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RESUMEN

El presente trabajo es una contribucién a la b}402squedade nuevos agentes

antimicéticos a partir de productos naturales que se han Ilevado a investigar. Los

objetivos se orientaron a determinar Ias propiedades fisico-quimicas, ademés de

evaluar la actividad antimicética de| aceite esencial de las hojas de Origanum

vulgare L. �034orégano�035frente a una cepa de Candida albicans ATCC 10231, El tipo

_ de investigacién fue experimental. Se desarrollo en los Laboratorios de

Farmacognosia y Microbiologia de la Universidad Nacional San Cristobal de

Huamanga, durante |os meses de junio a noviembre del 2015. La muestra de

Origanum vulgare L.�034orégano�035que fue recolectada de la provincia de Huanta,

que se expenden en el mercado �034NeryGarcia Zarate�035de la ciudad de Ayacucho.

El método de extraccién de| aceite esencial fue por arrastre de vapor de agua y

la cepa de referencia fue Candida albicans ATCC 10231. La aciividad

antimicético se evalué por el método de disco difusién de kirby-Bauer. Se

utilizaron discos de papel embebidos con el aceite esencial a 25%, 50%, 75 % y

100 % respectivamente y como control se utilizé un disco de nistatina. Los halos

de inhibicién fueron 0,90 cm; 2,30 cm; 3,63 cm y 4,10 cm y para la nistatina 3,38

cm respectivamente. Se hallaron diferencias estadisticas entre los porcentajes

de los halos de inhibicién (ANOVA, p<0,05), en comparacién con el esténdar

nistatina (Dunnett, p<0,05) y el efecto de la concentracién (Duncan, p<0,05).

Asimismo, Ia Concentracién Minima Inhibitoria fue 0,055 mglml y la

Concentracién Minima Fungicida fue 0,11 mg/ml. Se concluye que el aceite

esencial de Origanum vulgare L. �034orégano�035tiene actividad sobre Candida

albicans ATCC 10231 y que el efecto es dependiente de la concentracién.

ti

Palabras clave: Oiiganum vulgare L. �034orégano",Candida albicans ATCC 10231,

actividad antimicética.
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I. INTRODUCCION

Durante Ia ultima década se ha observado un incremento de las enfermedades

micéticas, sobre todo Ias de tipo oportunista, ello ha signi}401cadoIa aparicién de

. nuevas formas clinicas de micosis asi como Iocalizaciones o presentaciones no

habituales.�030Las infecciones ftingicas sistémicas y dénnicas son la causa de gran

morbimortalidad en este tipo de pacientes.�031Los fémracos disponibles

actualmente, tiene una toxicidad importante. producen recurrencia o causan

resistencia, razén por la cual se esté procurando nuevos agentes antif}402ngicos

més potentes pero sobretodo mas seguros que los existentes actuaImente.2

_ Desafonunadamente, las células f}402ngicasy humanas no son muy diferentes,

comparten gran parte de las Vias del metabolismo intennediario, utilizan enzimas

muy similares y no es fécil encontrar blancos que ofrezcan la selectividad

requerida para obtener un antifdngico seguro.�030La candidiasis, es la infeccién

causada por levaduras del género Candida, siendo las mas frecuentes Ias

infecciones causadas por Candida albicans. Esta infeccién (Ia més frecuente de

las micosis oportunistas) puede Iocalizarse en la mucosa oral (muguet),

vaginales, esofégicas, etc. Es frecuente en diabéticos, tras tratamientos con

antibiéticos 0 en pacientes inmunodeprimidos.°

Los compuestos derivados de plantas son de interés en este contexto porque

ellos comprenden sustitutos mas seguros o mas e}401cacescomo fuente de

agentes antimicrobianos que los producidos en la industria.�030En el mundo un

gran n}402merode especies a las que se designan con el nombre de orégano, el

género mas caracteristico es el Origanum, teniendo m}401ltiplesusos: condimento

en la industria de los alimentos, plantas decorativas, aromatizantes en la

industria de perfumes 0 aromas, produccién de aceites esenciales y

oleorresinas.�030Actualmente muchas especias y hierbas, en particular de la familia

Lamiaceae, a la que pertenece el orégano, han sido evaluadas como

1



antimicrobianas.�030El timol y el carvacrol son los compuestos principales.�030La

actividad antimicética también es afectada por el tipo, composicién y

concentracién del aceite esencial, el tipo y concentracién de| microorganismo

seleccionado, la composicién de| sustrato, y las condiciones de procesamiento y

conservacién.5

Los aceites esenciales fueron conocidos desde la antig}402edadpor sus cualidades

microbicidas (capacidad de matar microorganismos) y regeneradoras entre otras

propiedades. Su nombre proviene de la quinta essentia (quinta esencia) ya que

era considerada un elemento de vida después del agua, la tierra, el fuego y el

viento.5

Teniendo en cuenta Ia incidencia de micosis que existe en nuestra poblacién. por

ello se realizé Ia presente investigacién con el propésito de determinar la

actividad antimicética de| aceite esencial de Origanum vulgare L.�034orégano";de tal

manera que se pueda ofrecer como alternativa a cepas de Candida albicans .

resistentes a los antimicéticos, por lo cual |os objetivos fueron:

1. Determinar Ias propiedades fisico-quimicas de| aceite esencial extraido de las

hojas de Origanum vulgare L. �034orégano�035.

2. Comparar la efectividad antimicética de las diferentes concentraciones (25%,

50%, 75% y 100%) del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.

�034orégano�035frente a la nistatina 100 000 U.|. sobre cepas de Candida albicans.

3. Detenninar Ia Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de

las hojas de Origanum vulgare L. "orégano".

4. Determinar Ia Concentracién Minima Fungicida (CMF) de| aceite esencial de

las hojas de Origanum vulgare L.�034orégano".

2



ll. MARCO Teomco

2.1. ANTECEDENTES

Origanum vulgare �034orégano",es una planta con diversos estudios por diferentes

« . actividades, en base a esto surge Ia necesidad de ésta investigacién de evaluar

�030 el efecto antif}402ngicoque poseen plantas medicinales como el orégano sobre

cepas de Candida albicans. l

El aceite de orégano es quizés el mas poderoso agente anti-fungal herbal

conocido. Su e}401caciaes aumentada por su seguridad, desde que es

enteramente no téxico. Este es de importancia crucial con infecciones de hongos

tales como la Candidiasis, donde dosis grandes pueden ser necesarias para

establecer la curacién. La resistencia fungal al orégano es muy rara. De hecho,

el orégano es un agente anti�024funga|tan poderoso que es capaz de destruir

hongos que han sido mutados en el Iaboratorio como resistentes y formas

resistentes de hongos que resultan de la terapia antibiéticaf�030

En la Universidad Auténoma de Nuevo Leon, Departamento de Microbiologia el

trabajo realizado por Robledo (2014) fue evaluar la actividad antif}402ngicade 9

productos vegetales (extractos, aceites ylu oleorresinas) obtenidos de dos

especies del Semidesierto Mexicano: orégano (Lippia graveolens) y gobernadora

(Larrea t}401dentata),frente a cepas de| género Trichophyton sp., Microsporum sp.

y Epidermophyton sp. Comparando su actividad con la terbina}401na.Se determiné

la actividad antifongica por el método de difusién en disco en medio sélido. De

los 9 productos evaluados, cuatro mostraron tener actividad inhibitoria en las

cepas estudiadas. El producto que presento la mayor actividad fue el aceite de

orégano, inhibiendo el 100% de| crecimiento de las cepas en sus

concentraciones 100% (v/v).7

Palomino M. et.aI. (2007), realizo el trabajo de investigacién para determinar la

actividad antimicrobiana de las semillas de Carica papaya L. �034papaya�035.Se
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obtuvieron por percolacién |os extractos etanélico e hidroalcoholico de semillas

secas y semillas secas desengrasadas, y se determiné su actividad

antimicrobiana mediante el método de difusién por excavacién frente a los

siguientes microorganismos: Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli

ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923. Asi mismo se realizé un

�034screening"}401toquimicode las muestras. Tanto en las semillas secas y semillas

secas desengrasadas, se detectaron: taninos, triterpenoides y/o esteroides y

}402avonoides.Los extractos hidroalcohélicos de las semillas secas y semillas

secas desengrasadas evidenciaron actividad antimicrobiana frente a I05 5

microorganismos confrontados, mientras que los etanélicos de las semillas secas

y semillas secas desengrasadas mostraron actividad frente a Enterococcus

faecalis y Staphylococcus aureus.�035

Los estudios realizados en la Universidad Peruana Cayetano Heredia por

Fernandez. G. et al. (2010). Evaluacion de la actividad de aceites esenciales de

eucalipto, orégano, Iimén y mandarina frente a Candida albicans, el estudio

sobre la actividad antif}402ngica,Ia extraccién del aceite esencial tuvo el siguiente

rendimiento: orégano (599 g) 2 ml, eucalipto (2526 g) 10 ml, mandarina (2400 g)

2 ml, Iimén (2600 g) 4 ml. Los diémetros promedio de los halos de inhibicién

fueron: orégano 4,2 cm; eucalipto 1,3 cm; mandarina 0,9 cm; Iimén 2 cm. En

conclusion, el aceite esencial de orégano es el que presenté la mayor actividad

antif}402ngicafrente a la cepa Candida albicans ATCC 10231 seguido de los

aceites de eucalipto, mandarina y Iimén. Los componentes quimicos de timol y

carvacrol presentes en el aceite esencial de orégano serian |os responsables de

la actividad antifL'mgica.°

Estudios en la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga evalué Ia

actividad antimicética de| aceite esencial de Citrus aurantium L. �034naranja�035frente a

una cepa de Candida albicans ATCC 10231, realizados por Acharte D. (2010). El

aceite esencial al 10%, 20% y 30%, presentaron mayor actividad antimicética,

respecto a las demés concentraciones, con halos de inhibicién de 20,50 mm;

21,00 mm y 22,50 mm; respectivamente; superior a la nistatina que presenté

19.67 mm, siendo estadisticamente signi}401cativo(p<0,05). Los porcentajes de

inhibicién de las concentraciones del 10%, 20% y 30%, resultaron

estadisticamente similares (p<0,05). La CMI y CMF de| aceite esencial fue 0,122

mg/ml y 0,244 mglml; respectivamente.�035

. 4



En la Universidad Auténolmé :Chapingo éé Pre-lalizaron estudios frente a la

actividad antimicética in vitro de tres aceites esenciales contra hongos xiléfagos,

realizados por Contreras C. et al. (2012). El aceite esencial de romero tuvo un

indice antimicético (IA) del 0% en las 6 concentraciones probadas, en todos los

hongos. El aceite esencial (AE) de orégano tuvo un IA de| 0% en las

concentraciones de 20 y 100 ppm, pero el efecto antimicético fue aumentando al

incrementarse la concentracién del AE, de tal forma que para la concentracién a

400 ppm el IA fue el 100% para el hongo de la pudricién café Cputeana.�034

2.2. Origanum vulgare L. �034orégano"

2.2.1. Clasi}401caciéntaxonémica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA '

CLASE I MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE :ASTERlDAE

ORDEN : LAMIALES

FAMILIA : LAMIACEAE

GENERO : Organium

ESPECIE : Origanum vulgare L.

