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RESUMEN

Objetivo: Establecer cual de los extractos de Caesalpinia spinosa (tara)
tienen mayor efecto sobre la Candida albicans. Material y método: El
disefio de estudio fue experimental en el que se aplicd extractos acuoso y
etandlico de la Caesalpinia spinosa (tara) en distintas concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100%. El extracto acuoso se obtuvo mediante la dilucién
en agua destilada, por otro lado, el extracto etandlico se elaboré mediante
la maceracion en alcohol al 70% durante 10 dias hasta obtener un extracto
etandlico seco, luego de su deshidratacion se agreg6 alcohol para sus
cuatro concentraciones. Para determinar el efecto antimicotico de Candida
albicans se emple6 el método de Difusion de discos. Se emple6 como
grupo control a la Nistatina al 0.25% y grupo control negativo al agua
destilada. Las placas fueron incubadas por 24 horas a una T° de 37 °C,
posteriormente se realizé la medicion de los halos de inhibicién con ayuda
del calibrador digital. Resultados: Para el Efecto antimicotico se observo
los Halos de Inhibicion de crecimiento: El Extracto acuoso al 25%,
representa diametro nulo, el 50% 75% y al 100% presentan Sensibilidad
limite. Por otro lado el extracto etandlico muestra diametro de halo que al
25% es muy sensible, al 50%, 75% y al 100% sensibilidad limite y
sensibilidad nula para la nistatina. Conclusiones: Existe mayor efectividad
en la concentracion del extracto etandlico sobre el extracto acuoso de la
Caesalpinia spinosa (tara) en la concentracion al 25% muy sensible a
través de la medicion de los halos de inhibicion en el cultivo de Candida
albicans (p<0,001).

PALABRAS CLAVE: Efectividad antimicética, Caesalpinia spinosa,

Céandida albicans.



ABSTRACT

Objective: To establish which of the Caesalpinia spinosa (tara) extracts
have the greatest effect on Candida albicans. Material and method: The
study design was experimental in which aqueous and ethanolic extracts of
Caesalpinia spinosa (tara) were applied in different concentrations of 25%,
50%, 75% and 100%. The aqueous extract was obtained by dilution in
distilled water, on the other hand, the ethanolic extract was made by
maceration in 70% alcohol for 10 days until obtaining a dry ethanolic extract,
after dehydration alcohol was added for its four concentrations. To
determine the antifungal effect of Candida albicans, the disk diffusion
method was used. Nystatin 0.25% was used as a control group and a
negative control group was distilled water. The plates were incubated for 24
hours at a T ° of 37 ° C, then the inhibition halos were measured with the
help of the digital calibrator. Results: For the antifungal effect, growth
inhibition haloes were observed: The 25% aqueous extract represents null
diameter, 50% 75% and 100% present limit sensitivity. On the other hand,
the ethanolic extract shows a halo diameter that at 25% is very sensitive, at
50%, 75% and at 100% limit sensitivity and null sensitivity for nystatin.
Conclusions: There is greater effectiveness in the concentration of the
ethanolic extract over the aqueous extract of Caesalpinia spinosa (tara) in
a highly sensitive 25% concentration through the measurement of inhibition

halos in the Candida albicans culture (p <0.001).

KEYWORDS: Antifungal effectiveness, Caesalpinia spinosa, Candida
albicans.



INTRODUCCION

La medicina tradicional en varios paises ha sido la Unica manera
de tratamiento abordable y econdmicamente viable, la variedad de los
productos peruanos de procedencia vegetal ha cambiado a lo largo del
tiempo, realizdndose multiples estudios (1) (2) (3) (4) (5) para una mejora

en la medicina natural.

Actualmente en el Perl contamos con mas de 4,400 especies de
plantas medicinales que brindan diversos beneficios al organismo,
cumpliendo un rol esencial para curar enfermedades (6) (7). Entre estas
plantas medicinales se encuentra la Caesalpinia spinosa, conocida
popularmente como Tara, algarroba, huarango, guatanga, tanino o taya; es

una mata verde con presencia de espinas.

La Caesalpinia spinosa posee distintos usos en la medicina
natural, entre ellas tenemos la disolucién de las vainas empleado para
amigdalitis y para secar las Ulceras de las piernas; la disolucion de las hojas
se emplea para la estomatitis, también se prepara un zumo como
purificador del colesterol. Incluso es utilizado para la medicacion de
infecciones vaginales y micoéticas, lavado de edema periorbitario, dolor

abdominal, diarreas, reumatismo y resfriado.

Uno de los problemas comunes de la salud publica es la
candidiasis, originada por la especie Candida, el cual es el germen habitual
de infecciones patdgenas en la cavidad bucal. Este agente micético elabora
pseudomicelios en cultivos, en tejidos y exudados, causando una

enfermedad en pacientes con inmunosupresion.

La presencia de Candida produce patologia en el ser humano
originando manifestaciones clinicas como infecciones mucosas y cutaneas,

vaginitis esofagitis, cistitis y afectacion pulmonar.



Los resultados de los estudios publicados sobre el efecto
antimicrobiano de los extractos producidos a partir de la Tara, han
demostrado ser positivos, sugiriendo que esta planta es efectiva para la
inhibicion in vitro de diversas especies microbianas, sin embargo estos
estudios no realizaron una caracterizacion quimica de los componentes
presentes en los extractos, lo que resultaria interesante para poder realizar
estudios mas especificos de fraccionamiento y poder aislar los

componentes activos de esta planta.

Siendo asi, el objetivo de este estudio fue caracterizar
guimicamente el extracto acuoso de Tara a través de cromatografia de
masas acoplada a espectrometria de masas y comparar su actividad
antimicoética con nistatina frente a cepas de candida albicans.

Este proyecto se estructurd por capitulos:

El primer capitulo abarca el Problema de la Investigacion, el cual
manifiesta la probleméatica en funcion a las variables, también se manifiesta
la formulacién del problema, los objetivos: general y especificos y la
justificacion.

En el segundo capitulo aborda la revisibn bibliografica:

antecedentes y marco tedrico, en el que se realizd definiciones

conceptuales del proyecto.

El tercer capitulo corresponde a la Hipotesis de la investigacion,

variables dependientes e independientes.

El cuarto capitulo alude a la metodologia de la investigacion, en el
que se presenta el disefio y tipo de la investigacion, ambito de estudio,

poblacién y muestra, al igual que el instrumento de recoleccion de datos.

El quinto capitulo es el cuerpo de la investigacion, donde se
expresa el procedimiento y desarrollo de la ejecucion del proyecto.
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Por dltimo se expresa los resultados, conclusiones vy
recomendaciones. Asi mismo, se referencia y se adjunta los anexos

propios.
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CAPITULO |

1. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1Fundamentacion del Problema

En la cavidad bucal se alojan mas de 500 especies de
microorganismos, el mas frecuente y patdgeno es Candida albicans,
este es un hongo cuya infeccién se desarrolla en superficies hUumedas
y templadas, en individuos que padecen un sistema inmune debilitado,
denominandose Candidosis. Se presenta en la flora bucal en un 25 a

50% en las personas sanas. (8)

En los dltimos periodos se ha desarrollado considerablemente la
incidencia de este hongo. Siendo esta una alteracién inocua del
ambiente en la cavidad bucal, que puede favorecer el desarrollo y

crecimiento de la Candida. (9)

La Candida Albicans predispone factores que se origina de la
virulencia de hongos y susceptibilidad del huésped, siendo estos
factores locales y sistémicos, que en la totalidad de los casos se vincula
con el debilitamiento de las defensas inmunitarias del huésped. Los
factores sistémicos pueden ser: el estado fisiolégico, hormonal como en
pacientes diabéticos, nutricional y en mecanismo inmunoldgicos
alterados por defectos de la inmunidad celular o defecto intrinseco en
las células inmunes. Los factores locales se pueden presentar en la
mucosa con cambios exdégenos en el epitelio, en la saliva por

xerostomia y cambios de pH. (9)
La utilizacion de plantas medicinales y la medicina tradicional ha

sido reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud, que examina

su interés en los sistemas de salud, pretendiendo efectuar investigacion
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de las plantas medicinales beneficiando a los habitantes en un interés
primario de la salud, de una forma natural exento de agregados

quimicos. (10)

Actualmente en el Pert contamos con més de 4,400 especies
de plantas medicinales que brindan diversos beneficios al organismo,
también tienen la capacidad de prevenir y aliviar dolencias que dafian a
la salud. (7) (6)

Entre estas plantas medicinales se encuentra la Caesalpinia
spinosa conocida popularmente como “Tara”, esta planta tiene un
amplio uso empirico, conteniendo propiedades curativas en bronquitis,
sinusitis, heridas crénicas, piezas dentales con caries, inflamacién de
las amigdalas, lavado de heridas, dolor abdominal y disminucion de
fiebre. (11) (12) (13)

Finalmente, esta investigacion estara destinada a conocer el
mayor efecto antimicotico de los extractos acuoso y etandlico frente a la

Candida albicans, para obtener un medicamento natural y econémico.

1.2Formulaciéon del Problema

¢, Cual de los extractos a base de Caesalpinia spinosa (tara) tiene

mayor efecto antimicético frente a la Candida albicans?

13



1.30bjetivos de la Investigacion
1.3.1 Objetivo General
Establecer cual de los extractos de Caesalpinia spinosa (tara)

tiene mayor efecto sobre la Candida albicans.

