUESTRA
etandlico de Vaccinium etandlico de Vaccinium | (Arandanos) tiene efecios
corymbosum L. corymbosum L. | antimicoticos in vitro frente a - cepas de
(arandanos), que posee (arandanos) que posee | cepas de Candida albicans a RG=0, X O pas
efecto antimicético “in vitro® efecto antimicotico “in vitro™ | diferentes concentraciones. g Ca’?d'da
en cepas de Candida en cepas de Candida RG= 0. X O, albicans
albicans? albicans.
3: ;iQué nivel de 3- Comparar el nivel de | 3: El extracto etandlico de
eficacia presentara el eficacia que presentara el | Vaccinium corymbosum L.
extracto etandlico de extracto etanodlico de | (Arandanos)tiene mejor efecto

Vaccinium corymbosum L.
(arandanos) en comparacion
con el Fluconazol frente a
cepas de Candida albicans
en estudio in vitro?

Vaccinium corymbosum L.
(arandanos) y el Fluconazol
frente a cepas de Candida
albicans en estudio in vitro.

antimicotico que el Fluconazol
frente a cepas de Candida
albicans en estudio in vitro.
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ANEXO 2: Certificado Botanico

Hamilton W. Beltran S.
Cansultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jeslls Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidologo colegiado y autorizado por el Inrena segin RD. N° 334-2013-
MINAGRI-DGFFS/DGEFFS, con Registro N 37, cerifica que la planta
conocida como “ARANDANQO” proporcionada por los Bachilleres de la
Universidad Inca Garcilaso de la Vega, Facultad Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimica. NATALY DEL CARMEN VALDEZ HINOSTROZA y JHONATAN
CRISTHOFER TAMBINI PEREZ, ha sido esludiada cientificamente vy

determinada como Vaccinium corymbosum y de acuerdo al Sistema de

Clasificacion de Cronguist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Divisidon: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclasc: Dilleniidae

Orden: Ericales

Familia: Ericaceae

Geénero: Vaccinium

Especie: Vaccinium corymbosum L

Se expide la presente certificacion a solicitud de los interesados para los fines

que estime convenienle,

2 o
Lima, 21 Mayo 2018 =% <

F_'—‘_'_’-FF - " -
Blgd. Hamilton Belfran

B P s

Hamitioss Wilmer Beftvan Sintiags
Hiologo - Botanico
CRP2TIP
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ANEXO 3: Certificado de cepa Candida albicans

Certificate of Quality

Product Name: C. albicans ATCC 10231 PK/5 Product Number: R4601503
Lot Number: 592064 Expiration Date: 2020-08-30
{(YYYY-MM-DD)

This product has been manufactured, processed and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820.
Representative samples were tested per Remel Quality Control specifications and were found to meet performance criteria for this product.

Purity:
Standardized aliquots of the rehydrated product are inoculated onto nonselective media and examined for puré growth following the
appropriate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an accepiable level. Passage number is stated as
the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:

Colony morphology is consistent with documented referenced description.
Traditional staining is performed.

Biochemical Analysis:

Organism exhibits characteristic biochemical and/or enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing ‘was performed and results
were within established limits. Antimicrobial testing performed where applicable. Results within expected ranges.

CFU/loop: >10(4) Passage: 3

Gram Reaction: Gram Positive Yeast Biochemical Profile: Vitek 2C YST

Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop

pH: N/A

Signed 5

MTY\MW\

Product Performance Technologist

3041 Ruan Qrveer T aolbs Charlae T 4 70ANS  RONLIES AT Q1 1.22R.N01Q wrene remnl o wmanss veenal Ao Pace 1 Af1

81



Anexo 4: Prueba de solubilidad

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
{Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00490-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS - 005107/2018
SOLICITADO POR : JHONATAN CRISTROFER TAMBINI PEREZ
MUESTRA - ARANDANO
LOTE s
CANTIDAD 1 250g
FECHA DE RECEPCION : 26 de Octubre del 2018
FECHA DE FABRICACION | m——
FECHA DE VENCIMIENTO S
SOLUBILIDAD:
SOLVENTE METODO RESULTADOS
ETANOL USP 41 Positivo
METANOL USP 41 Positivo
CLOROFOR’\IO ; USP 41 Negativo
AGUA USP 41 Positivo {
——— et e —— e | — — ‘
DMSO | UsP4l Positivo g
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ANEXO 5: Screening Fitoquimico