N. V. : �034orégano�035

Fuente. Certi}401cadoexpedido por la Jefe del Herbarium Huamangensis de la Facultad de

Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

(Anexo 1).

2.2.2. Descripcién boténica

El �034orégano�035es una planta vivaz de tallo recto, el cual alcanza entre 30 y 80

centimetres, curiosamente cuadrado y rami}401cadoen la parte ms alta, totalmente

cubierto de pelusilla blanca y que pone un rizoma rastrero. Las hojas brotan de

dos en dos en cada nudo, enfrentadas, son enteras, ovaladas, acabadas en

punta, también se recubren de pelusilla por ambas .caras y su longitud es de

hasta 4 cen}401metros.Posee peciolo y aparecen cubiertas también de gléndulas.

Las }402oresse disponen en verticilastros que fonnan espiguillas de hasta 3

centimetros; son muy peque}401as(|os pétalos no sobrepasan los 2 o 3 milimetros

de Iongitud). También pueden formar corimbos terminales. Esta�031nprotegidas por

bractéolas de hasta 5 milimetros, de contorno oval y color verdoso o purpureo.

Las célices son gamosépalas y de color verde-amarillento. Las corolas son

bilabiadas de color blanco, rojizo u purp}401reo.Florece en verano. Su fruto es un

tetraquenio con cada parte ovoidea y Iisa, es seco y globoso. Las partes

medicinales utilizadas son los tallos y las hojas. Toda la planta desprende un

agradable y particular aroma. Su sabor es amargo. Entre sus sinénimos de uso
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frecuente destacan: "dictamo crético", "orégano" y "mejorana bastarda" o

"silvestre".�035

2.2.3. Distribucién geogré}401ca

El orégano se pueden cultivar hasta los 3000 m.s.n.m, asi podemos encontrar en

el Departamento de Ayacucho.

El "orégano" es originario de la regién mediterrénea de Asia Occidental y del Sur

Mediterréneo de Europa. Esta se ha distribuido por todo el mundo por ser rustica

y no necesilar de grandes Cuidados.�035

2.2.4. Composicién quimica

Existen diversos estudios sobre la composicién quimica del orégano, usando

extractos acuosos y sus aceites esenciales. Se han identi}401cado}402avonoides

como la apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes alifaticos, compuestos_

terpénicos y derivados de| fenilpropano. En Origanum vulgare contiene a'cidos

fenélicos (caféico, clorogénico, rosmarinico).�035�031Los monoterpenoides,

compuestos volatiles con olores inlensamente pungentes, son los responsables

de las fragancias y las sensaciones de olor-sabor de muchas plantas. Los

principales quimiotipos de la especie Origanum vulgare son el carvacrol y el timol

cada una con enzimas especificas que dirigen su biosintesis.�035

2.2.5. Usos medicinales

- El orégano es utilizado para trastornos digestivos por ejemplo dispepsia de

origen nervioso, }402atulencia,espasmos o célicos de los érganos digestivos."

- Por su accién carminativa es un buen condimento para legumbres, potajes y

pizzas.�034

o Afecciones respiralorias que cursan tos seca o irritativa, como la laringitis.

- El orégano tiene también accién expectorante y antitusigena, tanto como en .

uso interno y como extemo.�034

- Dolores musculares, torticolis y lumbago, aplicando externamente tanto en

calaplasma como en fricciones sobre la piel.�034

2.3. ACEITE ESENCIAL

Los aceites esenciales son productos generalmente olorosos, obtenidos bien por

arrastre de vapor de agua de vegetales 0 de panes de vegetales.�034Los aceites

esenciales son }402nicos,volatiles, insolubles en agua y poseen muchas

propiedades terapéuticas; tienen gran aplicacién en aromaterapia, el érea

farmacéutica y en la industria cosmética, entre otras.�034 �024
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2.3.1. Composicién quimica

El aceite esencial de orégano presenta 60 c3hiponentes, de los cuales los

clasificaron en grupos: �034Monoterpenos,sisquiterpenos y fenélicos". De manera

que siendo |os principales componentes el �034timol,carvacrol, cimeno y terpenos".

Se han realizado estudios acerca de la composicién quimica de las diferentes

variedades de aceites esenciales "orégano�035.�030°

Tabla 1. Composicién quimica de las diferentes variedades de aceites esenciales de

�034orégano�035.�035

Nombre Cientifico Principales componentes

O. vulgare Acido o-cumérico, acido fer}402lico,acido cafeico, acido

�030 r-hidroxibenzoico, écido vainillinico, écido

rosmarinico. Mirceno, y-terpineno r-cimeno, g-

, terpineno, timol, carvacrol, B�024cario}401leno.

�030 O. dictamnus R-cimeno, timoquinona, carvacrol Acido fer}402lico,

O. onites acido cafeico, r-hidroxibenzoico acido vainillinico.

O.gIanduIosum R-cimeno, y-terpineno, timol, carvacrol, 1 8-cineol,

L. multiflora linalool, B-cario}401leno,(Z) b-farneseno, germacreno D,

(Z)-nerolidol.

E

OH

H
�031 :

carvacrol timol P-Gimeno

y-texpmeno Bdmrceno 1-8-cmeole

Figura 1. Estructura quimica de ios componentes mayoritarios de| aceite esencial de

Origanum vulgare �034orégano�035.�035
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2.3.2. Usos medicinales

La planta de Origanum vulgare "orégano", posee muchos usos medicinales y

aplicaciones curativas, Ios cuales estén dados por las propiedades medicinales

que presenta. A su vez éstas estén dadas por sus componentes del orégano, |os

' cuales pueden ser aprovechados de mejor manera, al extraer |os aceites

esenciales.�034

- El consumo de los aceites esenciales de| orégano facilita Ia eliminacién de los

gases acumulados en el tubo digestivo. Debido a esto es muy recomendado

para aquellas personas que presenten meteorismo y flatulencia.�034

o Se recomienda consumir los aceites esenciales del orégano a las personas

que tengan problemas de estre}401imiento,digestion Ienta y problemas

digestivos en general, ya que debido a sus propiedades medicinales favorece

Ia funcién biliar mejorando Ia digestion. Debido a lo anterior se recomienda

ingerir posterior a las comidas.�034

o La tos excesiva producto de resfriados o catarros, asi como también los

problemas bronquiales pueden tratarse mediante el consumo de los aceites

esenciales de| orégano.�034

- Los aceites esenciales de| orégano estén muy recomendados para aquellas

mujeres que sufren de fuertes dolores durante la menstruacién, ya que debido

a sus propiedades medicinales el consumo de estos aceites alivia dichos

dolores."

0 Antimicrobiana: Se ha encontrado que los aceites esenciales de las

especies del género Origanum presentan actividad contra bacterias. Gram

negativas: Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Yersinia enterocolitica y Enterobacter. Gram positivas: Staphylococcus

aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus

subtilis.�035

- Antifungicida: contra Candida albicans, C.tropicaIis, Torulopsis glabrata,

Aspergillus niger, Geotrichum y Rhodotorula; pero no contra Pseudomona

aemginosa. Los fenoles carvacrol y timol poseen los niveles mas altos de

actividad contra microorganismos Gram negativos, excepto para P.

aeruginosa, siendo el timol mas activo. 19

- Antiparasitaria: Los componentes mayoritarios en su aceite son el cimeno

(8%), Iimoneno (15%), linalol (34%), geraniol (20%) y timol (4%). Entre Ios

compuestos monoterpénicos volatiles presentes comdnmente en aceites
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esenciales, es conocida la capacidad del terpineol y la u- y B-pineno para

matar piojos, aunque éstos compueétos �030solose encuentran en bajas

cantidades en dicho aceite esencial (3%, 1% y 4% respectivamente).1°

- lnsecticida: El aceite esencial de 0. syriacum contiene un alto nivel de

carvacrol (61%), el cual posee una concentracién letal media (CL5o) = 37,6

mg/L, seguido del timol (21,8%) con un CL5.,= 36 mg/L contra Iarvas del

mosqoito Culex pipiens molestus. Entre otros compuestos activos se tiene a

la mentona, el 1,8�024cineo|,el Iinalol y el terpineol. Los aceites esenciales de 0.

majorana y 0. compactum poseen una alta actividad insecticida contra

huevos y adultos de Mayetiola destructor.�035

2.3.3. Toxicidad

�030 El orégano no posee efectos téxicos si se consume en su estado natural en

dosis adecuadas y durante un tiempo prudente. Sin embargo, |os aceites

esenciales de la planta de orégano pueden ser catalogados como téxicos, ya

que al ser ingeridos en dosis elevadas puede ocasionar efectos narcéticos,

evidenciados en sintomas como sue}401oexcesivo (somnolencia) o

adormecimiento de ciertas partes del cuerpo.�034

No se recomienda Ia ingesta de los aceites esenciales del orégano en mujeres

que se encuentran embarazadas, ya que sus componentes podrian ocasionar

problemas durante este periodo, incluso puede provocar abortos.�035 '

Debido a que no existe evidencia que asevere que el consumo de los aceites

esenciales de| orégano no resultan ser perjudiciales para los lactantes, no se

recomienda su consumo a las mujeres que se encuentran durante la etapa de

lactancia.2°

Los aceites esenciales de| orégano pueden ocasionar un aumento de los

sintomas en personas que presenten gastritis, colon irritable o Lilceras, por lo

cual no se recomienda su consumo a personas que padezcan de estas

enfermedades.�035
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2.4. Candida albicans

2.4.1. Ubicacién taxonémica}402 .

REINO : FUNGI

DIVISION : MYCOTA

SUBDIVISION : DEUTEROMYCOTINA

CLASE : DEUTEROMYCETES

SUBCLASE : BLASTOMYCETIDAE

FAMILIA : CRYPTOCOCACEAE

GENERO : Candida

ESPECIE : albicans

NOMBRE CIENTIFICO : Candida albicans

SINONIMOS : Monilia, Oidium

Candida albicans, es el mas patégeno de este género, es habitualmente de

procedencia endégena. En el ser humano, Candida albicans forma parte de la

flora microbiana de la boca y el tubo digestive.�034

Candida albicans es una Ievadura oval gemante que produce un pseudomicelio

en cultivo, en los tejidos y exudados."

2.4.2. Morfologia

Los miembros del género Candida se desarrollan caracteristicamente como

células de Ievadura o como seudohifas. Candida albicans, el principal miembro

patégeno de| género, también produce hifas verdaderas. Las seudohifas son

cadenas de células en gemacién que no se desprenden y por eso forman una >

red rami}401cadaparecida a las hifas verdaderas. Las colonias compuestas por

seudohifas tienen el aspecto blando y blanco de las Ievaduras, en contraste con

el crecimiento algodonoso o Ianoso de| micelio verdadero. Las células de

Ievadura de Candida albicans son ovaladas y gramposi}401vas.�035

Macroscépicamente, |os hongos levadurifonnes dan Iugar a colonias semejantes

a las bacterias, cremosas con un diémetro de 3 a 7 mm, y en general de

crecimiento relativamente répido (24 �02472 horas)?�031

Las caracteristicas morfolégicas de C. albicans son: colonias blancas, Iisas y

brillantes."