1.3.2 Objetivos Especificos

e |dentificar cual de las cuatro concentraciones del extracto
acuoso y etandlico de la Caesalpinia spinosa (tara) es mas
efectiva a través de la medicion de los halos de inhibicion en

el cultivo de Candida albicans.

e Comparar la capacidad antimicética de la tara vs la accion
antimicoética de la Nistatina (control positivo) sobre cepas de la
Céandida albicans.

e Comparar entre el efecto antimicético del extracto acuoso y

etandlico de la Caesalpinia spinosa (tara)

14



1.4 Justificacion
Es viable realizar esta investigacion, ya que en la actualidad
contamos con biodiversidad de plantas naturales. De ellas se obtienen
productos de gran interés por sus propiedades medicinales. El presente
proyecto pretende conocer a Caesalpinia spinosa (Tara) a nivel teérico
y su factibilidad como antimicético, colaborando en el ambito clinico en

un estudio in vitro.

La investigacion es muy interesante para el Odont6logo General
ya que tendrAd otra opcion terapéutica muy diferente a las
convencionales, debido a que los estudios sobre las propiedades
quimicas de esta planta medicinal han permitido desarrollar
indicaciones para el uso correcto en beneficio de la salud bucal,
logrando un uso adecuado bajo un sustento cientifico. EI conocimiento
de ciertas especies ha sido escasamente desarrollado, existiendo la
necesidad de fomentar investigaciones acerca de los beneficios
naturales de dicha planta. El empleo de las plantas medicinales dentro
del campo de la medicina es importante para favorecer la salud y el

bienestar en la sociedad rural de la ciudad de Tacna.

Con esta investigacién se pretende conocer si la Caesalpinia
spinosa (Tara) posee un efecto antimicético frente a la Candida
albicans, ya que existen pocas investigaciones y publicaciones acerca
del efecto de esta planta medicinal sobre enfermedades bucales, ya que
también las personas rechazan el uso de 6vulos vaginales a nivel bucal.
Entonces con esta investigacion se pretende que la Caesalpinia
spinosa (Tara) de resultados positivos contra la levadura Candida
albicans, es decir que se pueda indicar inhibicién de la misma; con el
propésito de que en un futuro esta mezcla a base de una planta
medicinal, sea utilizado como un recurso natural, alternativo y de bajo

precio, que sea asequible a personas de bajos recursos econémicos

15



que no tienen llegada a una salud clinica integral, prosperando su
calidad de vida.

Los resultados de esta investigacion permitirdn resolver si el
extracto acuoso y etandlico tiene el efecto antimicotico, teniendo en ello
la posibilidad de estimular otros estudios y alternativas naturales

determinando el efecto inhibitorio sobre este microorganismo.
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2.1.

CAPITULO I

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Luna-Vilchez M, Diaz-Vélez C, Baca-Dejo F. Efecto del
extracto acuoso, acido y alcohdlico de las hojas secas de
Erythroxylum coca var coca (coca) en Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis y
Candida albicans in vitro. 2017.(14). Se observo la presencia o
ausencia de crecimiento y velocidad de crecimiento mediante la
medicion del diAmetro de los hongos a partir del punto de siembra
comparando con su desarrollo en Agar Sabouraud (grupo
control), realizado en un periodo de 20 dias. Para esta evaluacion
se empled la prueba estadistica de Siegel-Tukey y Kruskal-Wallis
a un nivel estadistico p<0,05. Los resultados fueron negativos
para CAy TM en su efecto microbiolégico sobre el crecimiento
de los extractos acuoso, acido y alcohdlico, pero favorable para
MC Y TR en extracto alcohdlico. Asimismo hubo diferencia en la
velocidad de crecimiento de CA, TR 'Y TM en los tres extractos
comparado con Agar Sabouraud, ademas TR, TM y MC mostré
diferencia con la velocidad de crecimiento en el extracto

alcohdlico.
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Uguiia KBC, Ledn PP, Chacha AF. Efecto antifungico
de diferentes concentraciones del extracto de Uncaria
Tomentosa sobre Candida albicans: Estudio in vitro. 2017.
(15). Se realiz6 un estudio experimental in vitro, el cual estuvo
constituida por 24 cajas Petri con agar Sabourand y cada una de
ellas con 6 muestras de: Nistatina 21ul (Control positivo), extracto
hidroalcohdlico de UT al 25%, 50%, 75% ,100% y Etanol 70°
(Control negativo). El extracto hidroalcohdlico de realiz6 por
maceracion mediante el método de difusién de disco, el proceso
de incubacién tuvo un periodo de 72 horas a una T° de 37°C.
Como conclusién se obtuvo que la Nistatina indic6 un halo de
inhibicion de 23.42 mmy el 100% un halo de 16.5 mm mostrando
ser sensibles, el 75% y 50% de concentraciones mostraron
sensibilidad intermedia de 1475 mm y 10.96 mm
respectivamente, y el 25% fue resistente con un 6.46 mm contra

Candida albicans.
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Robles G, Cayo C, Ayala E, Rios C. Efecto antimicotico
in vitro de la solucion de ajo (Allium sativum), la avena
coloidal (Avena sativa) y el Clotrimazol sobre cultivos de
Candida albicans (ATCC 10231). 2016. (16). Evidencio el efecto
del ajo y avena coloidal frente el Clotrimazol 500 mg (grupo
control) en cepas de Candida albicans, la cual se empled
diferentes concentraciones de soluciones de ajo (10% - 90%) y
avena coloidal (10% - 40%), evaluando los halos de inhibicién
constituidos a los aledafios de cada concentracion sobre dichas
cepas, en la que se obtuvo mayor concentracién a partir del 40%
de la solucién de ajo presentando un efecto positivo con la
Céandida albicans con una medida de 6.0 mm de diametro en
sus halos de inhibicion, es decir existe un efecto antimicético

sobre dicho cultivo.

Benites CHG. Efecto Inhibitorio In Vitro del Extracto
Etandlico de Caesalpinia spinosa (“Tara”) sobre Cepa de
Candida albicans ATCC 90028. 2015. (17) EIl presente trabajo
comparo el efecto antimicrobiano en distintas concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100% de extracto etandlico de la Caesalpinia
spinosa, en el que se utilizé el método de difusion de discos de
Kirby y Bauer. Se midi6é en una escala de Durafford consiguiendo
un efecto de incremento de forma proporcional a las
concentraciones, obteniendo una efectividad media en los
porcentajes de 75% y 100%, y una afectividad limite en el de 25%
y 50%, demostrando que el 50% de la Concentracidbn minima

inhibitoria tiene un efecto sobre Candida albicans.
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2.2.

MARCO TEORICO

2.2.1. CAESALPINIA SPINOSA (Tara)

2.2.1.1.

DESCRIPCION BOTANICA

La Caesalpinia spinosa llamada también como
tara, algarroba, huarango, guatanga, tanino, taya y
carabaca; es una mata verde con presencia de
espinas. Su tronco es de forma redonda en la que
posee una corteza gris y se divide en ramillas muy
pobladas. Sus hojas tienen una configuracion propia en
forma de plumas, ovoide y brillante, siendo de un color
verde oscuro, llegando a medir 10 cm de largo. Sus
flores se disponen en racimos de 8 cm a 15 cm de largo
en un color de amarillo rojizo. Sus frutos son vainas de
color rojizo café midiendo un largo de 8 cma 10 cm y
un ancho de 2 cm, conteniendo granos de semillas

redondas y negras en su estado de maduracion.

Cada arbusto de Caesalpinia spinosa puede
producir un promedio de 20 a 40 kg de vainas
recogiendo 2 veces al afio, siendo su vida media cien
afos. (18)
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2.2.1.2.

2.2.1.3.

CLASIFICACION TAXONOMICA,

SEGUN EL

SISTEMA DE CLASIFICACION DE CRONQUIST

(1988). (19)

Nombre Caesalpinia  spinosa  (Molina)
cientifico Kuntze
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Género Caesalpinia
Especie Caesalpinia  spinosa  (Molina)
Kuntze
Nombre vulgar Tara
DISTRIBUCION GEOGRAFICA
La Caesalpinia spinosa se ubica en los

departamentos de Ancash, Apurimac, Ayacucho,

Cuzco, Huanuco, Junin, Moquegua, Tacna y Lima, se

da en toda la costa a partir de Piura hasta Tacna, en

lomas con suelo arenoso 0 rocoso, y en ciertos

departamentos de la sierra.

Esta planta se desarrolla en climas secos, calidos

y subcalidos de la costa, en la vertiente occidental de

los andes y valles interandinos.
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De forma natural se origina en areas semiaridos
en un aproximado de 230 a 500 mm de diluvio durante
el afo. (20) (21)

2.2.1.4. ASPECTO QUIMICO
2.2.1.41. COMPOSICION QUIMICA

Las vainas contienen taninos hidrolizables
en una categoria de 40% a 60% segun sus
condiciones ecoldgicas en las que se desarrolla,
la reaccién quimica de los taninos lleva a la
division del acido 3,4,5-trihidroxibenzoico esto lo
encontraremos en las hojas y corteza de la

Caesalpinia spinosa.

Las semillas contienen componentes
monomeéricos como la galactosa y manosa,
tienen una peculiaridad de fluido pseudoplastico
con una viscosidad promedio de 4000 cp.

Las hojas mostraron la existencia de
aminoacidos, taninos, asteroides y/o triterpenos
y flavonoides. (22) (23)

22



2.2.1.4.2.

TANINOS

Los taninos son un grupo de compuestos
hidrosolubles con estructura polifendlica,
capaces de precipitar ciertas macromoléculas
como proteinas, alcaloides, acidos nucleicos,
esteroides, saponinas y celulosa. La estructura
polifendlica tiene que conservar un peso

molecular entre 500 y 3000 mg/kg.