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PR DE ANALISIS N.°00319-CPF-201
ORDEN DE ANALISIS S 4902018
SOLICITADO POR * JHONATAN TANBINI PEREZ
MUESTRA S ARANDANO
NUMERO DE LOTE N
CANTIDAD ;2508
FECHA DE RECEPCION 1 02 de Julio del 2018
FECHA DE FABRICACION ! o
FECHA DE VENCIMIENTO : cous
| e L 3 ”_mm.pu :z‘ulz_“um S— .
METABOLITO ENSAYO METODOS ~ RESULTADOS
ANTOCIANINAS Prueba Caalaativa Cualitativo | =+
Reaceion de Dragendarll | Conlitativo v
ALCALOIDES Reaceidn de Mayer Cenlitativo .
: Remoa de Wagner Cualitativo .
LACTONAS Reaccidm de Balpee Cualitativo +
FLAVONOIDES Reaccidon de Shinoda Cualitativo o+ ;
AMINOACIDOS Reacside de Ninlidrina | Culitativo | + |
CARDENOLIDOS Reaccidm de Kedde Cualitativo :
— —y s R
| ESTEROIDES A"“““Bt:mff'“_“' 7"‘_' | Coitivo :
| SAPONINAS Renccidn de espums. | Cualitativo -
TANINOS Reaccitn con chonero férmicn | Oualitative - !
Reaccion de Lichermsana - | |
TRITERPENOS | Bechawd | Cultatioo | "' |
AZUCARES X ) i
REDUCTORES Reaccidin de Febbing Cualstativo IR
FENOLES

83



UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
{Universidad def Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

Leyenda:

= Reacxion may evidente

+ : Renccidim evidenty

¥ * Reseeidm poco evidente
= Nohubo reaccidn

Lima, 16 de Julio delf 2018
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ANEXO 6: Ficha Técnica Analitica

1. OBJETIVO:

Determinacién de metabolitos en extracto etandlico

corymbosum L. (ardndanos)

MATERIALES Y EQUIPOS:

Beackers.

Pipeta Pasteur.

Frasco ambar de 2 litros

12 placas Petri

Papel filtro

Tubos de ensayo

Baguetas

Gasa

Baguetas.

Pipetas graduadas de 5y 10mL.
Balanza analitica.

Balanza analitica METTLEP TOLEDO-XP205DR
Rota vapor - BUCHI

Cocinilla eléctrica

Campana de extraccion FRONTIER
Estufa DIGISYSTEM —-DSI 3000

REACTIVOS:

Reactivo de Mayer
Reactivo de Wagner
Reactivo de Dragendorf
H2S04 10%.

Reactivo de Bajlet
Reactivo de Shinoda

Reactivo de Nihidrina.

85

de Vaccinium



e Reactivo de Kedde.

e Reactivo de Liebermann — Burchard

e Reactivo de Espuma
e Cloruro férrico

e Hipoclorito 0.1%

e Reactivo de Fehling
e Alcohol de 96°C

e Agua destilada

. PROCEDIMIENTO:

. La muestra se lava

Se realiza un lavado para eliminar posibles contaminantes, posteriormente
se desinfecta con solucion de hipoclorito al 0.1% y se enjuaga con agua

destilada.
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B. Se realiza el pesado para empezar con la extraccion.

Se pesa 300 gramos de arandano, se procede a retirar la cascara con una

cuchilla para posteriormente proceder con la trituracion mediante un mortero.

C. Serealizala maceracion.

En un frasco ambar de 2 litros de capacidad se agrega, 300 gramos de la
muestra anterior y 600mL de alcohol etilico al 96%, este se deja macerar por

10 dias y se agita por 10 minutos cada 12 horas.

D. Unavez pasado los 10 dias se realiza el filtrado del extracto.
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Inicialmente se realiza un filtrado por gasa, para eliminar trazas.
Posteriormente se realiza un filtrado por bomba al vacio, en el cual se utilizé

papel whatman N°1,2 y 3. Clarificando la muestra y libre de trazas.

E. Secado de muestras.

Se procedi6é a verter la muestra en placas Petri para poder secarlas en la
Estufa DIGISYSTEM —DSI 3000 hasta obtener peso constante en cada placa
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MARCHA EITOQUIMICA

Prueba para flavonoides

Ensayo de Shinoda: Tomar un 1 ml del filtrado etandlico en un tubo de ensayo,
agregar varias limaduras de magnesio y por la pared del tubo dejar caer
lentamente HCI concentrado (37%). La aparicion de colores: naranja, rojo,

violeta 6 rosado, indican la presencia de flavonoides en el material vegetal.