2.4.3. Cultivo e identi}401caciénde los hongos

En micologia se utilizan medios especi}401cos,como el Sabouraud, muy n'co en

glucosa y cuyo pH bajo (pH=5-5,6) di}401cultael crecimiento de las bacterias

facilitando el crecimiento de los hongos. El crecimiento de Ievaduras (muguet y
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vaginitis), en cuyo caso suele ser su}401cienté�030inci1l;$'ara 37°C los cultivos durante

un periodo maximo de dos a tres dias.�035 -

2.4.4. Patogenia y Patologia

Se ha determinado que las especies de| género Candida conforrnan el grupo

ma's importante de hongos patégenos oportunistas. Entre 1980 y la actualidad, Ia

frecuencia de infeccién por Candida se ha incrementado a un ritmo constante en

hospitales de cualquier tama}401oy en todos los grupos de edades.�035

La forma mas comun de candidiasis es la infeccién de la piel y de las mucosas.

En Ios tejidos afectados, el hongo se detecta en su fonna Ievadurifonne y

micelial. El carécter invasivo de este }402ltimoviene dado por la mayor facilidad de

las hifas para penetrar en los tejidos y su mayor resistencia a la fagocitosis. El

fenémeno de la adherencia. fase previa de la colonizacién e invasién, parece de

suma importancia, habiéndose demostrado la capacidad de adherencia de C.

albicans a las células epiteliales de la boca y de la vagina.�035 .

- Cuando este organismo afecta la boca, provoca una infeccién conocida como

candidiasis oral, Ia cual es com}402nen los recién nacidos y los pacientes

inmunosuprimidos.�035

o Afecta Ia vagina conocida como la candidiasis vaginal casi siempre afecta a

las mujeres embarazadas, las diabéticas, Ias que toman antibiéticos o

anticonceptivos orales.�035

- Afecta Ia piel conocida como la candidiasis super}401cial(cuténea o mucosa), se

establece a consecuencia de un incremento en la poblacién locai de Candida

y de| da}401oa la piel 0 el epitelio, que pennite la invasién local por la Ievadura y

seudohifas.�035

1 Después de la administracién de antimicrobianos por via oral, con frecuencia

ocurre un gran incremento de la Candida en el intestino y puede penetrar a la

circulacién a través de la mucosa intestinal.�035

2.5. ANTIMICOTICOS

Las infecciones micéticas humanas se han incrementado de manera dra'stica en

frecuencia y gravedad en a}401osrecientes, debido principalmente a los avances

en cirugia, el tratamiento de| cancer y el cuidado intensivo que acompa}401aal

aumento del uso de antimicrobianos de amplio espectro y en la epidemia de|

VIH. Estos cambios resultaron en un incremento en la cantidad de pacientes con

riesgo de infecciones mic6ticas.2°
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La actividad antif}402ngicao antimicética, es la propiedad que tiene una sustancia

activa que en peque}401ascantidad detienen el crecimiento y desarrollo o producen

la muerte de hongos, pudiendo ser fungicidas o fungistéticos, pueden ser estos

de origen natural 0 sintético.�035

Los antimicéticos locales casi siempre se usan en el tratamiento de la

candidiasis oral, cuténea y vaginal.�035

2.6. NISTATINA

Nistatina es un antibiético antimicotico producido por el aclinomiceto

Streptomyces noursei. Nistatina ejerce su actividad antimicética uniéndose a los

esteroles de la membrana celular de los hongos. El fénnaco no es activo frente a

células bacterianas y de mamiferos porque no contiene esleroles en su

membrana celular. La nistatina tiene una actividad fungistética o fungicida frente

a varias cepas de Ievaduras y hongos. In vitro, Ias concentraciones de nistatina

de aproximadamente 3ug/ml, inhiben el crecimiento de C. albicans. Este

antibiolico antimicélico no se absorbe en el tubo digestivo y se utiliza sobre todo

en forma local para tratar la candidiasis oral o vulvovaginitis. Su toxicidad impide

el uso parenteral.�034

La nistatina es activa contra la mayoria de las especies de Candida y puede

utilizarse para el tratamiento de muguet oral y la candidiasis vaginal.�035

2.6.1. Quimica de la nistatina

La nistatina es un antibiotico poliénico, un sistema clclico muy grande unido a la

micosamina, un aminoaz}402car.La formula empirica es C..5H77NO.g.

La nistatina es muy Iigeramente soluble en agua, pero se descompone

répidamente en presencia de agua 0 de plasma. Es estable en forma seca."

CH

CH

|-149,1,�034O

'04» ll
/ / / / / / / 0

H_.c�030

CH.

2:?
(H N4;

Figura 2. Estructura qulmica de la nistatina.�034
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2.6.2. Actividad antimicética

La nistatina no tiene efecto sbbre Ias bacterias ni sobre los protozoarios, pero in

vitro inhibe muchos hongos, incluyendo especies de Candida, dermaté}401losy

organismos productores de micosis profundas en el hombre. In vivo su actividad

esté restringida a las super}401ciesdonde el medicamento no absorbido puede

estar en contacto directo con la Ievadura 0 el hongo."

El modo de accién implica la unién de la nistatina con la membrana celular en

presencia de un esterol especi}401co.Esto da por resultado cambios drésticos en la

penneabilidad de la membrana celular y pérdida de cationes de la célula. Las

células que pierden Ios esteroides de las membranas son resistentes.�034

2.6.3. Mecanismo de accién

- Como todos los polienos, la nistatina se une de manera irreversible a los

esteroles de la membrana presentes en las especies susceptibles de Candida.

Las moléculas de polienos presentan mayor a}401nidadpor los esteroles f}402ngicos,

incluyendo el ergosterol, que por los esteroles humanos, lo que permite una

toxicidad selectiva relativa. Esta unién irreversible altera aumentando la

permeabilidad de la membrana y posibilita la salida de componentes

intracelulares esenciales, le hace perder sustancias vitales para su metabolismo

y funciones celulares, como potasio, aminoécidos y purinas y. como

consecuencia, la muerte celular. En bajas concentraciones la nistatina es

fungistética, mientras que en concentraciones més elevadas tiene actividad

fungicida.�034
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Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacién se realizé en los Laboratorios de la Escuela

�030 Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Saludad.

�030 Especi}401camenteen el Iaboratorio de Farmacognosia y en el Iaboratorio de

Microbiologia de la Escuela Profesional de Ciencias Biolégicas, Facultad de

" Bioiogia de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga. durante |os

meses dejunio a noviembre del 2015.

3.2. MATERIALES

. 3.2.1. Poblacién

_ Las plantas en buen estado de Origanum vulgare L."orégano�035que fueron

' recolectadas de la provincia de Huanta, que se expenden en el mercado �034Nery -

Garcia Zarate" del distrito de Ayacucho, de la provincia de Huamanga,

departamento de Ayacucho.

3.2.2. Muestra

5 Kg de las hojas de Origanum vulgare L.�034orégano�035.Tipo de muestreo no

probabilistico por conveniencia. (Anexo 2 y 3)

La identificacién taxonémica de la especie fue emitida por el Jefe de| Herbarium

Huamangensis de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

(Anexo 1)

3.2.3. Microorganismo de ensayo

Cepas de Candida albicans ATCC 10231 proporcionadas por el Area de

Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional

San Cristébal de Huamanga.
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3.3. DISENO METODOLOGICO

3.3.1. Procedimiento para la recoleccién de muestra

Las plantas en buen estado de Origanum vulgare L.�034orégano�035que fueron

recolectadas de la provincia de Huanta, que se expenden en el mercado �034Nery

Garcia Zarate�035de| distrito de Ayacucho, de Ia provincia de Huamanga,

departamento de Ayacucho�030Las hojas fueron Iavadas con agua fria para Iuego,

ser secada en un medio ambiente fresco fuera del alcance de la contaminacién,

durante un periodo de 8 dias hasta obtener el producto completamente seco y

homogéneo.�035

Las muestras fueron transportadas a los laboratories de Farmacia de la Facultad

de Ciencias de la Salud.

3.3.2. Obtencién del aceite esencial

El aceite esencial de �034orégano�035(AEO) fue extraido de las hojas de Origanum

vulgare L."orégano" a través de| método de arrastre de vapor de agua a partir de

muestra seca, utilizando un equipo especialmente dise}401adoy adaptada.�034

(Anexo 4)

Entrada de agua

{.1

8  
E :1�034

�030E�031.

0

salida de agua

salida del
liquido a extraer

' Agua

�0347. .'T' t" " �031

Fuente de calor

Figura 3. Esquema de la extraccién de aceites esenciales de orégano por arrastre de

vapor.
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3.4. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES Fislco-QuiMIcAs

3.4.1. caracteristicas Orbénolépticas

Caracteristicas propias del aceite esencial en cuanto a su aspecto, color, sabor y

olor?

3.4.2. Determinacién de densidad

Se determiné la densidad por el método del picnémetro. Se pesé el picnémetro

vacio y seco para posteriormente ser llenado con agua destilada y ser vuelto a

pesar. Seguidamente, Iuego de ser vaciado y secado, se le llenaré con el aceite

esencial de Origanum vulgare L.�034orégano"y se volveré a pesar. Todo este

procedimiento se llevara a cabo a 20 °C.'3

1, = (mp+d)�024mpxpw

(mp + W) - mp

Déndez

La masa del picnémetro vacio (mp)

La masa del picnémetro enrasado con agua (mp + w)

La masa del picnémetro enrasado con disolucién o muestra problema (mp + d)

Densidad del agua (pw) = 1

3.4.3. Determinacién de| indice de refraccién

indice de refraccién (n) de una sustancia es el cociente entre la velocidad de la

luz en el aire y la velocidad de la luz en la sustancia. Es importante para la

identi}401caciénde sustancias y la deteccién de impurezas. Se determinaré

haciendo uso de| refractémetro, este a su vez daré el contenido de aceite

esencial de orégano en la muestra�035

3.4.4. indice de éster

Se fundamenta en la neutralizacién, por una base, de los écidos Iiberados en la

hidrolisis de los ésteres contenidos en 1g de aceite esencial. La técnica seguida,

seg}401nsu recomendacién, fue Ia siguiente: A un volumen equivalente a 19 de

AEO se le agregé 25mL de KOH etanélico al O,5N y 5 gotas del indicador

fenolftaleina para Iuego ser re}402ujadopor 1 hora, al término de| cual se dejé

enfriar. Se titulé con HCI 0,5N hasta la aparicién de un coloracién persistente.