Los taninos con de suma importancia ya
gue tiene aplicaciones variadas como en la
industria del cuero, procesos de curtido,
capacidad de precipitar proteinas en la que tiene
una accion terapéutica en el uso de la medicina
tradicional como tratamientos del tracto
gastrointestinal y quemaduras de la dermis, que
por medio de estas proteinas se va a regenerar
la dermis. También se recomienda su uso en
pequefias hemorragias, inflamaciones bucales,
bronquitis, quemaduras y hemorroides; y de uso
interno en diarreas, afecciones vesiculares,
enfriamiento intestinal y como contra veneno en
caso de intoxicacién.(24) (25) (26)
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Los taninos de la Caesalpinia spinosa son:

A. Taninos Hidrolizables son ésteres
constituidos por moléculas de azlcar
enlazados a una cantidad de moléculas
de acidos fendlicos. Este tipo de taninos
tiene cierta actividad anticancerigena
demostrada para cancer de prostata y
pulmén, inhibiendo los factores de
crecimiento tumoral y vascular, también
tiene una actividad antitumoral contra
sarcomas; efecto antidiabético que fue
probado con una variedad de aPGG en
adipocitos, en la cual se analiz6 que dicho
tanino tiene un efecto semejante a la
insulina, ya que se acoplaba a los
receptores de la membrana celular
beneficiando el traslado de la glucosa al
interior de la célula; y en su actividad
antioxidante neutraliza especies
altamente reactivas y disminuye la
peroxidacion de lipidos; todos estos
efectos fueron trabajados en estudios in
vitro. (27)
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B. Taninos Condensados tiene una mayor
actividad antioxidante beneficiando a la
salud ya que posee un efecto
antibacterial por medio del jugo de
arandanos evitando la adhesion de E. coli
en areas del tracto urinario; también es
inhibidora de la peroxidacion lipidica y
aditamento plaquetario vinculado con la
formacién de trombos en el sistema
circulatorio en seres humanos que

padecen aterosclerosis cardiaca. (28)

2.2.1.5. EXTRACTOS DE ESPECIES VEGETALES

2.2.15.1.

EXTRACTO ACUOSO

Son extractos liquidos cuyo principal solvente
es el agua, este tipo de extractos son menos
concentrados que los extractos
hidroalcohdlicos; teniendo una ventaja de no
presentar sedimento, su color y aroma son mas
suaves. Primordialmente son utilizados para
cosméticos y productos alimenticios por sus

caracteristicas organolépticas. (29) (30)
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2.2.15.2. EXTRACTO ETANOLICO

2.2.1.6.

Es una solucién con olor particular, el cual es
obtenido a partir de una materia vegetal
deshidratada, tiene contacto con el alcohol
etilico mediante el proceso de maceracion,
seguido de la eliminacion de dicho solvente por

un método fisico. (31)

USO EN LA MEDICINA TRADICIONAL

La tara tiene distintos usos en la medicina
tradicional, entre ellas tenemos la infusién de las vainas
maduras que se emplea para la amigdalitis a manera
de gérgaras y como cicatrizante al lavado de heridas,
el hervor de las ramas de la planta se emplea como
abortivo, asimismo se prepara un zumo COmMO
purificador del colesterol. Incluso es utilizado para la
medicacion de infecciones vaginales y micoéticas,
lavado de edema periorbitario, dolor abdominal,

diarreas, reumatismo y resfriado.

En las comidas produce un sabor astringente
como vino tinto, té, café, este sabor en particular se
produce al inhibir los taninos con macromoléculas y
estimular la precipitacion de las glicoproteinas ricas en

prolina que incluye la saliva.

En la cosmética se emplea para eludir la alopecia,
incluso para la tintura y elaboracion de champus y
bronceadores; asimismo se usa como biocida contra

piojos. (22)
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2.2.2.

CANDIDA ALBICANS

El Género Candida es originado por dos tipos de
levaduras: enddgenas y oportunistas. Segun sus
manifestaciones clinicas pueden dafiar la piel, la mucosa
(32) (33) y odrganos intrinsecos (34) (35) (36). La
candidosis es un contagio por agentes oportunistas que
usualmente se presenta en el ser humano, afectando en
cualquier tipo de sexo, etnia o edad. Considerandose el

microorganismo causal mas comun y virulento.

La Candida albicans es el género principal de la
mucosa oral estando en equilibrio con diferentes
microorganismos del cuerpo humano, también se puede
recluir en la region perianal, peribucal y dedos. Este tipo
de hongo se puede trasformar en patdgenos cuando se
presenta una variacion de la inmunidad celular por el
resultado de una transformacion fisiologica de la flora

bucal.

Son diversos los factores predisponentes que
pueden llegar a combinarse, siendo que en la cavidad oral
se vincula con el uso de dentaduras postizas a la infeccion
por candida hasta un 65% en las personas mayores. Lo
peligroso de ciertas infecciones va depender de acuerdo
a los cambios primarios del hospedero en relacion con la
participacion patdgena del hongo. La infeccion empieza
con la unién del microorganismo comensal a la seccién de
la mucosa oral o en células predominantes de la piel, que
interactien en correlacion de la pared flngica de

polisacéaridos con un aceptador en las células epiteliales.
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Segun su Etiopatogenia el agente causal son las
levaduras anascosporadas pertenecientes a la
Deuteromycotina; describiéndose mas de 150 especies,
cuya primordial especie patégena son: C. albicans, C.
tropicalis, C. seudo-tropicalis, C. kefyr, C. krusei, C.
guillermondi, C. parakrusei, C. zeylanoides, C. stellatoidea
y C. brumptii. (37)

2.2.2.1. MORFOLOGIA

Céandida albicans es wuna levadura con
capacidad de fabricar filamento, es un hongo dimoérfico,
se desarrollaa una T° de 37 °C en el huésped a manera
de levadura y a 25 °C se presenta en la naturaleza
teniendo una apariencia filamentosa. Se propaga de

una apariencia asexual por geminacion.

En su forma de levadura se observa células
redondeadas o elipticas, asociadas en diminutas
agrupaciones, con un volumen de 3-8 x 2-7 micras, por
otro lado, en su forma de filamento, estas células se
prolongan obteniendo un aspecto de filamentos,
pseudo-hifas. (38)
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2.2.2.2.

2.2.2.3.

CLASIFICACION TAXONOMICA (39)

Reino Fungi

Division Eumycota

Subdivisién | Deuteromycotina

Clase Blastomycetes

Familia Crysptoccocaceae

Genero Candida

Especies Candida albicans, Candida glabrata,
Céandida krusei, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis.

COMPOSICION QUIMICA DE LA PARED CELULAR

La pared celular de Candida albicans esta integrada

por: (37)
3-(1-3)-D-glucano (50 a 70%)
Polisacarido manano (20%)
Quitina (10-20%)
Proteinas (3-6%)
Lipidos (1 a 5%)
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2.2.2.4.

CUADRO CLINICO

En la cavidad bucal dafa el velo del paladar,

encias y carrillos; su aspecto clinico es enrojecimiento

y una mucosa blanquecina y adherida; estas heridas

pueden ser desde asintomatica hasta cuadros de

disgeusia, ardor o quemazon. (40) Su desarrollo es de

agudo a crénico, en distintos cuadros clinicos:

A.

Seudomembranosa aguda: muestra una placa
blanquecina sencillamente desprendible en
células infiltradas, agregando el obstaculo para
la deglucion.

Seudomembranosa crénica: se pude percibir
en pacientes con SIDA en forma permanente,
siendo solido al tratamiento. (41)

Eritematosa aguda: no se constituye una placa,
sin embargo, la superficie de la mucosa toma un
aspecto brillante y rojizo. Por el contrario, la
eritematosa cronica es duradero afadiéndose
de una inflamacioén y al sindrome de glosodinia.
Cronica en placas: se nota placas
blanquecinas en la lengua y en distintas
superficies de la cavidad bucal, generalmente se
muestra en pacientes fumadores.

Nodular crénica: se presenta en la mucosa
teniendo una apariencia de empedrado.
Glositis romboidal media: dafa la parte media
posterior del dorso de la lengua, tomando una
apariencia de trocisco. (42)
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2.2.2.5.

G. Erosiva o dolorosa: dafia en distintas regiones
de la cavidad oral por el uso de prétesis dentales
en pacientes ancianos (estomatitis). (43)

H. Queilitis angular: dafia las comisuras labiales,

teniendo una figura granular. (44)

CRECIMIENTO MICOTICO DE LA CEPA

La especie Candida se desarrolla en medios de cultivo
con agar, peptona, dextrosa, maltosa o sacarosa. Sus
colonias se presentan muy pequefias en la que
aparecen en un tiempo de 24 a 48 horas en Agar
Sabouraud, tiene un diametro de 1,5 a 2 mm después
de 5 dias.

Las colonias jovenes se muestran tipicamente
blancas, adquieren un color crema o requemado al

continuar envejeciendo.

En agares o en otros medios de cultivo las colonias que
crecen son lisas, suaves, hUmedas, de color y aspecto
cremoso. Las colonias tiene un aspecto de levadura de
consistencia blanda y sus filamentos se proyectan

hasta la profundidad del agar.

Las colonias de Céandida crecen “in vitro” en
condiciones de aerobiosis en medios de cultivo con un
rango de pH entre 2,5y 7,5 a una temperatura de 20°
Cy 38° C. (45) (46)
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2.2.3. Nistatina

2.2.3.1.

2.2.3.2.

Concepto

La Nistatina es un antibidtico y fungicida con
accion de varias levaduras y hongos. Es un antibiético
obtenido por Streptomyces noursei, tiene actividad
especifica contra Candida albicans y otras especies

de candida.

Indicado en candidiasis oral en adulto y nifios.
(47) (48)

Mecanismo de accion

La nistatina actta al unirse con esteroles en la
membrana celular de los hongos, presentando como
resultados cambios en la permeabilidad de la
membrana lo que permite una pérdida de proteinas,
glicidos y cationes monovalentes y divalentes,

causando la muerte celular. (49)
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CAPITULO Il
HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis

H1: El extracto acuoso y etandlico de la Caesalpinia spinosa

(Tara) presenta efecto antimicético sobre las cepas de
Céndida albicans.