Flavonoides — Shinoda. Resultado (++)

Prueba para antocianinas: Adicionar 2 ml del filtrado en un tubo de ensayo y afadir

1 ml de NaOH diluido. Observar la coloracion formada. Por lo general Azul.

En otro tubo de ensayo adicionar 2 ml del filtrado y afiadir 6 gotas de algun acido
mineral diluido (HClI 6 H2SO4 al 10%). Observar la coloracion formada. Por lo

general de Rojo a Anaranjado.

Las antocianinas se reconocen por producir diferentes color es a diferentes pH.
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Antocianina — Prueba cualitativa H2SO4 10% Resultado (++)

Identificacion de Lactonas

Ensayo de Baljet
Tomar 2ml del extracto y adicionar 3-4 gtas del reactivo de Baljet que contiene acido

picrico e hidroxido de sodio.

Resultado: Se considera positivo ante presencia de coloracion anaranjada o roja

OSscura.

Lactonas — Bajlet. Resultado (+)
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Identificacion de Alcaloides

Ensayo de Dragendorff:

Reaccion no especifica para alcaloides. Se agrega 1 mL de HCI 10% a 1mL
de extracto. Se calienta a 60°C por 10 minutos y se agrega sol de reactivo

Dragendorff.

Resultado: se considera positivo ante presencia de precipitado anaranjado-

marron.

Alcaloide — Dragendorff. Resultado (+)

Ensayo de Mayer
Solucion A: Disolver 1.36g de cloruro mercurico con 60mL de agua.
Solucion B: Disolver 5g de yoduro de potasio en 10mL de agua.

Mezclar: Las dos soluciones y aforar a 100mL con agua destilada.

Resultado: Se considera positivo ante la presencia de precipitado blanco.
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Alcaloide — Mayer. Resultado (+)

Ensayo de Wagner

En una fiola de 100mL, disolver 1.27g de yodo (resubliminado) y 2 gotas de
yoduro de potasio en 20mL de agua: aforar la solucién con 100mL de agua

destilada.

Resultado: Se considera positivo abe la presencia de precipitados color

marron.

-

Alcaloide — Wagner. Resultado (+)
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Cardenolidos

Prueba de Kedde:

Solucion A: acido 3,5-dinitrobenzoico al 2% en metanol.
Solucion B: KOH 2.7% en agua.

Mezclar Sol A: Sol B (1:1)

Tomar 2mL del extracto y agregar 1mL del reactivo de Kedde.

Resultado: Los cardendlidos y sus agliconas dan color azul o violeta que

desaparece en 1-2 horas.

Cardendlicos — Kedde. Resultado (-)

Esteroides

Prueba de Liebermann-Burchard: Se mezclalml de anhidro acético y uno

de clorofromo, se enfria a 0° y se le afiade 1gta. de &cido sulfarico

Resultado: Se considera positivo ante presencia de color azul, verde, rojo,

anaranjado, etc. los que cambian con el tiempo a claro.
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Esteroides — Liebermann — Burchard. Resultado (-)

Saponinas

Se coloca en un tubo de ensayo 2 ml del extracto se le agrega agua caliente
(40 °C), se dejo reposar durante 15 a 30 minutos y luego se agito

manualmente durante 1 a 2 minutos.

Resultado: La formacion de espuma se considera positiva.

Saponinas — Espuma. Resultado (-)
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Taninos

Se toman alicuotas de 1ml del extracto y se agrega 3-4 gtas de cloruro férrico.

Resultado: Se considera positiva la aparicién de un color azul oscuro a

verde oscuro.

="

Tanino — Cloruro férrico. Resultado (-)

Fenoles
Se toman alicuotas de 1mL del extracto y se agrega 3-4 gotas de cloruro

férrico.

Resultado: Se considera positivo la aparicion de un precipitado de color
azul oscuro a verde oscuro.

Fenoles — Cloruro férrico. Resultado (-)
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Prueba para aminoéacidos:

Ensayo de Ninhidrina: Tomar 1mL del extracto. Adicionarle 1ml de

ninhidrina. Calentar hasta ebullicién por 1min. Dejar enfriar y observar.