Paralelamente se hiso un blanco?

indice de éster = f. saponificacién �024i. de acidez

i. saponificacién =41- 172) XPQSN x 5&1
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Dénde:

HCI utilizado en el blanco (121)

HCI utilizado con la muestra (122)

Peso de la muestra en gramos (P)

3.4.5. indice de acidez A

Se fundamente en la neutralizacién de écidos libres contenidos en 1g de aceite

esencial. La técnica seguida y recomendada por la misma fue Ia siguiente: A un

volumen equivalente a 19 de aceite esencial de orégano se le agrego 5mL de

alcohol medicinal y 5 gotas de indicador fenolftaleina. Posteriormente se titulé

con KOH etanélico al 0,1 N hasta que aparecié una coloracién persistente por 30

segundos. Se hizo paralelamente un blanco?

i. acidez =Lx N x 56-1
P

Dénde:

Gasto de KOH (G)

Normalidad de KOH (N)

Peso de la muestra en gramos (P)

3.5. CROMATOGRAFiA EN CAPA FINA DEL ACEITE ESENCIAL

ldenti}401caciénde los componentes de| aceite por cromatografia de capa }401na.

Se detectarén |os componentes de los aceites por la coloracién que presenten

Ias manchas generales Iuego de ser rociada por un detecior quimico.

- Muestra: aceite obtenido por arrastre por vapor �031

o Esténdar: muestra comercial de aceite de Orégano

o Fase estacionaria: cromatografia de silica Gel y placas cromatografias de

silica gel.

- Fase mévilz Tolueno �024Acetato de Etilo (9327)

o Soluciones reveladoras: �030

A. Acido sulf}402rico5% en etanol

B. Vainillina 1% en etanol

Preparacién de las soluciones reveladoras:

o Solucién A: écido sulfurico al 5%

Colocar 5mL de écido sulf}402ricoen un balén de 100ml

Diluir con etanol 95°

Llevar a volumen
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- Solucién B: Vainillina al 1%

Pesar1,0g de Vainillina

Disolverla en Etanol a 95°

Rociar las placas primero con la solucién A y Iuego con la solucién B. colocar las

placas en una estufa a 105 �034Cpor 5 minutos y observar Ias coloraciones

formadas.

Resultado positivo: manchas de color Azul�024Violeta.°°'37

Rf = (a)dista1u?ia que recorre la muestra desde el punto de aplicacién

(b)distancza que recurre el disolvente hasta el frente del eluyente -

I Frente dei eluyente

Muestra

1 Punto de aplicacibn

(8) (b)

3.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE

ESENCIAL DE Origanum vulgare L.�034orégano�035

Seglin Ia metodologia de Lozina et al (2OO5)3°, para la determinacién de los

halos de inhibicién: Palomino y Uribe (2007)3, para determinar Ia Concentracién

Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima Fungicida (CMF). I

3.6.1. PREPARACION DE LAS DILUCIONES

Para la muestra

Para Ia determinacién de la actividad antimicética se prepararon concentraciones

al 25%, 50%, 75% y 100% peso sobre volumen (vlv) del aceite esencial de

Origanum vulgare L.�034orégano�035diluidos en Tween 80 al 2% como solvente y

emulsi}401cante?

Para la determinacién de la CMI y CMF, las diluciones hechas para el aceite

esencial de Origanum vulgare L. �034orégano�035se realizé de acuerdo al

requerimiento de| microorganismo control.�031

3.6.2. Preparacién del inéculo de Candida albicans ATCC 10231

Se procedié a seleccionar Ias colonias del agar de cultivo, se tocé la colonia

Candida albicans ATCC 10231 por arriba con una asa y el crecimiento se
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trans}401riéa un tubo con 4 a 5 ml de caldo nutritivo, se incubé a 37 "C por 24

horas. La turbidez de| caldo se ajusté con el caldo nulritivo obteniéndose asi una

turbidez épticamente similar al estandar de 0,5 de la escala de McFarland. Se

realizé este paso visualmente, teniendo en cuenta la luz adecuada, comparando

asi el inéculo con el esléndar de 0,5 de la escala de McFarland contra un fondo

blanco.�035

(Anexo 12)

3.6.3. Determinacion de| halo de inhibicién

En cada una de las placas petri se colocaron 20 ml de agar Sabouraud, por

medio de estria cruzada se agrego la suspension de Candida albicans ATCC

10231. Se embebié los discos de papel }401ltrocon las concentraciones de| aceite

esencial de 25%, 50%, 75% y 100% y con el control positivo que fue la nistatina

100 U.l. Se realizé la incubacién a 37 �034Cy se realizé la observacién de los halos

de inhibicién a las 48 horas (Anexos del 12 al 15), Iuego se procedié a la medicién

de| diémetro del halo formado. Aquellos que tuvieron halos de inhibicién similar 0

superior a la nistatina, se utilizara para determinacién de la CMI y CMF.�035

3.6.4. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

CMI es la concentracién mas baja de un antimicrobiano que inhibe el

crecimiento de un microorganismo después de su incubacién. La concentracion

minima inhibitoria es importante en diagnésticos de Iaboratorio para con}401rmarla

resistencia de microorganismos a un agente antimicrobiano y ademés para

monitorizar la actividad de los nuevos agentes antimicrobianos.�035

�031 El cultivo de Candida albicans ATCC 10231 fue ajustado al esténdar de 0,5 de

la escala de McFarland. Para hallar la CMI se prepararon 15 tubos previamente

eslerilizados y rotulados del mimero 1 al n}401mero15. A continuacién se detalla el

procedimiento:

- A partir de| tubo N�0341 hasta el tubo N° 15 se agrego 1 ml del Caldo Nutritivo

�024 Posteriormente se agrego 1 ml de la concentracién de| aceite esencial al

tubo N° 1, a partir de| cual se traspasé 1 ml al tubo N° 2 y asi

sucesivamente hasta el tubo N�03514, del tubo N�03414 se extrajo 1 ml y se

descarté. El tubo N° 15 no recibié aceite esencial siendo éste el control.

- Luego se agrego 1 ml del inéculo de Candida albicans ATCC 10231 a todos

los tubos y se l|ev6 a incubacién a 37°C por 24 horas.�035

(Anexos 17 y 18).
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cuadro 1. Concentraciones deciecientes de las diluciones del aceite esencial.�035

j
1%
1%
1
1
ii?

fj
133

T1

1
E1

3.6.5. Determinacién de la Concentracién Fungicida Minima (CMF) 3"

CMF es la reduccién de 99.9% en las unidades formadoras de colonia. Este es

el criterio que se usa para bacterias y algunos Io utilizan para los hongos.�034

Para determinar la Concentracién Minima Fungicida (CMF) se procedié a par}401r

de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), realizéndose de la siguiente

manera:

- Luego de haber observado Ia turbidez a simple vista, se procedié a sembrar

con la ayuda del asa, los caldos no turbios en las placas con agar

Saboraud.

- Posterionnente se incubé a 37°C por 24 horas.�035(Anexos 18 y 19).

3.6.6. Dise}401oexperimental

Para el presente trabajo, se formé cinco grupos y cada grupo de seis

repeticiones con Candida albicans ATCC 10231, distribuido de la siguiente

manera:

Grupo I : Control positivo tratado con nistatina

Grupo II : Aceite esencial a 25% de concentracién

Grupo Ill : Aceite esencial a 50% de concentracién
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Grupo IV :Aceite esencial a 75% de concentracién

Grupo V :Aceite esencial a 100% de concentracién V

Para determinar el efecto antimicético se procedié a medir el diémetro de los

halos de inhibicién de las diferentes concentraciones de la muestra y de| control

positivo, los que nos pennitié determinar Ia concentracién ideal que muestre una

mayor e}401caciaantimicética en relacién a la nistatina tomado como patrén.�034

Para el calculo de porcentaje de inhibicién se usé Ia siguiente férmulaz

% deinhibiciénz Die'1metro<.i'el halo de inhibiciénde la muestraxl 00

Dlametrodel halo de conltrol

3.7. ANALISIS ESTADiSTlCO

Los resultados de| porcentaje de los halos de inhibicién se determiné Ia media y

la desviacién estandar, media i desviacién esténdar. La diferencia entre la

media se contrasté con el ana'|isis de varianza al 95% de con}401anza.La

comparacién de los halos de inhibicién con el esténdar de referencia se realizé

con la estadistica Dunnett. La diferencia de la concentracién en los halos de

inhibicién se evalué con el estadistico de Duncan.
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N. RESULTADOS
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cuadro 2. Caracteristicas organolépticas de| aceite esencial de las hojas de Origanum

vulgare L. 'arégano�035.Ayacucho, 2015.

Caracteristicas Descripcién

Aspecto Liquido y viscosa

Color Amarillo claro

Olor Caracteristico (especie)

Sabor Caracterlstico (amargo)
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Cuadro 3. Constantes flsico-qulmico de| aceite esencial de las hojas de Origanum

vulgare L. �034orégano�035.Ayacucho, 2015.

Caracteristicas Resultados

Densidad 0,873 g/ml

indice de Refraccién 1,502

indice de Acidez A 5,493 mg KOH/g AEO

indice de Ester 175,320 mg KOHIg AEO
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Figura 4. Cromatogra}401aen capa }401narealizada al aceite esencial de las hojas de

Origanium vulgare L. �034orégano�035.Ayacucho, 2015
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Cuadro 4. Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Fungicida del

aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.�034orégano"frente a

Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2015.

T b Aceite EsenciaI(mgIml)

u os

�030°°%
5°-°°° Z �030°°-°°° �0305°'°°°j
25-°°° 5°-°°° Z 75-°°°j
12-5°° 25-°°° 37-5°°
625° 125°�034 1875�0343
W5 615° 9,375 X

E �030V563 W5 �030W8X
�030WT �034563 2,344 3

 II W T W8�030 �030"2K
K �030W5S�030°"'F�031Q39�030 �034585j

°-093 Iil}401i}401l�034I195Z �034Z93
I °»°49 It °'°98 S�030°"'F�031}402}402j
IE °-°24 -I °-°49 Iil}401}402ll°'°73j

W -I W4 -I °-°-�030*7T
°'°°6 -I °-°�0302-I °-°�0308IEIWI

S: Sensible

R: Resistente
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v. DISCUSION

Un estudio realizado sobre el aceite esencial de la orégano, recuperado Ias

hojas, repona un mayor rendimiento de aceite mediante Ia extraccién por

arrastre con vapor, especialmente a medida que se aumenta el }402ujoy la presién.

El aceite esencial de orégano presenta 60 componentes, de los cuales |os

clasi}401caronen grupos: �034Monoterpenos,sisquiterpenos y fenélicos". De manera

que siendo |os principales componentes el �034timo|,carvacrol, cimeno y

terpenos�035.�030°

En el estudio realizado se recolecté Ia muestra de Origanum vulgare L."orégano"

que fue recolectada de la provincia de Huanta, que se expenden en el mercado

�034NeryGarcia Zarate�035de la ciudad de Ayacucho se tomé en cuenta estudios de

Solis�034por poseer mejores propiedades fisico-quimicas, lo que nos indicara' que el

aceite esencial presenta mejores condiciones para este estudio.