HO: El extracto acuoso y etandlico de la Caesalpinia spinosa
(Tara) no presenta efecto antimicotico sobre las cepas de

Candida albicans.

3.2. Operacionalizacion de las variables
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VARIABLES

INDICADOR TIPO ESCALA/VALOR
INDEPENDIENTES
Diametro de halo
de inhibicion a
diferentes Cuantitativa ]
. Razén / mm
concentraciones
(25%, 50%, 75%
Extracto y 100%)
Acuoso de Nula(-)= <8 mm
Caesalpinia Sensibilidad limite
spinosa (Tara) Diametro de halo (+)=9-14 mm
de inhibiciéon o Muy sensible(++)=
. Categorica
(segun la escala 15-19 mm
de Duraffourd) -Sumamente
sensible (+++)= >20
mm
Diametro de halo
de inhibicion a
diferentes Cuantitativa
_ Razén / mm
concentraciones
(25%, 50%, 75%
y 100%)
Extracto Etandlico
. Nula(-)= <8 mm
de Caesalpinia o _
. Sensibilidad limite
spinosa (Tara) .
Diametro de halo (+)=9-14 mm
de inhibicién . Muy sensible(++)=
Categorica
(segun la escala 15-19 mm
de Duraffourd) -Sumamente

sensible (+++)= >20

mm
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Crecimiento

Candida albicans micético de la Cuantitativa Razéon / UFC

cepa
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4.1.

4.2.

CAPITULO IV
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
Disefio de la investigacion

El presente estudio se tratd de un disefio experimental
porque se utilizaron técnicas de cultivo en inoculados con
cepas de Candida albicans, a los que se les aplic6 discos
embebidos a diferentes concentraciones de la Caesalpinia

spinosa para ambos estados “acuoso y etandlico”.
Tipo de investigacion
La investigacion es de tipo:

e Experimental porque se trabajé en dos estados acuoso
y etanolico de la Caesalpinia spinosa (Tara) en
distintas concentraciones sobre cepa de Candida

albicans.

e Prospectivo ya que los datos se examinaran transcurrido

un determinado periodo.

e Transversal debido a que las variables seran observadas
en un solo tiempo determinado, lo que se realizé una
comparaciéon entre las distintas concentraciones de la

Caesalpinia spinosa.
e Analitico porque permitira conocer el efecto antimicotico,

ya que se pone a prueba las diferentes hipotesis de la

investigacion.

36



4.3. Ambito de estudio

4.4.

El proyecto de investigacion se desarrolldo en la Universidad
Privada de Tacna, en la Facultad de Ciencias de la Salud, en

el laboratorio de Microbiologia.

Poblacién y muestra

Para la ejecucion del estudio experimental, se utilizé distintas
concentraciones de los extractos acuoso y etanodlico de la

Caesalpinia spinosa (Tara) analizando su efecto antimicotico.

Poblacion:

Céandida albicans ATCC 10231

Muestra:
Tamano de la muestra

(Z ;+2,) 0}
62

n=
Donde:

Za2 = Coeficiente de confiabilidad al 95% (1,96)
Zr = Potencia de la prueba al 80% (0,84)

02 s/52 = 1 = Variacion relativa de los halos 1

n= 8 repeticiones para cada concentracion.

*Variacion relativa de los halos toma valores entre 1 a 3.
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Unidad de andlisis

Placa Petri con cepas de Candida albicans ATCC 10231 alas
que se les aplico diferentes concentraciones de extracto

acuoso y etandlico de la Caesalpinia spinosa.

4.4.1. Criterios de Inclusién

e Vainas en buen estado, sin bacterias y hongos.

e Hongos Candida albicans ATCC 10231 sembrado en agar.

4.4.2. Criterios de Exclusién

e Vainas con bacterias y hongos.

e Hongos Céandida albicans ATCC 10231 que no haya sido
sembrado en condiciones apropiadas.

4.5. Instrumento de Recoleccién de datos

Se disefi6 una ficha para el registro de los halos de inhibicién
en milimetros, de las diferentes concentraciones, numero de
placas realizadas y el tipo de extracto. (ANEXO 01)
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4.6. Material de Laboratorio

Autoclave

Balanza electronica analitica
Balanza digital

Vortex

Estufa

Microscopio

Refrigeradora

Placas Petri descartable de 100 x 15 mm
Papel filtro Whatman N° 4

Micro pipetas 5 yL — 50 L

Agua destilada

Hisopos de madera estéril

Papel aluminio comercial

Papel kraft

Tubos de ensayo

Alcohol etilico 70°

Algodon

Probeta 100/ 1 ml

Tips para micro pipeta 200 yL — 1000 uL
Tubos de centrifuga 15 ml

Frascos de vidrio color ambar 30 ml
Centrifuga

Incubadora

Mechero de Bunsen

Espétulas

Pinzas

Matraz de laboratorio 250 ml

Vasos de precipitacion de100 ml
Medios de cultivo

Mascarillas desechables
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Guantes quirdrgicos desechables
Gorro desechable

Mandil

Campo descartable

Marcadores

Cartulina negra

Cinta indicadora para esterilizar a vapor
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CAPITULO V

PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS DE DATOS

5.1. Obtencién de especie de Caesalpinia spinosa:
a. Recolecciodn: Se obtuvo de una empresa comercializadora
de especies de la cuidad de Tacna, examinando que se
encuentre en buen estado y transportando en bolsas de

papel kraft para preservar su integridad.

Se solicitd la identificacion taxondmica de esta especie
botanica a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, anexando
dicha especie en un sobre manila. (ANEXO 02)

b. Lavado: La muestra recaudada fue llevada al “Laboratorio
de Microbiologia” en el cual se realiz6 la exclusién de
ciertas sustancias raras que presentaban las vainas, para
luego continuar con el lavado de la muestra con agua

destilada y poder desinfectarla con NaOCI.

c. Secado: Las vainas de la Caesalpinia spinosa se
colocaron sobre un papel kraft y fueron sometidas a la
estufa a una T° de 40 °C.
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5.2.

d. Pulverizacién y Tamizacién: Posteriormente, se
seleccionaron las vainas de Caesalpinia spinosa para
luego pulverizarlas con la ayuda de un utensilio (licuadora),
dicha muestra molida pas6 por un cribado para

estandarizar la medida de las particulas de las vainas.

e. Almacenamiento: Seguidamente la muestra se coloc6 en

pequefios frascos de vidrio para su siguiente uso.

Obtencién del Extracto Acuoso

Se peso6 una cantidad 50 gr de polvo de vaina de Caesalpinia
spinosa, invertirla en un frasco de vidrio Boeco agregandole
200 ml de agua destilada, llevandole al autoclave por 1 hora,
la muestra se filtr6 dos veces con papel Whatmann N° 4,
consiguiendo un extracto puro exento de gérmenes. Se
realizo el centrifugado del extracto acuoso en Tubos falcon de
15 ml durante 10 min, luego se llevé a un frasco ambar de 30
ml. Seguidamente se prepar6 en cuatro concentraciones: 30
WL de extracto con 10 pL de agua destilada para la obtencion
de una concentracion al 75%, 20 uL de extracto con 20 uL de
agua destilada para la obtencién de una concentracion al
50%, 10 uL de extracto con 30 pL de agua destilada para la
obtencion de una concentracion al 25% en frascos ambar
estériles. Luego de la obtencion de las concentraciones se
llevo al Vértex por 30 seg para su homogenizacion. Se coloco
a la refrigeradora para su conservacion hasta su posterior

utilizacion.
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5.3. Obtencién del Extracto Etandlico

Se pesO una cantidad de 50 gr de muestra molida de
Caesalpinia Spinosa para luego ser colocado en un frasco
de vidrio Boeco agregandole 500 ml de alcohol de 70°,
dejando macerar durante diez dias realizando ciertos
movimientos de agitacion durante 10 minutos 2 veces al dia.
El macerado se filtr6 en papel Whatmann N° 4, luego se llevo
a la estufa a una T° de 50 °C para su deshidratacion hasta
obtener un extracto etandlico seco. Luego de la obtencion de
la muestra se pulverizd con la ayuda de un mortero de
porcelana hasta obtener una muestra fina. Se le agreg6
alcohol de 70° para obtener el extracto etandlico al 100%.
Seguidamente se prepard en cuatro concentraciones: 30 uL
de extracto con 10 uyL de alcohol etilico de 70° para la
obtencién de una concentracion al 75%, 20 uL de extracto con
20 uL de alcohol etilico de 70° para la obtencién de una
concentracion al 50%, 10 pL de extracto con 30 pL de alcohol
etilico de 70° para la obtencién de una concentracion al 25%,
en frascos ambar estériles. Luego de la obtencion de las
concentraciones se llevé al Vortex por 30 seg para su
homogenizacién. Se colocé a la refrigeradora para su

conservacion hasta su posterior utilizacién.
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5.4.

5.5.

Obtencion de la Cepa Microbiana

La cepa microbiana Candida albicans ATCC 10231 fue
obtenida de un distribuidor de cepas bacterianas (GenLab).