Resultado: Una coloracion violeta o azul violeta determina positiva la prueba.

Aminoécidos — Nihidrina. Resultado (+)

Triterpenos:
Prueba de Liebermann-Burchard: Se toma 2 ml del extracto se le agrega
1mL de cloroformo resbalando por las paredes, 1mL de anhidrido acético y

se deja reposar en frio.

Resultado: La aparicién de colores rojo, rosa, verde, parpura o azul en la
interfase cuando se afiaden 1 o 2 gotas de &cido sulfurico concentrado se

considera positiva.
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Triterpenos — Liebermann — Burchard. Resultado (+)

AzUcares Reductores

Prueba de Fehling: Tomar 1mL del extracto en un tubo de ensayo y
adicionar 1mL de Fehling Ay 1mL de Fehling B (reactivos de sulfato de cobre

y tartrato de sodio y potasio), calentar a fuego directo constante.

Resultado: Se considera positivo el precipitado rojo ladrillo de éxido cuproso.

Azucares reductores — Fehling. Resultado (+++)
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ANEXO 7: Testimonio Fotografico

a) 300 g de Arandanos b) Trituracién de arandanos

C) Equipo de filtracion
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e) Proceso de filtracién f) Filtracién de la muestra

g) Extracto etanodlico de Arandanos h) Prueba de solubilidad
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ANEXO 8: Eficacia Antimicotica en Arandanos

llustracién 2. Diluciones del extracto. 100%, 75%,50%

llustracién 3. Discos de control positivo (Fluconazol 25ug)
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llustracion 4. Homogenizando inéculo con la espatula de Drigasklye en la placa
agar Sabouraud

llustracion 5. Agregando 15ulL del extracto de Vaccinium corymbosum L.
(arandanos) a cada pocillo de la placa de agar Sabouraud
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llustracién 6. Colocando los discos de control positivo (Fluconazol 25ug) en placa
ya inoculada.

llustracién 7. Resultados. Control blanco (solo alcohol). No presenté halos de
inhibicién. Crecimiento total. Vista anterior y posterior
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llustracion 8. Resultados. Dilucion 50%. Halos de inhibicion. Disco 1. 10,00mm.
Disco 2. 10,00mm. Disco 3. 9,00mm. Vista anterior y posterior

llustracion 9. Resultados. Dilucién 75%. Halos de inhibicion. Disco 1.12,00mm.
Disco 2. 12,00mm. Disco 3. 12,00mm. Vista anterior y posterior

[lustracion 10. Resultados. Dilucién al 100%. Halos de inhibicion. Disco 1. 14,00mm.
Disco 2. 15,13mm. Disco 3. 14,01mm. Vista anterior y posterior
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llustracionll. Resultados. Control (Fluconazol 25ug). Disco 1. 18,00mm. Disco 2.
17,00mm. Disco 3. 17,00mm.

llustracion12. Agar Dextrosa Sabouraud
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PUERTA 12

-

AREA DE INCUBACION
DE MOHOS Y LEVADURAS
20rC-25°0)

llustracién13. Area de incubacién de mohos y levaduras

llustraciéon 14. Autoclave vertical
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llustraciéon 15. Bafio Maria

llustracién 16. Tesistas en el ingreso del centro de control analitico — CCA

UNMSM Facultad de Farmacia y Bioquimica CENTROFARMA.
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ANEXO 9: Certificado Antimicotico

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

OLO DE ANA -
ORDEN DE ANALISIS : 40TO2018
SOLICITADO POR - JHONATAN TANBINI PERFZ
MUESTRA - ARANDANO
NUMERO DE LOTE ‘e
CANTIDAD 101 bolsa x 250g
FECHA DE RECEPCION <02 de Julio ded 2018
FECHA DE FABRICACION Soia
FECHA DE VENCIMIENTO o
[ Microorganismn DIAMETROS DE INHIBICION EN MILIMETROS |
[ Flucomml | Bhinco | 0% 5% 1008
| Condide albicans T S ] i i
ATCC 10231 =y [ 1, 10 n 15
N 6 | 9 n i4

*El 1anadio de Jos pocillos es de 6mm, por lo tanto cuando se reposta Gmem indica que o
hay fonmacidn de halo de mhibicice.
*Concentracion del iméculo: 1x10* UFC/mL

Lima. 13 de Agoso del 2018

Director del Centro de Control Arslitico
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