En el Cuadro 2, se presentan |os resultados de las caracteristicas organolépticas

del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. "orégano". Barrels�035

se}401alaque el aceite esencial de orégano es amarillo claro, se pone oscuro con el

tiempo, olor a especie, sabor amargo producto de la destilacién de la planta

(hojas secas) mediante el método arrastre de vapor. Los valores obtenidos

experimentalmente estuvieron dentro de las caracteristicas reportadas.

En el Cuadro 3, se presenta Ios resultados de las determinaciones }401sico-

quimicas del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. �034orégano�035.

Bruneton J.�034se}401alaque la densidad 0,870-0,910, indice de refraccién 1,5020-

1,5080; rotacién éptica especifica -2 a + 3�034;Iigeramente soluble en agua, soluble

en alcohol (2/70%) y aceites; contiene carvacrol (3�02417%),germacreno D (6�02421%),

y�024cadineno83 - 6%), terpenos, cimeno, d-linalool, timol (7%), alcoholes libres

(13%) y otros compuestos. Asimismo, se}401alaque los valores del indice de

refraccién para el aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. �034orégano",
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se encuentran en el rango de 1,5020 �0241,5080. Sin embargo, los valores

obtenidos para el mismo estén por debajo de los valores reponados, esto se

puede deber a una mala deshidratacién lo que pudo interferir en la medicién del

indice de refraccién. Las impurezas pudieron ser principalmente remanentes de

agua.

Morrison R."°, por su pane re}401ereque los fenoles son écidos por la capacidad _

de| anillo aroma'tico a estabilizarse por resonancia al anion fenéxido.

Precisamente esto se corrobora por que el AEO obtenido tuvo un mayor indice

de acidez y una mayor cantidad de compuestos fenélicos como se observa en el

cuadro 3.

Dorman y Deans�034,reportan que el aceite esencial de Origanum vulgare

variedad hirtum presenta un compuesto esteri}401cadode| carvacrol llamado

carvacrol metil éster. Es probable que exista una mayor incidencia de este éster

en la composicién quimica de| aceite esencial de orégano. El indice de éster

obtenido es mayor con resultado de 175,32 mg KOHlg AEO.

En la }401gura4, se observa la cromatografia en capa }401narealizada al aceite

esencial de las hojas de Origanum vulgare L. �034orégano�035,revelado con acido

sulflirico 5% en etanol y Vainillina 1% en etanol con resultado positivo manchas

de color Azul-Violeta. En comparacién con el Rf obtenido se puede determinar .

que hay presencia de timo|.°5'3°

Robledo E.7, evalué la actividad antif}402ngicade 9 productos vegetales (extractos,

aceites ylu oleorresinas) obtenidos de dos especies del Semidesierto Mexicano:

orégano (Lippia graveolens) y gobernadora (Larrea tridentata), frente a cepas de|

género Trichophyton sp., Microsporum sp. y Epidermophylon sp. Comparando

su actividad con la terbina}401na.El producto que presento la mayor actividad fue el

aceite de orégano, inhibiendo el 100% de| crecimiento de las cepas en sus

concentraciones 100% (vlv). En nuestro estudio; el aceite esencial de Origanum

vulgare L. "orégano" en su dilucién al 100%, enfrentado con cepas de Candida

albicans presente�031)halos de inhibicién promedio 4,10 cm de mayor diamelro en

Comparacion con las diferentes diluciones.

El efecto antimicotico de| aceite esencial de orégano, coincide con estudios de

Saavedra R.�031quien concluyo que a partir del 25% del aceite esencial de

Origanum vulgare �034orégano�035,produce un porcentaje de inhibicién mayor al 50%.

Fernandez G.�035Evaluacion de la actividad de aceites esenciales de eucalipto,

orégano, limén y mandarina frente a Candida albicans, el estudio sobre la
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actividad antif}402ngica.Los diémetros promedio de los halos de inhibicién fueron:

orégano 4,2 cm; eucalipto 1,3 cm; mandarina 0,9 cm; Iimon 2 cm. En conclusion,

el aceite esencial de orégano es el que presenté Ia mayor actividad antif}402ngica

frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231 seguido de los aceites de

eucalipto, mandarina y limén. Este estudio corrobora los resultados obtenidos en

el estudio.

V Contreras�034realizé el estudio frente a la actividad antimicética in vitro de tres

aceites esenciales contra hongos xiléfagos. El aceite esencial (AE) de orégano

tuvo un indice Antimicético (IA) de| 0% en las concentraciones de 20 y 100 ppm,

pero el efecto antimicotico fue aumentando al incrementarse Ia concentracién del

AE, de tal forma que para la concentracién a 400 ppm el IA fue el 100% para el

: hongo de la pudricién café C.puteana. Con este estudio con}401rrnamosque a

mayor concentracién de aceite esenciai mayor efecto antimicético.

En la Gréfico 2, las medidas de los halos de inhibicion de las concentraciones de|

aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. "orégano" del 25% (0,9 cm)

y 50% (2,3 cm); son menores a la nistatina que presento 3,38 cm; Ias

concentraciones de 75%(3,6 cm) y 100% (4,1 cm) respectivamente; superior a la

nistatina, siendo estadisticamente signi}401cativo(p<0,05).

En el Gré}401co3, los porcentajes de inhibicién de| aceite esencial de las hojas de

Origanum vulgare L. �034orégano�035correspondientes a las concentraciones 25%,

50%, 75% y 100%, respecto a la nistatina, fueron el 26,63%; 73,96%; 107,39%;

121,30%. Los resultados de los halos de inhibicion se determino la media y la

desviacién esténdar, media i desviacién esténdar. La diferencia entre la media

se contrasté con el anélisis de varianza al 95% de con}401anza.La Comparacion de

los halos de inhibicién con el esténdar de referencia se realizé con la estadistica

Dunnett (anexo 21). La inferencia de la concentracién en los halos de inhibicién

se evalué con el estadistico de Duncan.

Respectivamente, detenninando que estas concentraciones tienen efecto

antimicotico. Sostiene que el tubo transparente que contenga la concentracién

de droga més baja (méxima dilucién) correspondera a la CMI de la droga. Si los

organismos no crecen en las placas querra decir que han muerto. Esta

concentracién de la droga sera' fungicida. El tubo con la concentracién fungicida

mas baja (méxima dilucién) corresponderé a la CMF de la droga.

Acharte D.�030°en estudio referente a la actividad antimicética del aceite esencial

de Citrus aurantium L. �034naranja�035frente a una cepa de Candida albicans ATCC
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10231, El aceite esencial al 10%, 20% y 30%, presentaron mayor actividad

antimicética, respecto a las dema's concentraciones, con halos de inhibicién de

20,50 mm; 21,00 mm y 22,50 mm, respectivamente; superior a la nistatina que

presenté 19,67 mm, siendo estadisticamente signi}401cativo(p<0,05). La CMI y

CMF del aceite esencial fue 0.122 mg/ml y 0,244 mg/ml, respectivamente.

Los resultados de este procedimiento muestra que en el Cuadro 4 la

Conoentracién Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Fungicida de| el aceite

esencial de las hojas de Origanum vulgare L. �034orégano�035frente a Candida

albicans ATCC 10231, presenté 0,055 mglml y 0,11 mg/ml respectivamente.
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VI. CONCLUSIONES

1. El aceite esencial extraido de las hojas de Origanum vulgare L. demostré

tener actividad antimicética frente a Candida albicans ATCC 10231 y fue

dependiente de la concentracién (p<0,05).

�030 2. El aceite esencial extraido de las hojas de Origanum vulgare L. cumple con

las caracteristicas fisico-quimicas precisadas en las referencias

bibliogré}401cas.

3. El aceite esencial a las concentraciones de 75% y 100% mostraron mayor

efecto antimicético en relacién con la nistatina (p<0,05)

4. La Concentracién Minima Inhibitoria de| aceite esencia de Origanum vulgare

L. frente a Candida albicans ATCC 10231 fue de 0,055 mg/ml.

5. La Concentracién Minima Fungicida de| aceite esencia de Origanum vulgare

L. frente a Candida albicans ATCC 10231 fue de 0,11mg/ml.
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VII. RECOMENDACIONES '

1. Estudiar en un futuro otras aplicaciones respecto al uso del aceite Orégano,

asi como las ventajas y desventajas econémicas de| uso en nuestro pais

�030 como antimicético.

2. Realizar estudios de comparacién efecto antimicético de| aceite esencial de

Origanum vulgare L.�034orégano�035con cepas de Candida albicans resistentes a

los antimicéticos comerciales.

3. Obtener los aceites esenciales por diferentes métodos de extraccién y

> puri}401caciénpara optimizar la concentracién de compuestos activos y

metabolitos responsables de la actividad antimicética, conocer su Iugar de

origen, su cultivo, Ia cosecha, Ia extraccién y su purificacién para tener

buenos resultados.

4. Realizar estudios de composicién quimica del aceite esencial de Origanum

vulgare L. �034orégano�035de diferentes regiones de| Perl] para determinar el

componente que produzca mejor efecto antimicético.
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Anexo 1. Certi}401cadode identi}401caciéntaxonémica de Origanum vulgare L."orégano".

_' EL JEFE DEL FERBARIUI I-IUAIANGENSIS DE LA FACULTAD DE

-3. 4:. cuencas auomeocns 0: LA umvenssonn uacsomu. DE
V{4..3�031 - sue cmsmalu. DE HUAMANGA"

C E R T I F I C A

Que. la Bach. en Farmacia y Bioqulmica. Sm. Paola So}401a.CORDOVA

I-IUAIANI, ha solicitado Ia identifncacibn de una muestra vegetal pata ttabajo de

tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y detenninada seg}401nel sistema de Clasi}401cacién

de Cronquist. A 1988. y es como sigue:

DMSION 2 MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

sus cuss : ASTERIDAE

ORDEN : LAMIALES -

FAMILIA : LAMIACEAE

GENERO : Origanum

ESPECIE : Orignnum vulgan L

N.V. : �030orégano�031

Seexpidelaoeni}401cacionconespondientea solieituddela imeresada

para los }401nesque estima oonvenienna.

Ayacucho, 10 de Noviembre del 2015

u 
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Anexo 2. Origanum vulgare L. �034orégano"que fueron recolectadas de la provincia de

Huanta, que se exprenden en e1 mercado �034NeryGarcia Zarate�035.Ayacucho,

2015.
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Anexo 3. Secado de hojas de Origanum vulgare L.�034Orégano�035.Ayacucho, 2015.
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Anexo 4. Esquema de extraccibn de| aceite esencial de Origanum vulgare L.

"orégano", por arrastre de vapor en el Iaboratorio de Farmacognosia.

Ayacucho,�0312015.
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Anexo 5. Aceite esencial de Origanum vulgare L. ':orégano�035.Ayacucho, 2015.
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Anexo 6. Curva espectral de| aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare

. L�030�035orégano".Ayacucho, 2015.

Spectnnn: Muestra Ldsp

Description: Aceite de Oregano

operacoz: use:/!'Anm'Jo<:NosIA

Created: 04/11/2015 07:28:08 p.n.

Spectzcphatameter: amnzsvs 6

Serial number: ZM6}402D70D01

Finmtaxez 1.200

A

3

1

2

1

1 : 2 ' .