Determinacion de sensibilidad antibacteriana por el
método difusion de disco

a. Preparacion de los medios

Se inicié con la preparacion del medio de cultivo Tryptic
Soy Agar de 500 gr fue preparado segun las instrucciones
del fabricante (40 gr por cada 1000 ml) con agua destilada
en un frasco, se llevo al autoclave por 1 h, luego el medio
se repartio en 17 placas Petri (100 mm x 15 mm), 8 placas
Petri para el extracto acuoso, 8 placas Petri para el extracto
etandlico y una placa Petri para el control positivo y
negativo, se esperd 5 min hasta que tome su consistencia
gelatinosa, se rotularon las placas Petri en la parte superior
con el nombre de cada extracto y concentracion, se
colocaron a la incubadora por 24 h. Al dia siguiente, fue
retirado de la incubadora y llevado a la refrigeradora para

Su conservacion.
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Se preparé también el medio de Tryptic Soy Broth de 500
gr siguiendo las instrucciones del fabricante (30 gr por cada
1000 ml) se mezclé con agua destilada en un matraz, la
mezcla se colocé en 03 tubos de ensayo con 40 ml de cada
uno, para luego llevarlos al autoclave por 1 h,
posteriormente fue colocado a la refrigeradora para su
conservacion, utilizado para la activacion de la cepa
microbiana Candida albicans ATCC 10231.

b. Preparacion de los discos

Los discos de papel filtro de 6 mm de diametro fueron
preparados para contener una cantidad de 20 pL de
extracto acuoso y etandlico. Se utilizé un total de 68 discos,
en el que se ocup6 32 discos para el extracto acuoso, 32
discos para el extracto etandlico y 4 discos para el grupo
control. Los discos se esterilizaron mediante una autoclave

a una presion de 120 ° C por 15 min.

c. Activacion de la cepa microbiana

Se procedié a romper la bombilla en el que se encontraba
la cepa, luego fue sembrado en el Tryptic Soy Agar de una
placa Petri para el crecimiento del cultivo joven de la
bacteria, llevando a la incubadora por 24 h a una T° de 37

°C con la intencién de lograr colonias.
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d. Preparacion del in6culo bacteriano

Fueron activas en caldo (tubos de ensayos) con la ayuda
de un asa bacteriologica, y se incubaron a 37 °C durante
5 horas. Se utiliz6 un voOrtex para obtener una total
homogenizacion de las colonias y asegurar su total
dispersién en el caldo, pudiendo alcanzar una turbidez

similar al tubo 0.5 de la escala de McFarland.

e. Inoculacién de la placa

Para determinar el efecto antimicotico de Candida
albicans se emple6 el método de Difusion de discos en
cuatro concentraciones de Caesalpinia spinosa para los

extractos.

El hisopado, consisti6 en aplicar el caldo sobre la
superficie del agar estirdndolo 4 veces hasta que el indculo
guede distribuido de manera homogénea, se dej6 secar de

5 a 10 minutos a temperatura ambiente.

METODO DE DIFUSION DE DISCOS

Basado en el trabajo de Kirby-Bauer, es uno de los
meétodos que el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) aconseja para la determinacién de la

sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos.
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Este método consiste en colocar en una superficie de agar
de una placa de Petri previamente inoculado con el
microorganismo, discos de papel impregnados con los
diferentes antibioticos. Este ultimo se pone en contacto
con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y
el antibidtico difunde al agar. El antibiético se difunde
formandose un gradiente de concentracion. Transcurrido
el tiempo de 18-24 horas de incubacion, los discos se

presentan rodeados por una zona de inhibicion.

La concentracion de antibidtico en la interfase entre
bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se le conoce
como concentracion critica y se aproxima a la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en la que es

obtenida por el Método de Dilucion.

Se mide el diametro de la zona de inhibicién de cada una
de las cepas con un calibrador. La lectura de los halos de
inhibicion debe analizarse como sensible (S), intermedia

(D) o resistente (R).
Esta prueba de sensibilidad es facil y rapido de realizar, se

aplica a una amplia variedad de bacterias aerobias no

exigentes de crecimiento rapido. (50) (51)

47



f.

Dispensacion de discos a placas inoculadas

Se utilizé micropipetas a un volumen 20 uL para los

extractos acuoso, etanolico y grupo control.

Luego con una pinza estéril de punta fina se procedio a
colocar un disco de 6 mm de diametro previamente
esterilizado sobre el cultivo de Candida albicans en
placas Petri previamente preparados, los discos de papel
fitro fueron humedecidos con las respectivas

concentraciones de Caesalpinia spinosay grupo control.

Se dejé la placa no menos de media hora a una T°
ambiente para que el disco absorba agua del medio de
cultivo y asi permite la difusion radial del antimicrobiano

selectivo.

Incubacién

Las placas fueron incubadas durante 24 horas a una T° de
37 °C, para esto se colocé la caja en posicion invertida en
un ambiente con oxigeno, este proceso es necesario para
el desarrollo de la Candida albicans y de la formacion de

halos de inhibicion.

48



h. Lectura

Una vez transcurrido dicho tiempo, se procede a la
medicion y la interpretacion de la zona que circunda el
disco (halo de inhibicibn) tomando un registro en
milimetros con ayuda del calibrador digital para lograr

obtener mediciones exactas.

Finalmente se evaluaron los resultados mediante la escala

de Duraffourd:

-Nula () para un diametro inferior a 8 mm.

-Sensibilidad limite (sensible = +) para un diametro

comprendido entre 9 a 14 mm.

-Medio (muy sensible = ++) para un didmetro entre 15

a 19 mm.

-Sumamente sensible (+++) para un diametro superior

a 20 mm.

5.6. Cromatografia

Es la separacion de los pigmentos contenidos en los
componentes a separar; se distribuyen en dos fases. La fase
estética inicia cuando se fija la mezcla a su soporte especifico
y se planifica para la aplicacion de la movil. La fase movil inicia
a mover otra sustancia sobre el soporte, permitiendo asi su
reaccion con los componentes de la mezcla, para que la
diferencia en la velocidad de reaccion sirve como criterio de

separacion. (52)
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Cromatografia de capa fina (TLC)

Es una técnica utilizada para aislar mezclas no volatiles,
aplicando una fase estacionaria fina sostenida por un soporte
inerte; puede desarrollarse en la escala analitica como medio
para monitorear el progreso de una reaccion, o en una escala
preparativa para purificar pequefias cantidades de un
compuesto. TLC es una escala analitica debido a su
simplicidad, alta sensibilidad y velocidad de separacion. El
objetivo de la TLC es lograr manchas bien definidas y

separadas.

El procedimiento se realiza sobre una hoja de papel de
aluminio, plastico o vidrio que se recubre con una delgada
capa de material adsorbente solido. EI material empleado
generalmente es oxido de aluminio, celulosa o gel de silice.
Una pequefia porcion de la mezcla a analizar se coloca cerca
del fondo de la placa. Luego, la placa de TLC se ubica en un
frasco con un disolvente en una cadmara de revelado de modo
que solo el fondo de la placa este en el liquido. Este liquido
es la fase mévil y asciende lentamente por la placa de TLC
por capilaridad, se establece un equilibrio para cada
componente de la mezcla entre las moléculas de ese
componente que se adsorben en el sélido y las moléculas que

estan en solucion.
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Los componentes diferirdn en solubilidad y en la fuerza de su
adsorcion al adsorbente y algunos componentes seran
trasladados mas arriba de la placa que otros. Cuando el
solvente alcanza la parte superior de la placa, esta se retira
de la camara de revelado, se seca y se visualiza los
componentes separados de la mezcla. La visualizacion es
sencilla cuando los componentes estan coloreados; por lo
general, los componentes no estan coloreados y se utiliza una
lampara UV. (53) (54)

Se realizdé un andlisis fisico-quimico del extracto acuoso y
extracto etanodlico de Caesalpinia spinosa en el laboratorio
de la Universidad Catolica de Santa Maria de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas
“Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad”, con sede en la
ciudad de Arequipa en el Perd. (ANEXO 03)
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Se entregaron las muestras de los extractos (acuoso y etandlico) en el
laboratorio de la Universidad Catodlica de Santa Maria de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas “Laboratorio de

Ensayo y Control de Calidad”, en Arequipa.

El andlisis fue por medio de Metodologia thin layer chromatography (TLC),

los datos obtenidos son los siguientes:

= Extracto acuoso de la Caesalpinia spinosa, se determiné la
presencia de terpenos, di terpenos y terpenoidales.

= Extracto etandlico de la Caesalpinia spinosa, se determiné la

presencia de terpenos, di terpenos y terpenoidales.
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TABLA 01: ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS EXTRACTO ACUOSO Y
ETANOLICO AL 25%, 50%, 75%, 100% Y NISTATINA 0,25%

Minimo Maximo Media Desv.
Extracto Concentracion N (mm) (mm) (mm) tip. (mm)
Extracto acuoso 25% 8 .00 .00 .0000 .00000
50% 8 8.48 11.74 10.3675 1.00682
75% 8 11.04 14.37 12.8163 1.17177
100% 8 12.89 15.63 14.0925 1.20085
Extracto 25% 8 12.61 22.07 17.5350 3.62049
Etandlico 50% 8 9.76 14.96 11.8050 1.63835
75% 8 8.43 14.60 10.8863 2.02459
100% 8 6.75 16.04 9.9963 3.12510
Grupo Control  Nistatina 0.25 %
(control Positivo) .00 20.55 5.0525 9.35718
Agua  destilada
.00 .00 .0000 .00000

(Control Negativo)

Fuente: Extracto acuoso y etandlico
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GRAFICO 01: ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS EXTRACTO ACUOSO

Y ETANOLICO AL 25%, 50%, 75%, 100% Y NISTATINA 0,25%
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Fuente: Extracto acuoso y etanolico
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Interpretacion:

En la presente tabla y grafico se puede apreciar la distribucion por
estadisticos descriptivos, donde para el extracto acuoso al 25 %
corresponde a un minimo de 0,00 mm, un méaximo de 00,00 mm, con un
promedio de 0,000 mm y desviacion estandar (DE) 0,000 mm. Para el
extracto acuoso al 50 % en la mediciobn Media corresponde a un minimo de
8,48 mm, un maximo de 11,74 mm, con un promedio de 10,3675 mm y DE
1,00682 mm. Para el extracto acuoso al 75 % en la medicibn Media
corresponde a un minimo de 11,04 mm, un maximo de 14,37 mm, con un
promedio de 12,8163 mm y DE 1,17177 mm. Finalmente para el extracto
acuoso al 100 % en la mediciéon Media corresponde a un minimo de 12,89
mm, un maximo de 15,63 mm, con un promedio de 14,0925 mm y DE
1,20085 mm.

Para el extracto etandlico al 25 % corresponde a un minimo de 12,61 mm,
un maximo de 22,07 mm, con un promedio de 17,5350 mm y DE 3,62049
mm. Para el extracto etandlico al 50 % en la mediciébn Media corresponde
a un minimo de 9,76 mm, un maximo de 14,96 mm, con un promedio de
11,8050 mm y DE 1,63835 mm. Para el extracto etandlico al 75 % en la
medicion Media corresponde a un minimo de 8,43 mm, un maximo de 14,60
mm, con un promedio de 10,8863 mm y DE 2,02459 mm. Finalmente para
el extracto etandlico al 100 % en la medicibn Media corresponde a un
minimo de 6,75 mm, un maximo de 16,04 mm, con un promedio de 9,9963
mm y DE 3,12510 mm.
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Se resalta en el grafico o diagrama de cajas que a partir de los 9 puntos
hay actividad antimicotica sobre todo en el extracto etandlico sobre el

acuoso.

Para la Control Positivo Nistatina al 0,25% en la medicion Media
corresponde a un minimo de 0,00 mm, un méaximo de 20,55 mm, con un
promedio de 5,0525 mm y DE 9,35718 mm.

Para el control Negativo con agua destilada en la medicibn Media
corresponde a un minimo de 0,00 mm, un maximo de 0,00 mm, con un
promedio de 0,000 mm y DE 0,0000 mm.

Para el control negativo presenté actividad nula.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

En primer lugar comprobaremos si los halos de crecimiento (mm) cumple

el criterio de normalidad basandonos en la prueba de Kolmogorov-Smirnov

y Shapiro-Wilk por medicion y grupo de estudio.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-

Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Extracto Concentraciones Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Extracto 50% 161 8 .200(*) .961 8 .822
acuoso 75% 229 8 .200(*) .912 8 .371
100% .308 8 .024 793 8 .024
Extracto 25% 155 8 .200(*) .925 8 .473
Etandlico 50% 157 8 .200(*) .949 8 .702
75% 239 8 .198 913 8 .374
100% .353 8 .004 .834 8 .065
Grupo Nistatina al 0.25%
Control  (Control Positivo) 455 2 000 572 2 000
Nistatina al 0.25%
0 .1.00 .000 0 1.000

(Control Negativo)

* Este es un limite inferior de la significacién verdadera.

Ho: Los datos se distribuyen de manera normal

Hi: Los datos se distribuyen de manera no normal
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Los resultados muestran que segun Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk

que su valor p 6 Sig, son en su mayoria mayores a 0,05, por lo tanto No se

Rechaza Ho

Por tanto, se concluye que debe usarse una prueba Paramétrica.

En segundo lugar la prueba a elegir es la prueba paramétrica de Analisis

de ANOVA
ANOVA
Suma de Media
Extracto cuadrados cuadratica F Sig.
Extracto Acuoso  Inter-grupos 137.540 34.385 5.643 .053
Intra-grupos .000
Total 137.540
Extracto Etandlico Inter-grupos 160.810 40.202 7.446 .024
Intra-grupos .000
Total 160.810
Control Nistatina Inter-grupos 126.810 31.703 0.892 531
Intra-grupos 177.775 35.555
304.585 9
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Se realiza la prueba de ANOVA para demostrar diferencia entre las
variables, donde con un valor Sig. o valor p es menor a 0,05; por lo tanto,
existe diferencia de la media de las mediciones del Halo en milimetros de

crecimiento entre los grupos estudiados.

Ho: No Existe diferencia entre el Extracto acuoso, extracto etandlico y

control Nistatina.

H1: Existe diferencia entre el Extracto acuoso, extracto etandlico y control
Nistatina.

a =0,05

Como P < a se rechaza Ho

Decision: Existe diferencia entre la media del Extracto acuoso (p: 0,053)

extracto etandlico (p: 0,024) control nistatina (.p: 0.531).

En tercer lugar se agrega la prueba Paramétrica del Andlisis de varianza

e intervalo de confianza para medir promedio de ambos grupos de estudio

Ho: No existe diferencia entre la media del Extracto acuoso y extracto
etandlico al 25%, 50%,75 %, 100% y Nistatina al 0,25%.

H1: Existe diferencia entre la media del Extracto acuoso y extracto etandlico
al 25%, 50%,75 %, 100% y Nistatina al 0,25%.

a =0,05
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ANALISIS DE VARIANZA E INTERVALO DE CONFIANZA

Suma de Media
Concentraciones cuadrados gl cuadratica F Sig.
25% Inter-grupos  1229.905 1 1229.905 187.658 .000
Intra-grupos  91.756 14 6.554
Total 1321.661 15
50% Inter-grupos 8.266 1 8.266 4.470 .053
Intra-grupos  25.885 14 1.849
Total 34.151 15
75% Inter-grupos  14.900 1 14.900 5.446 .035
Intra-grupos  38.304 14 2.736
Total 53.204 15
100% Inter-grupos  67.117 1 67.117 11.976 .004
Intra-grupos  78.458 14 5.604
Total 145.575 15
Nistatina al 0.25% Inter-grupos 102.111 1 102.111 2.332 .149
Intra-grupos 612.897 14 43.778
Total 715.008 15

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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GRAFICO INTERVALO DE CONFIANZA: CRECIMIENTO
ANTIMICOTICO EN DIFERENTES CONCENTRACIONES EXTRACTO
ACUOSO Y ETANOLICO
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Interpretacion:

En el presente grafico se puede apreciar la distribucion por crecimiento
antimicético medido por el halo en milimetros, donde se considera a
diferentes concentraciones, el halo del extracto acuoso crece relativamente
menos en relacién al extracto etandlico, vale decir que el efecto del extracto
etandlico supera ligeramente al del extracto acuoso sobre el crecimiento

antimicoética de la candida albicans.

Como P < a en su gran mayoria de concentraciones se rechaza Ho.

Decision: Existe diferencia entre la media del Extracto acuoso y el extracto
etandlico al 25%, (p<0,00) 75% (p: 0,035) y al 100% (p: 0,004): vale decir
gue esta Ultima tiene mayor efecto antimicético debido a su valor p. y que
el crecimiento antimicotico difiere del actuado por el extracto acuoso en

diferentes concentraciones.
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DIAMETRO DE HALO DE INHIBICION (SEGUN LA ESCALA DE

DURAFFOURD)
Diametro de halo de inhibicion
Extracto Media Desv.tip. (segun la escala de
Duraffourd)
Extracto acuoso  25% .0000 0.00000 Nula(-)<=8 mm
50% 10.3675 1.00682  Sensibilidad limite (+)= 9-14 mm
75% 12.8163 1.17177  Sensibilidad limite (+)= 9-14 mm
100% 14.0925 1.20085 Sensibilidad limite (+)= 9-14 mm
Extracto 25% 17.5350 3.62049 Muy sensible(++)=15-19 mm
Etandlico 50% 11.8050 1.63835 Sensibilidad limite (+)= 9-14 mm
75% 10.8863 2.02459  Sensibilidad limite (+)= 9-14 mm
100% 9.9963 3.12510 Sensibilidad limite (+)= 9-14 mm
Control Positivo
5.0525 9.35718 Nula(-)<= 8 mm

Grupo Control

Nistatina 0.25 %

Control Negativo

Agua destilada .0000

%

0.00000

Nula(-)< =8 mm

Para el Efecto antimicético observando los Halos de Inhibicibn de

crecimiento: El Extracto acuoso al 25%, representa didmetro nulo, el 50%

75% y al 100% presentan Sensibilidad limite. Por otro lado el extracto

etandlico muestra diametro de halo que al 25% es muy sensible, al 50%,

75% y al 100% sensibilidad limite y sensibilidad nula para la nistatina.
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DISCUSION

La Caesalpinia spinosa (tara), tiene un amplio uso empirico, conteniendo
propiedades curativas, inflamacion de las amigdalas por medio de una
infusion de las vainas maduras, la infusidén de las hojas para la estomatitis,

la coccién de las ramas se usa como abortivo.

El objetivo de este estudio fue establecer cual de los extractos de
Caesalpinia spinosa (tara) tienen mayor efecto sobre la Céandida
albicans. Al evaluar el efecto antimicético de la planta nos brinda
resultados positivos en distintas concentraciones. El extracto acuoso de la
Caesalpinia spinosa (tara) presentd mejores resultados en
concentraciones elevadas de 50%, 75% y 100% con halos de inhibicion de
sensibilidad limite de 10.3675 mm, 12.8163 mm y 14.0925 mm
respectivamente. Por otro lado, para el extracto etandlico hubo mejores
resultados en concentraciones minimas con un 25% con halos de inhibicion

muy sensible de 17.5350 mm.

Estudio que difiere del presentado por Luna-Vilchez M, Diaz-Vélez C,
Baca-Dejo F, donde sus resultados fueron negativos para CAy TM en su
efecto microbioldgico sobre el crecimiento de los extractos acuoso, acido y
alcohdlico, pero favorable para MC Y TR en extracto alcohélico. Asimismo
hubo diferencia en la velocidad de crecimiento de CA, TR'Y TM en los tres
extractos comparado con Agar Sabouraud, ademas TR, TM y MC mostré

diferencia con la velocidad de crecimiento en el extracto alcohdlico.
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Existe diferencia entre la media del Extracto acuoso (p: 0,53) extracto

etandlico (p: 0,24)

Estudio similar al presentado por Benites CHG, quien obtuvo un efecto de
incremento de forma proporcional a las concentraciones, obteniendo una
efectividad media en los porcentajes de 75% y 100%, y una afectividad
limite en el de 25% y 50%, demostrando que el 50% de la Concentracion

minima inhibitoria tiene un efecto sobre Candida albicans.