O ,

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

nm

Muestra 1.d.sp Aceite de Oregano

Maxim: Threshold: 0.01 A

1 221 nm; 2.35]. A 2 274 nm; 0.754 A
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Anexo 7. Cromatografia en capa }401nade| aceite esencial de Origanum vulgare L.

"orégano".

**ii3}402*f �034"�031 -_ .. »

" ~':;';:

l�030 -9 :' �030. .0

~ ; :
�031. 2 _.

7. 1 7: 3

-..._._...............=..........

(A) Cromatografia de capa fina revelado con acido sulfurico 5% en etanol y Vainillina 1%

en etanol con resultado positivo manchas de color Azul-Violeta. (B) Cromatografia de

capa fina con in}402orescenciaque permite la visualizacién de los componentes activos a la

luz ultravioleta UV�024254 nm. (C) Cromatografla de capa }401nacon Iuz ultra violeta UV-

366nm. Ayacucho, 2015.
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Anexo 8. Preparacion de las diferentes concentraciones de| aceite esencial de las

hojas de Origanum vulgare L. �034orégano�035.Ayacucho, 2015.
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Anexo 9. Nistatina, utilizado como control. Ayacucho, 2015. .
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, . .

Susponsién 4 b -

= Via Oral _.

I ' '

Amiiangico �030. ,1 V

\ frasco galore x 12 mL - .. .
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Anexo 1o: Cepas de Candida albican}401ATCC 10231. Ayacucho, 2615. '
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Anexo 11. Esquema de reconstitucién de cepas esténdar de Candida albicans ATCC

10231. Ayacucho. 2015.

Preparacién del inéculo de Candida albicans ATCC-10231 �030)
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Anexo 12. Esquema de la técnica de estria cruzada. Ayacucho, 2015.
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Anexo 13. Procedimiento de| método de Kirby-Bauer. Ayacucho. 2015.
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I 3 , "" �031-�030 / I I�030

i _ . _ '

Vertiendo el inéculo por el método Placas Iistas para agregar el aceite a diferentes

de| hisopado. concentraciones.
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Placas respectivamente identificadas. Placas Iistas para la incubacién.
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Anexo 14. Halos de inhibicién de las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% de|

aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. �034orégano"y la nistatina,

frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2015.
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Anexo 15. Halo de inhibicién de la concentraciones de 100% de| aceite esencial de las

hojas de Origanum vulgare L. �034orégano"y la nistatina, frente a Candida

albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2015. -
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Anexo 16. Protocolo de la determinacion de !a Concentracién Minima Inhibitoria (CMI).

V y de la Concentracién Fungicida Minima (CMF). Ayacucho, 2015.

Esquema de| procedimiento de la determlnaclén da

la CMIyCMF _
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Anexo�03017.Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de las céncentraciones de 50%, I

75% y 100% del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.

"orégano�035.Ayacucho, 2015.
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Anexo18. Concentracién Minima Fungicida (CMF) de las concentraciones de 50%,

75% y 100%. Ayacucho, 2015.
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Anexo19. Diémetro de los halos de lnhibicion del aceite esencial de las hojas de

Origanum vulgare L. �034orégano",frente a Candida albicans ATCC 10231

Ayacucho, 2015.
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Anexo 20. Analisis de varianza de| n}402merode halos de inhibicién de las

concentraciones del aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L.

�034orégano�035y del control frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho,

2015.

ANOVA

HALO DE INHIBICION

Suma de Media

cuadrados - cuadrética F o

Entre grupos 39,388 4 9,847 331,921

Dentro de grupos .742 25 ,030

Total 40,130 29
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Anexo 21. Prueba de comparaciones multiples de Dunnett de los halos de lnhibicién

del efecto antimicético de| aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare

L. "orégano" y del control frente a Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho,

2015.

Comparaciones mliltiples

Variable dependiente: HALO DE INHIBICION

T de Dunnett bilateral '

con}401anza

(J) Diferencia de Error -

I TRATAMIENTO TRATAMIENTO medias I-J esténdar ~ inferior Limite suerior

E

E&

E%%
E

�034.La diferencia de medias es signi}401cativaen el nivel 0.05. . '

a. Las pruebas t de Dunne}402tratan un grupo como un control, y comparan todos los demés grupos can

este.
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Anexo 22. Prueba de comparaciones multiples de_Duncan " de los porcentajes de

lnhibicién de| efecto antimicético del aceite esencial de las hojas de

Origanum vulgare L �034orégano�035frente a Candida albicans ATCC 10231.

Ayacucho, 2015.

HALO DE INHIBICION

Duncan�034

�024-
mAm»»e~To 12-H-
Aceite esencial 25% 6 ,9000

Aceite esencial 50% 6 2.3000

Aceite esencial 75% 6 3,6333

Aceite esencial 100% 6 4,1000

Si -. 1,000 1,000 1 .000 1,000

Se visualizan Ias medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tama}401ode la muestra de la media an'n6nica = 6,000.
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Anexo 23. Anélisis de varianza de| porcentaje de inhibicién de las concentraciones del

aceite esencial de las hojas de Origanum vulgare L. �034orégano�035frente a

Candida albicans ATCC 10231. Ayacucho, 2015.

ANOVA

HALO DE INHIBICION

cuadrados GI cuadrética F .ZCHE
Entre grupos 37,360 3 12,453 450,120

Dentro de grupos ,553 20 ,O28

Total 37,913 23

66



§§ Q �030

§§ Q § §§m \

§KQ§ K K �030EK}401§KM § Q
N v; [Q ..m§ Q

§Q") QQQ) \

§§�030§llj§ �030\§§-Q§\§
m}401}401 §§§ %

§§ }401x§¥§\�030§

Q§§§§§E& §%W % �030

%¥Q}401\\Q§\§§ §5\'Iak¢uQ\\ mg)�034, \

&"'4.;\V�030JVH3�034S §

% §§%3$ �030:\§§

3 K §&&*§§a%* & a &Q § § Q�031 § Q; § \ Q�031
lg�034:\ �030§�034�030§�030§ Q \ § "t"�030k:

Vu}401�034mK%\@m § �034K�030m

QN QE \§§\mg § $3 "5 §§Q\:,

xt § § \\�030\x{\3�030Q§% \ Vtu§ �030

V11. "3 \ tn <1;

k}401q§§ V $§Q§ §« x § §®Q§m�030N.§\ E§\}\,§Q ~QQ.Q \§\'¢;¢q%\

kg &V§ . §§Q§§§\§\Q%\§§\§%

%\m§$§ \ 5 \§§QQ§wg§wV§2§§R§ §\
Q~\,,�031�030Q�030x;QQE:�030§§%§§Q§~§\%§ \§y{."a�030&\<1;mm ups, § lg, §\§g\,§ �030Eu,3 Eg �030I\_§

IQQQQ; \§�0303t§§\ \j�030lQQ§t�030,\�034�031\\¥u§Q \~"¢§§
Km \ Q§\\§ g&\§§§§§§§Q$ N \E\

Q Q; §�030Vz;\§\�030§�034ieqmlg\~§\�030§,\\\~q5t§

K �030:3 \i \§§l:,.Ig�030§ §§,,�030Q_{13§�030#1; § Q;~§%�034s§~Q§ E §~§g§§ \§§§g§§%m§ g§m§§
% �030E5 Q § KN�034!�0305m§~°\J§Q3§EQ

m \§ § Q \\ m§§\§\�034\§\§§§

\ Nw}401�030�030%�034\§ §Q%�034%m&S% §

JQ q,�030\�030\z§§cu Q \|Q§ Q\\Q

M §§§§ § %§\u§a�034N§V
§ § %§§§§ § % *%g\§§\kx

QQWQ \§\)Q;§ \K%Q\§ mg�034)

m¥é§ �030§\&&§ % a%%§&$\
\§§§3m 5? §§\§ \ K x�030!{�030«\;t\§
~§m§§ §§ &%§§m�030 %ss§m§
\�031\K\;§ §\3§:§'v,. \§~Q§l{J�034IQ"�030 QQ §\\\ a.�030u.�030§§§�034§"éQ§ \{ �034§§=t; §§§

\�030._~§§§~\�030S §%u;N®§§ 3%

N ~_§~S, xmkm c§§

§§$3�030§�030§$§ §§£§§§\

& §§§%�034§N*&§%§§§»

V *%;§§&\u3a~gSg§g

\§%§§§§§�034a§m%§§�030

\; g,'3�030§�030?x;§"':H%Q&;Q§�030QQ

{Sm N \\E\\. R5) .{\,b,�030§\

\\g %Q§§\§ \§\m§&

V, §�030�254§\�030S�030�030§ Q�030§\�030§\�0301s�0303\*Q Q m% m \\QgN §\
§ N�034§Q Q\\ §m§\§§ Q �034Q
\ �034N l�034\b.§~4§\t\3tu *1; 11,

K }401m}401§�034%%u§n§Qm}401}401}401w

N \%~,Q�030_ §&:,�030\\7§g,%\QQ\<1;§.,�030 \

\ m & W}401�034¥§S§§Q %§®§Q% {�030\'o.\i§%\§ §§\§3§&�034~§�030%�031q)§£3 run;

(5 Q§.'§ §§�030{g\i§Ez:,%_�030§\~\§§l¢�030,§%\

$ gm§§ §§~% g ~a§§m§ g§§§s
¥%%�030§§$§§§ §§§\§m§§ %§§w%
NQ§§g\ mw\\ §$§& \§%w\& §§§

�034§§%\§«Q Q Q%%§% �034%§§Qu&§«
�030LU§§§K5 Q§»,§ m§~N \; ,§�030§\§§\\:
§& Nag�034\&§§ w Q N Q §§m§
U.;�030$§q�031§�030§§§§�034�030§>�030Q§§\�0343�030§~% °"\�034"�030
V \'4: Q:\l{.§~§§ \\§® 53 �030>¢}�030§":�034°

a�034%�034V%SS§§N§§§%\§%£§ «%\%:sl§ E �030 \\,§§ §\"é\QK\ Em NS
�030mg§ �034S§§§§%§�034§w%§§§ N

�030\z3§"�030§�030 %\QK\~atQ\�034J�030a; QR:

�034{�030\;§Q<\:Q \\ V \�034é\ �034

q�031�034�0305z<x;§\N �030 ~S§\ §§'vs§ \§�034�030\�034

Q �030®§§§§ QN§%\§§§%§§ }401é}401§& §

§ N& \§§§§ u %m§§§\§& \ g §§§
}\\.Q%'}402�030 \K;"\ K '\%_\t�030,II§�030li\§§"z*3 M

k§~§�034§\%§Q%\ %§®§§�034%Q�034%%$«§
E3 % �034}401u}401}401\ \ § w% WQN
\f)§ \ �0341&§t\;!\ �030Q§§§g§%§:§ Eg}401XE Q ®§§ \§ $\ \& K §

tx,\§ g N \\ %~Q\ §;§§vo,�030

Q; § �030 NQ g..§§.§~�030Q§Q�030Q§):§

�030§v4*q§Q Q. Q§ ~ \§"\~�034Hx;§ �030\ u~$§§ §\ tx,

Q;§�030,§l%<§�030N Qmm §{}u,§)
§§}4011; <5 \"�034§a§\\\

Q§§ § N _ (3% &§�030\

�030§§§§§\ w§§§§§§§Q& §§§§
K)*§ V3 �034l*q\x}401}401 w§

\§w
~<§



Revista de Investigacién �024Facultad de Ciencias de la Salud - UNSCH Cérdova H. y col.