EL crecimiento antimicotico medido por el halo en milimetros donde se
puede apreciar a diferentes concentraciones el halo del extracto acuoso
crece menos en relacion al extracto etandlico vale decir que el efecto del
extracto etanolico supera al del extracto acuoso sobre el crecimiento

antimicotico de la Candida albicans.

Existe diferencia entre la media del Extracto acuoso y el extracto etandlico
al 25%, (p<0,00) 75% (p: 035) y al 100% (p: 0,004): vale decir que esta
altima tiene mayor efecto antimicotico debido a su valor p. y que el
crecimiento antimicético difiere del actuado por el extracto acuoso en

diferentes concentraciones.
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Segun el estudio presentado por Ugufia KBC, Le6n PP, Chacha AF,
quienes obtuvieron que la Nistatina indicé un halo de inhibicion de 23.42
mm y el 100% un halo de 16.5 mm mostrando ser sensibles, el 75% y 50%
de concentraciones mostraron sensibilidad intermedia de 14.75 mmy 10.96
mm respectivamente, y el 25% fue resistente con un 6.46 mm contra
Céandida albicans. Comparandolo con nuestro trabajo de investigacién
podemos diferir que la Nistatina tiene un efecto antimicotico del 5.0525 mm

siendo una sensibilidad nula segun la escala de Durraffourd.

Segun el estudio de Robles G, Cayo C, Ayala E, Rios C, quienes
evidenciaron el efecto del ajo y avena coloidal frente el Clotrimazol 500 mg
(grupo control) en cepas de Candida albicans, la cual se emple6 diferentes
concentraciones de soluciones de ajo (10% - 90%) y avena coloidal (10% -
40%), evaluando los halos de inhibicién constituidos a los aledafios de cada
concentracion sobre dichas cepas, en la que se obtuvo mayor
concentracion a partir del 40% de la solucion de ajo presentando un efecto
positivo con la Candida albicans con una medida de 6.0 mm de didmetro
en sus halos de inhibicion, es decir existe un efecto antimicético sobre dicho
cultivo; en comparacion a este estudio hubo mejores resultados al trabajar
en concentracion mayores en el extracto acuoso y en concentraciones

menores para el extracto etandlico.
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CONCLUSIONES

El mayor efecto corresponde al extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa (tara) a una concentracion del 25% (p>0,001) siendo muy

sensible.

Existe mayor efectividad en la concentracion del extracto etandlico
sobre el extracto acuoso de la Caesalpinia spinosa (tara), en la
concentracion al 25% (17.535 = 3.620 mm), 50% (11.805 + 1.638
mm), 75% (10.886 £ 2.024 mm) y 100% (9.996 + 3.125 mm) a traves
de la medicion de los halos de inhibicion en el cultivo de Candida
albicans (p<0,001).

La capacidad antimicoética de la tara (p<0,05) difiere del actuado por
la accion antimicética de la Nistatina (control positivo) (p: 0,149)

sobre cepas de la Candida albicans.

El efecto antimicético del extracto acuoso difiere del actuado por el

extracto etandlico de la Caesalpinia spinosa (tara) (p<0,05).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mas estudios para desarrollar la actividad
antimicética del extracto etandlico de la Caesalpinia spinosa (tara)

en concentraciones minimas.

Se recomienda el uso y promocion en la elaboracion de productos
farmacéuticos de caracter odontologico, habiéndose demostrado la
eficacia antimicética de la Caesalpinia spinosa (tara) sobre la
Céandida albicans.

Se sugiere realizar pruebas in vitro para valorar la efectividad y
toxicidad que pueden proporcionar los componentes activos de

Caesalpinia spinosa (tara).
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ANEXOS

Anexo 01: Ficha de recoleccion de datos

PATOGENO CONCENTRACION DEL EXTRACTO
Candida albicans ACUOSO DE LA
ATCC 10231 Caesalpinia spinosa (tara)
25% 50% 75% 100%

Diametro del halo de inhibicion (mm)
PLACA 01
PLACA 02
PLACA 03
PLACA 04
PLACA 05
PLACA 06
PLACA 07
PLACA 08

CONCENTRAQIC)N DEL EXTRACTO

ETANOLICO DE LA
Caesalpinia spinosa (tara)
25% 50% 75% 100%

Diametro del halo de inhibicion (mm)
PLACA 01
PLACA 02
PLACA 03
PLACA 04
PLACA 05
PLACA 06
PLACA 07
PLACA 08

Grupo Control

Positivo Negativo

PLACA 01
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PATOGENO
Candida albicans

CONCENTRACION DEL EXTRACTO
ACUOSO DE LA

ATCC 10231 Caesalpinia spinosa (tara)
25% 50% 75% 100%
Diametro del halo de inhibicion (mm)
PLACA 01 0 mm 9.8 mm 13.7 mm 13.44 mm
PLACA 02 0 mm 10.08 mm | 13.48 mm | 12.89 mm
PLACA 03 0 mm 10.76 mm | 14.37 mm | 15.37 mm
PLACA 04 0 mm 11.38 mm | 11.04 mm | 13.42 mm
PLACA 05 0 mm 10.17 mm | 13.82 mm | 15.54 mm
PLACA 06 0 mm 8.48 mm 12.01 mm | 13.52 mm
PLACA 07 0 mm 1053 mm | 12.01 mm | 12.93 mm
PLACA 08 0 mm 11.74mm | 1220 mm | 15.63 mm
CONCENTRAQION DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LA
Caesalpinia spinosa (tara)
25% 50% 75% 100%
Diametro del halo de inhibicion (mm)
PLACA 01 21.47 mm | 12.75 mm 14.6 mm 16.04 mm
PLACA 02 1857 mm | 11.03mm | 10.77 mm 8.64 mm
PLACA 03 12.61 mm 9.76 mm 9.56 mm 9.18 mm
PLACA 04 16.09 mm | 12.48 mm | 10.06 mm 9.12 mm
PLACA 05 20.23 mm | 11.98 mm | 9.46 mm 9.17 mm
PLACA 06 16.04 mm | 11.19 mm | 10.94 mm 6.75 mm
PLACA 07 22.07 mm | 14.96 mm | 8.43 mm 7.64 mm
PLACA 08 13.20 mm | 10.29 mm | 13.09 mm | 13.43 mm
Grupo Control
Positivo Negativo
PLACA 01 19.87 mm | 20.55 mm 0 mm 0O mm
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Anexo 02: Resultados de la Taxonomia de especie Botanica

22 rems. W

ESTUDIO IN VITRO, TACNA 2019”

SOLICITO: TAXONOMIA DE ESPECIE
BOTANICA

SENOR DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE BASADRE GROHMAN

Yo, YESICA MIRIAM ALVAREZ
CHOQUE, identificada con DNI N°
73145619 con domicilio calle Belisario
Sudrez Mz. K Lt. 110 del distrito de Alto de
la Alianza. . Ante Ud. respetuosamente me

presento y expongo:

Que estando cursando el 5° afio de la carrera profesional de ODONTOLOGIA en la Universidad
Privada de Tacna, solicito a Ud. un estudio taxonémico sobre la “Tara” para ejecutar el trabajo de
tesis “EFECTO ANTIMICOTICO DEL EXTRACTO ACUOSO Y ETANOLICO DE LA
CAESALPINIA SPINOSA (TARA) SOBRE LA CANDIDA ALBICANS ATCC 10231 EN UN

POR LO EXPUESTO:

Ruego a Usted acceder a mi solicitud.

Tacna, 11 de Octubre del 2019

YESIGX ALVAREZ CHOQUE
DNI N° 73145619




O NRCICNAL JORGE BASADRE GROHIMANN
TAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
RECIBI DO

2 1 06T 21
Sefior: | Reolsbio N el

950 =

Firma:

Tacna,18 de octubre del 2019

Horal,

MSc. MAGNO ROBLES TELLO R

Decano de la Facultad de Ciencias Agropecuarias

Presente.-

De mi consideracién:

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. para manifestarle con relacién a la solicitud de la Srta.
Yesica Miriam Alvarez Choque sobre un estudio taxondmico de la “Tara” para ejecutar el
trabajo de Tesis “EFECTO ANTIMICOTICO DEL EXTRACTO ACUOSO Y ETANOLICO DE LA
Caesalpinia spinosa “Tara” SOBRE LA Candida albicans ATCC 10231 EN UN ESTUDIO IN
VITRO, TACNA 2019”.

Debo sefialar, que acompafia al presente, la identificacion , ubicacién taxondémica y
descripcién de la especie sefialada.

Sin més que informar al respecto, le saludo cordialmente.

Dra.Rosario Zegarra viuda de Chévez

Profesora Principal Facultad de Ciencias Agropecuarias
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Ubicacién taxonémica de la especie
Reino : Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliophyta
Orden : Fabales
Familia : Fabaceae
Subfamilia : Caesalpinoideas
Género : Caesalpinia
Especie: Caesalpinia tinctoria (Molina) Kuntze

Nombre comtin : Tara

Descripcién botdnica de la especie:

Es un arbol de 2-5 m. de altura. Tronco corto o ramificado desde la base. Corteza gris oscura .Copa
irregular. Ramas tiernas con espinas dispersas.

Hojas compuestas, biparipinnadas, con 5-8 pares de foliolos opuestos y sésiles.. Foliolos lisos,
elipticos de 2-5 cm. de longitud. Color verde oscuro brillante en el haz, y verde claro en el envés.

Inflorescencia: Racimosa. Flores pequefias de color amarillo rojizo. Hermafroditas, cigomorfas. Céliz
con un sépalo en forma de barco con dientes marginales. Corola con pétalos libres. Androceo con
10 estambres. Ovario stpero.

Fruto: Legumbre o vaina de color rojizo amarillento, de 6-12 cm de longitud. Semillas 4-10 ovoides.
Color marrén oscuro, brillosas. En estado verde son blandas transparentes y comestibles.
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Anexo 03: Resultados de laboratorio “Cromatografia”

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 B + 51 54 382038 ANEXO 1166
= edu.pe (9 hitp: edupe @0 Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004465B

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Yesica Miriam Alvarez Choque
Henry Oreste Martorell Vilca

Direccion del cliente : Urb. Santa Maria G-16 Arequipa

RUC : No corresponde

Identificacién del contacto : Yesica Miriam Alvarez Choque

Descripcién de la muestra : Extracto acuoso de la Tara

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicién del muestreo : Por el cliente
Tamaiio de muestra :5mL
Fecha de recepcion : 07/01/2020

Fecha de ejecucién de ensayo : 07/01/2020 al 15/01/2020
Fecha de emisién de informe : 15/01/2020

Pagina :1de2
I ANALISIS FISICO - QUIMICO:
ANALISIS RESULTADO
Se determiné
| DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS pesencia de:
‘ Metodologia thin layer chromatography (TLC) terpenos, di terpenos,
% terpenoidales

OBSERVACIONES:
— Lainformacién proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.
— El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso

al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a
la muestra tal como se recibié.

Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
A . LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
".r / Utb. San José SIN Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 T + 51 54 382038 ANEXO 1166
" :’ 02 laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (§) hitp:/Avww.ucsm.edupe @ Aptdo. 1350

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004465B

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente

Direccidn del cliente

RUC

Identificacién del contacto
Descripcion de la muestra

INFORMACION DEL ENSAYO
Condicién del muestreo
Tamaiio de muestra

Fecha de recepcion

Fecha de ejecucion de ensayo
Fecha de emisién de informe
Pagina

: Yesica Miriam Alvarez Choque

Henry Oreste Martorell Vilca

: Urb. Santa Maria G-16 Arequipa
: No corresponde

: Yesica Miriam Alvarez Choque

: Extracto acuoso de la Tara

: Por el cliente

:5mL

: 07/01/2020

: 07/01/2020 al 15/01/2020
: 15/01/2020

:2de2

DETERMINACION GENERAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Fase Mévil: Acetato de etilo metanol agua (4:0,5: 0,40)
Revelador: Vainillina (1%) Acido Sulfarico (5%) 100 °C
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 ® + 51 54 382038 ANEXO 1166
= i edupe @0 Aptdo. 1350

AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004465A

SEL

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Yesica Miriam Alvarez Choque
Henry Oreste Martorell Vilca

Direccién del cliente : Urb. Santa Maria G-16 Arequipa

RUC : No corresponde

Identificacién del contacto : Yesica Miriam Alvarez Choque

Descripcién de la muestra : Extracto etandlico de la Tara

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicién del muestreo : Por el cliente

Tamaiio de muestra :5mL

Fecha de recepcién : 07/01/2020

Fecha de ejecucién de ensayo : 07/01/2020 al 15/01/2020
Fecha de emision de informe  : 15/01/2020

Pagina :1de2
L ANALISIS FISICO - QUIMICO:
ANALISIS RESULTADO
Se determind
DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS presencia de:
Metodologia thin layer chromatography (TLC) terpenos, di terpenos,
terpenoidales

OBSERVACIONES:

- Lainformacién proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.

— El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a
la muestra tal como se recibid.

— Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad

WO Y.Coy

0{:;091; I"'O

<& 53
<F QO %
oF o
x4 »
33 £z
E , L S
Q.F/Hicardo A. Abril Ramirez S 73

A 00624 °!>?% 2
HSPECIALISTA 8N CONTROL DE amn - ©

CALIDAD LECC

/
/

81




UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
=

edu.pe (§ htip: edupe @M Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO N° ANA07A20.004465A

LECH

Nombre del cliente

Direccién del cliente

RUC

Identificacion del contacto
Descripcion de la muestra

INFORMACION DEL ENSAYO

lN!%liMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE
: Yesica Miriam Alvarez Choque

Henry Oreste Martorell Vilca

: Urb. Santa Maria G-16 Arequipa
: No corresponde

: Yesica Miriam Alvarez Choque

: Extracto etandlico de la Tara

Condicién del muestreo : Por el cliente
Tamario de muestra :5mL
Fecha de recepcion : 07/01/2020

Fecha de ejecucion de ensayo

: 07/01/2020 al 15/01/2020

Fecha de emisién de informe : 15/01/2020
Pagina :2de2

DETERMINACION GENERAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Fase Movil: Acetato de etilo metanol agua (4:0,5: 0,40)
Revelador: Vainillina (1%) Acido Sulfarico (5%) 100 °C
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Anexo 04: Férmula Farmacéutica de la Nistatina

GUIA DE FABRICACION Pag. 1de 1
Producto: LOTE: 10003203
NISTATINA 0,25% SOLUCION HIDROALCOHOLICA CSP 60ML

#ENSAYO: 01

LOTE .

ESTANDAR: 1 UND 60.000 ml VENCIMIENTO:
LINEA: CODIGO GF: C4DIGO PI: REEMPLAZA A: FECHA DE EMISION:

ELABORADO POR: REVISADO POR: AUTORIZADO POR: FECHA DE AUTORIZACION:
F. BASURCO M. F. BASURCO M. F. BASURCO M.

1.- FORMULA CUALI-CUANTITATIVA

5 P CANTIDAD| CANTIDAD o
CODIGO DESCRIPCION F.C. | (DIL)| U.M. LOTE UND (mg) %
1 NISTATINAS (COA: 6612 Ul/mg) g 0.150 - 0.250%
2 DIMETILDULFOXIDO g 3.000 - 5.000%
3 ALCOHOL ETILICO RECTIFICADO 96° mi 56.850 - 94.750%
I Volumen de: mi 60.0 = 100.0%

2.- ENVASE INMEDIATO: GOTERO 60ML PE/BLANCO

3.- PROCEDIMIENTO DE ELABORACION :

* Se pesa la nistatina la cantidad de 0.15 g para luego disolverlo con dimetilsulfoxido hasta obtener un solucion transltcida de color anaranjado |
llevar a un volumen de 60 ml con alcohol etilico rectificado 96 ©

4.- OBS:

* Este producto no es de uso topico ni oral, su ion es con fines experi
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armaceuticos y Quimice Pag. 1/3
BOLETIN DE ANALISIS

ProbucTo: NISTATINA PH. EUR.

LOTE: 11568/20 FORMULA: C47H75NO17 N° CAS: 1400-61-9

CAD: 02/2021 P.M.: 926,1 g/ mol

LOTE DE FABRICANTE: 4010117

FABRICANTE:ANTIBIOTICE FECHA DE LIBERACION: 08/2018

CARACTERISTICAS

DESCRIPCION: Polvo amarillo o ligeramente parduzco, higroscopico/ Yellow or slightly
brownish powder, hygroscopic :

SOLUBILIDAD: Muy poco soluble en agua, poco soluble en metanol, practicamente

insoluble en alcohol y éter/Practically insoluble in water, freely soluble in
dimethylformamide and in dimthyl sulphoxide, slightly soluble in ethanol,
practically insoluble in alcohol.

ENSAYOS
IDENTIFICACION/IDENTIFICATIO Conforme/Conform Conforme/Conform (0)
NBCDE

PERDIDA DESECACION/LOSS ON <5,0% 3.3% (0)

DRYING i

RIQUEZA/ASSAY >5000 Ulimg 6612 Ul/mg (0)
METALES PESADOS/HEAVY < 20 ppm <20 ppm (0)
METALS

CENIZAS <35% 0,60 % (0)
SULFURICAS/SULPHATED ASH

ABSORBANCIA/ABSORBANCE 305nm:>0,6 0.7404 (0)
IDENTIFICACION/IDENTIFICATIO A230/A28nm(0 0.83 - 1.25 1.06 (0)

NA

IDENTIFICACION/IDENTIFICATIO A291/A305nm 061 - 0.73 0.66 (0)

NA

Laboratorios :0 Datos suministrados por el fabricante o distribuidor autorizado respecio a lo sstablecido en el Real Decreto ~‘
2259/1994

Este certificado es una copia informatica del certificado de analisis original. Es valido sin firma.

Departamento Técnico
T. Fuentes / I. Lopez
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Anexo 05: Galerias de Fotografias

Figura 01: Muestra de especie de Caesalpinia spinosa
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Figura 02: Obtencidn del extracto acuoso de Caesalpinia spinosa
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Figura 03: Obtencion del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa
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Figura 04: Nistatina al 0.25%
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Figura 05: Activacion de la cepa Microbiana de Candida albicans ATCC 10231
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Figura 06: Vista Microscépica de Candida albicans ATCC 10231

WO ce
REF| 610053 z‘ /600 g

Tryptic Soy Broth

ace to USPEPIUP

Tryptic Soy Agar

(acc. to ENISO 11133)

[1i] www liofilchem.comyifu-sds
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Figura 07: Preparacion de los medios de cultivo
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Figura 08: Halo representativo de la sensibilidad de la Candida albicans ATCC 10231
frente al estado acuoso de la Caesalpinia spinosa

94




Figura 09: Halo representativo de la sensibilidad de la Candida albicans ATCC 10231

frente al estado etandlico de la Caesalpinia spinosa
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Figura 10: Control positivo (Nistatina) y Control negativo (Agua destilada) frente a cepas
microbianas de Candida albicans ATCC 10231
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