 

Actividad antimicética del aceite esencial de las hojas de

Origanum vulgare L. �034orégano�035frente a Candida albicans

. ATCC 10231. Ayacucho, 2015.

Autor : Bach. Paola So}401aCordova Huamani.

Asesor : Mg. Enrique Javier Aguilar Felices

RESUMEN _

E1 presente trabajo es una contribucion a la brisqueda dc nuevos agentes antimicéticos a partir de

productos naturales que se han llevado a investigar. Los objetivos se orientaron a determinar las

propiedades }401sicmquimicas,ademas de evaluar la actividad antimicética del aceite esencial de las

hojas de Origanum vulgare L, �034orégano�035frente a una cepa de Candida albicans ATCC 10231, El

tipo de investigacién fue experimental. Se desarrollé en los Laboratorios de Farmacognosia y

Microbiologia de la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, durante los meses de junio

a noviembre del 2015. La muestra de Origanum vulgare L. �034Oregano�035que fue recolectada de la

provincia de Huanta, que se expenden en el mercado �034NeryGarcia Zarate�035de la ciudad de

Ayacucho. El método de extraccién del aceite esencial fue por arrastre de vapor de agua y la cepa

de referencia fue Candida albicans ATCC 10231. La actividad antimicotico se evalué por el

método de disco difusion de kirby-Bauer. Se utilizaron discos de papel embebidos con el aceite

esencial a 25%, 50%, 75 % y 100 % respectivamente y como control se utilizb un disco de

nistatina. Los halos de inhibicién fueron 0,90 cm; 2,30 cm; 3,63 cm y 4,10 cm y para la nistatina

3,38 cm respectivamente. Se hallaron diferencias estadisticas entre los porcentajes de los halos de

inhibicién (ANOVA, p<0,05), en comparacion con el estandar nistatina (Dunnett, p<0,05) y el

efecto de la concentracion (Duncan, p<0,05). Asimismo, la Concentracion Minima Inhibitoria fue

0,055 mg/ml y la Concentracién Minima Fungicida fue 0,11 mg/ml. Se concluye que el aceite

esencial de Origanum vulgare L. �034orégano�035tiene actividad sobre Candida albicans ATCC 1023]

y que el efecto es dependiente de la concentracion.

Palabras clave: Origanum vulgare L. �034orégano�035,Candida albicans ATCC 10231, actividad

antimicética.

Antifungal activity of essential oil of Origanum vulgare leaves L. "oregano" against Candida

albicans ATCC 1023]. Ayacucho, 2015.

SUMMARY

This paper is a contribution to the search for new antifungal agents from natural products that have

been investigated. The objectives were aimed to determine the physico-chemical properties in

addition to evaluating the antifungal activity of essential oil of Origanum vulgare leaves L.

"oregano" against a strain of Candida albicans ATCC 10231, the research was experimental. Was

developed in the Laboratory of Pharmacognosy and Microbiology of the National University San

Cristobal de Huamanga, during the months of June to November 2015. The sample of Origanum

vulgare L. "oregano" that was collected }401'omthe province of Huanta, which are sold market "Nery

Garcia Zarate" in the city of Ayacucho. The method of extraction of essential oil by steam was

water and the reference strain ATCC 1023]. Candida albicans was antimycotic activity the

evaluated by disk diffusion method Kirby-Bauer. Paper discs embedded with essential oil at 25%,

50%, 75% and 100% respectively and were used as a control disk used nystatin. The inhibition

halos were 0.90 cm; 2.30 cm; 3.63 cm and 4.10 cm and 3.38 cm respectively nystatin. Statistical

di}401erencesbetween the percentages of inhibition halos (ANOVA, p <0.05), compared to nystatin

standard (Dunnett, p <0.05) and the e}401ectof concentration (Duncan, p <0, is found 05). In

addition, the minimum inhibitory concentration was 0.055 mg / ml and the minimum concentration

Fungicide was 0.11 mg / ml. It is concluded that the essential oil of Origanum vulgare L.

"oregano" has activity against Candida albicans ATCC 10231 and that the e}401ectis concentration

dependent.

Keywords: Origanum vulgare L. "oregano" ATCC 10231 Candida albicans, antifungal activity.

correspondenela:

Paola So}401aCbrdova Huamani: so}401_miestrella_1991@hotrnai|.cnm

Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

Facultad de Ciencias de la Salud -Av. Independeneia s/n.



Revista de Investigacién �024Facultad de Ciencias de la Salud » UNSCH Cérdova H. y col.

 

INTRODUCCION antimicética del aceite esencial de Origanum

vulgare L. �034orégano�035;de tal manera que se

Durante la }401ltimadécada se ha observado un pueda ofrecer como altemativa a cepas de

incremento de las enfermedades micéticas, Candida albicans resistentes a los

sobre todo las de tipo oportunista, ello ha antimicélicos, por lo cual los objetivos

signi}401cadola aparicién de nuevas fonnas fueron:

clinicas de micosis asi como Iocalizaciones 1. Determinar las propiedades }401sico-

o presentaciones no habitua1es.' Las quimicas del aceite esencial extraido de las

infecciones fimgicas sistémicas y dérmicas hojas de Origanum vulgare L, �034orégano�035.

son la causa de gran morbimortalidad en este 2. Comparar la efectividad antimicética de

tipo de pacientes} Los farmacos disponibles las diferentes concentraciones (25%, 50%,

actualmente, tiene una toxicidad importante, 75% y 100%) de] aceite esencial de las hojas

producen recurrencia 0 causan resistencia, de Origanum vulgare L. �034orégano�035frente a

razén por la cual se esta procurando nuevos la nistatina I00 000 U.l. sobre cepas de

agentes anti}401ingicosmas potentes pero Candida albicans.

sobretodo mas seguros que los existentes 3. Determinar la Concentracién Minima

actualmente.2 La candidiasis, es la infeccién Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de las

causada por Ievaduras del género Candida, hojas de Origanum vulgare L. �034orégano�035.

siendo las mas }401ecuenteslas infecciones 4. Determinar la Concentracién Minima

causadas por Candida albicans. Esta Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de las

infeccién (la mas frecuente de las micosis hojas de Origanum vulgare L. �034orégano�035

oportunistas) puede Iocalizarse en la mucosa

oral (muguet), vaginales, esofégicas, etc. Es MATERIALES Y METODOS

frecuente en diabéticos, tras tratamientos

con antibiéticos 0 en pacientes LUGAR DE EJECUCION

inmunodeprirnidos? El presente trabajo de investigacién se

En el mundo un gran mimero de especies a realizb en los Laboratorios de la Escuela

Ias que se designan con el nombre de Profesional dc Farmacia y Bioqulmica,

orégano, el género mas caracteristico es el Facultad de Ciencias de la Saludad.

Origanum, teniendo m}401ltiplesusos: Especi}401camenteen el Iaboratorio de

condimento en la industria de los alimentos, Farmacognosia y en el Iaboratorio de

plantas decorativas, aromatizantes en la Microbiologia de la Escuela Profesional dc

industria de perfumes 0 aromas, produccién Ciencias Biologicas, Facultad de Biologia de

de aceites esenciales y o|eorresinas.° la Universidad Nacional San Cristobal de

Actualmente muchas especias y hierbas, en Huamanga, durante los meses dc junio a

particular de la familia Lamiaceae, a la que noviembre del 2015.

pertenece el orégano, han sido evaluadas MATERIALES

como antimicrobianas.�030El timol y el Poblacién

carvacrol son los compuestos principales.�031 Las plantas en buen estado de Origanum

La actividad antimicética también es vulgare L.�034orégano�035quefueron recolectadas

afectada por el tipo, composicién y de la provincia de Huanta, que se expenden

concentracién del aceite esencial, el tipo y en el mercado �034NeryGarcia Zarate" del

concentracién del microorganismo distrito de Ayacucho, de la provincia de

seleccionado, la composicién del sustrato, y Huamanga, depanamento de Ayacucho.

las condiciones de procesamiento y Muestra

conservaci6n.5 5 Kg de las hojas de Origanum vulgare .

Los aceites esenciales fueron conocidos L.�034orégano�035.Tipo de muestreo no

desde la antigiiedad por sus cualidades probabilistico por conveniencia

microbicidas (capacidad de matar La identi}401caciéntaxonémica de la especie

microorganismos) y regeneradoras entre fue emitida por el Jefe del Herbarium

otras propiedades. Su nombre proviene dc la Huamangensis dc la Universidad Nacional

quinta essentia (quinta esencia) ya que era de San Cristébal de Huamanga.

considerada un elemento de Vida después del Microorganismo de ensayo

agla,1atierra,e1fuegoyelviento.5 Cepas de Candida albicans ATCC 10231

Teniendo en cuenta la incidencia de micosis proporcionadas por el Area de

que existe en nuestra poblacién, por ello se Microbiologia de la Facultad de Ciencias

realim la presente investigacién con el Biologicas de la Universidad Nacional San

propésito de determinar la actividad Cristébal de Huamanga.
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DISENO METODOLOGICO Donde:

Procedimiento para la recoleccién de La masa delpicnémetro vacio (mp)

muestra La masa del picnémetro enrzsado con agua

Las plantas en buen estado de Origanum (mp+w)

vulgare L.�034orégano�035que fueron recolectadas La masa del picnémetro enrasado con

de la provincia de Huanta, que se expenden disolucién 0 muestra problema (mp+d)

en el mercado �034NeryGarcia Zarate�035de| Densidad del agua (pw) = I

distrito de Ayacucho, de la provincia de Determinacién del indice de refraccién

Huamanga, departamento de Ayacucho. Las indice de refraccién (n) de una sustancia es

hojas fueron lavadas con agua }401'1�031apara el cociente entre la velocidad de la luz en el

Iuego, ser secada en un medio ambiente aire y la velocidad de la luz en la sustancia.

}401ascofuera del alcance de la contaminacibn, Es importante para la idemi}401caciénde

durante un periodo de 8 dias hasta obtener el sustancias y la deteccién de impurezas. Se

producto completamente seco y determinara haciendo uso del refractémetro,

homogéneo.�031 este a su vez daré el contenido de aceite

Las muestras fueron transportadas a los esencial de orégano en la muestra.7

laboratories de Fannacia de la Facultad de indice de éster

' Ciencias de la Salud. Se fundamenta en la neutralizacién, por una

Obtenci}401ndel aceite esencial base, de los écidos Iiberados en la hidrolisis

E1 aceite esencial de �034orégano�035(AEO) fue de los ésteres contenidos en lg de aceite

extraido de las hojas dc Origanum vulgare esencia]. La técnica seguida, segtin su

L.�034ore�031gano�035a través del método de arrastre recomendacién, fue la siguiente: A un

de vapor de agua a panir de muestra seca, volumen equivalente a 1g de AEO se le

utilizando un equipo especialmente dise}401ado agrego 25mL de KOH etanélico al 0,5N y 5

y adaptado.6 gotas del indicador fenol}401aleinapara Iuego

, ser re}402ujadopor 1 hora, al término del cual

. -�024- ---» \ se dejé en}401iar.Se titulé con HCI 0,5N hasta

la aparicién de un coloracién persistente.

: Paralelamente se hiso un blanco?

�034""' indice de éster = [saponificacién

�030 �024i. de acidez

; i. sapanificacién

(1:1 �0241:2) x O,SN x 56.1

.y.a �030~...,..A ..._..,..,. ..,.. ~~ . v �024 P

Figura 1. Esquema de la extmccién de D0955?

aceites esenciales de orégano por arrastre de HCI �034ti1iZad°9" el b'3�034°°(V1)
vapon HCI utilizado con la muestra (\/2)

DE-rERM]NAC1()N DE LAS yeso de la muestra en gramos (P)

CONSTANTES FiSICO�024QUiMICAS Indice dc acidel
Ca,-actergsticas 0rgano|épticas Se }401mdamenteen la neutralizacién de

Camcteristicas propias del aceite esencial en -"1°id°5 libres Wm9�034id°55�03418 de ace}402e

cuanto a su aspect�030),C010,.�031sabor y 010,} esencial. La técnica seguida y recomendada

Determinacion dc densidad por la misma fue la siguiente: A un volumen

Se determiné la densidad por el método del °q�0343Va'9m°3 18 d9 aceite esencial dc

picnémetro. Se peso e1 picnémetro vacio y Orég?�031-"055 19 39580 5mL de_ 3!°°h°1

seco para posteriormente ser llenado con medicina] Y 5 8'-W35 dc mdlcadm

agua destilada y 55, vuelm a pesar. fenol}402aleina.Posteriormente se titulé con

Seguidamente, Iuego de ser vaciado y KOH Et}401}402élico31 0.1N MSW que 3P3-Tecié

secado, se le llenaré con el aceite esencial de �034"3°°10|'a°i¢5n Persisteme P01�03130 5�254gU"d05-

Origanum vulgare L.�034orégano�035y se volveré Se hizo Pamlelamcme �034�034b]a�034°°-2

a pesar. Todo este procedimiento se llevara a

caboa20 °C.7 iacidez = G1": 561

P �030(mp + d) _ mp 35 PW gontdezl KOH (G)-T as o e

(""�031+ W) _ mp Normalidad de KOH (N)
Peso de la muestra en gramos (P)
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' CROMATOGRAFiA EN CAPA FINA

DEL ACEITE ESENCIAL PREPARACION DE LAS DILUCIONES

ldenti}401cacionde los componentes del aceite Para la muestra

pot cromatogra}401ade capa }401na. Para la detenninacién de la actividad

Se dctectarén los componentes de los aceites antimicotica se prepararon concentraciones

por la coloracion que presenten las manchas al 25%, 50%, 75% y 100% peso sobre

generales Iuego de ser rociada por un volumen (v/v) del aceite esencial de

detector quimico. Origanum vulgare L. �034orégano�035diluidos en

0 Muestra: aceite obtenido por arrastre por Tween 30 a1 2% C0m0 Solvente y

vapor emulsi}401cante.

0 Estandar: muestra comercial dc aceite de Para 13 deteminacié}402dc 13 CM1 3/ CMF, 135

Orégano diluciones hechas para el aceite esencial de

0 Fase estacionaria: cromatogra}401ade silica 0�031ig�034"�034mW/give 14- �030�0300|'ég3'_10�031:59 Fealilé

Gel y placas cromatogra}402asde silica gel. de 30U3"d° 31 Fequenmlento del

-Fase mévil: Tolueno �024Acetate de Etilo "�034i°'°°"g3-�034i5m°°°�030m'°l-

(9317) Preparacién del in}401culode Candida

0 Soluciones reveladoras: ulbicam A_TCC 1023! .
A_ Acido Sul}401mco5% en etanol Se proced16.a seleccionar las colonias flel

B_ Vainillina 1% en etanol agar de cultivo, se loco la colohia Candida

Prepamcién de las soluciones reveladoras: albmans AT(_:C, 10231 pm a}401fba�034"1una

0 Solucién A: acido sulflirico al 5% asa y el cre°�030m'em°Se tm,n_Sfmé a_un who

Colocar 5mL de écido sul}401iricoen im balén WHO4 3 5 ml de caldo numfwo�031Se mwbé a
de 100ml 37 C por 24 horas. La tuihldez del caldo se

Diluir con etanol 95° ajusté con el_caIdo nixtritivo obtoniendose

Llevar avolumen asi una turbidez éptlcamente similar 21]

. Solucién B: Vainillina al 1% esténdai de 0,5 de la e_scala de McFa|_'la.nd.

pesar Log de Vainillina Se realizo este paso vlsualmente, tenxezido

Disolverla en Etanol a 950 on cuenta la luz adecuada, comparando asi el

Rociar las placas primero Con la Solucién A méculo con el esténdar dc 0,5 de lalgscala de

y Iuego con la solucion B. colocar las placas , 1]�030)/IctFarla_ndc.°émr: llnil}402iniob,la:,c:�030.6

en una estufa a 105 cc por 5 minutos y E1: (f�254:l;I;l?llal:ld:lacs 1:515 egltii lselc<:lolI(I)caron
observarlas coloraciones formadas. 20 ml de agar sagouraug por medio de

f�030,?:f::�030:�030§3posmva manchas dc color Azub estria cruzada se agrego la suspension de

Rf ' Candid}: albicans ATCC 10231. Se embebio

(a)dz'stancia que recorre la 105 d:C°.S dad �030papet:et:::.alcgen25!,;/as

= ueS"afiesde ,9�031punto de aplicacién §�030(J)I"]/:,eI;5�030?/:�030;n1e(:0;yazfylzieel contlrol positiv:

_ (b)d'5mn�035aque Temrre El que fue la nistatina 100 000 U.I. Se realizo
dlsalvente hasta el frente del eluyente la incubacién a 37 ac y Se realizé la

�031 ' ' mm M Mm observacién de los halos de inhibicion a las

48 horas, Iuego se prooedié 3 la medicién

,,,,,,s.,, del diémetro del halo formado. Aquellos que

tuvieron halos de inhibicién similar 0

mmmpmdoy, superior a la nistatina, se utilizaré pata

determinacién de la CMI y CMF.�035

Determinacion de la Concentracién

"�031�0344�035�031 Minima Inhibitoria (CMI)

DETERMINACION DE LA CMI ."S 1: °°�034°"�034�030:;�030.l°)�034T3�030�030Tal?�030if�0313�034
ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL '�030�034"�030�034�030'°'.�030�031�030�030�030�034°�030*�030.�031°�0303° °�030?°"�034':�034° 6
ACEITE ESENCIAL DE Origanum 3*�034b�034�0303§�031°°'gL�034�034�030S"g�031esp�034? . 5�034
vulgare L. �034orégano�035 mm} .ac1.n' . a Oncenu-ac.�030n , . umga
Seg}401nla metodologia dc Lozina et al Inhibitoria es lmportante en dlagaostlcos de

(200310, para la determinacién de los halos lal')orator1o'para con}401rmarla reslstencla e

de inhibicionz Palomino y Uribe (2007)�035, m"fr°.°rgmi'Sm°S a un . égente

para determinar la Concentracién Minima antitrilcroblano y ademés para momtonzar Ia

Inhibitoria (CMI) y la Concentracién activlflad . de 12 I05 nuevos agentes

Minima Fungicida (CMF). mmmwmb1anoS'
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El cultivo de Candida albicans ATCC Diseflo experimental

1023] fue ajustado al esténdar de 0,5 de la Para el presente trabajo, se formo cinco

escala de McFarland. Para hallar la CMI se grupos y cada grupo de seis repeticiones con

prepararon 15 tubos previamente Candida albicans ATCC 10231, distribuido

esterilizados y rotulados del mimero 1 al dela. siguiente manera:

n}401mero15. A continuacién se detalla el ,

procedimiento: Grupol 2 Control positivo tratado

- A partir del tubo N�0341 hasta el tubo N�03415 con nistatina

se agrego 1 ml del Caldo Nutritivo Gmpo II : Aceite esencial a 25% de

0 Posteriormente se agrego 1 ml de la C01109mT3Ci<5I1

concentracion del aceite esencial al tubo GTUPO 1�035 5 A99it9 959�0349i313 50% 419

N° 1, a panir del cual se traspaso 1 ml al C}402nce}402tfacién

tubo N�0342 y asi sucesivameute hasta el tubo GTUPO IV 3 A9939 959}4029i313 75% d9

N�03414, del tubo N�03414 se extrajo 1 ml y se 00D09nT|'HCi6Il

descarté. El tubo N" 15 no recibié aceite GTUPOV 3 A9939 959"9i31 3 100%

esencial siendo éste el control. d9 00nC9Il�031f!'d9i(5}402

. Luego Se agregé 1 m1 del inéculo de Para determinar el efecto antimicético se

Candida albicans ATCC 10231 a todos 105 procedio a medir el diémetro de los halos de

tubos y Se new a incubacién a 37°C P0, 24 inhibicién de las diferentes concentraciones

ho,-as.14 de la muestra y del control positivo, los que

nos permitio detenninar la concennacion

Tubos Ideal que muestre una mayor e}401cacla

" ° " antimicética en relacion a la nistatina

K tomadocomopatron.�035
Para el célculo de porcentaje de inhibicion

se uso la siguiente f6rmula:

%,W,,,.,,,.c,.én
Diémetro de inhibicion

3 = de la muestra
Diémerro del halo control

It
a ANALISIS ESTADlSTlCO
n Los resultados del porcentaje de los halos de

gnhieicign sg;;;;emin6d.la me;i==_v.1a
esvracl I1 es at, me la It esvlaclén

12 0�0310240�031049 0�031o73 esténdar. La diferencia entre la media se

contrasté con el anélisis de varianza al 95%

de con}401anm.La comparacion de los halos

Cuadro l. Concentraciones decrecientes de de inhibicién con el esténdar de referencia se

las diluciones del aceite esencial.�035 realizé con la estadistica Dunnett. La

Determinacién de la Concentracion diferencia de la concenu-acion en los halos

Fungicida Minima (CMF) 1�031 de inhibicién se evalué con el estadistico de

CMF es la reduccién de 99,9% en las Duncan.

unidades fonnadoms de colonia. Este es el RESULTADOS

criterio que se usa para bacterias y algunos

lo utilizan para los hongos.38 Cuadro 2. Caracteristicas organolépticas del

Para determinar Ia Concentracién Minima aceite esencial de las hojas de Origanum

Fungicida (CMF) se procedio a partir de la vulgare L. �034orégano�035.Ayacucho, 2015.

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI),

realizéndose de la siguiente manera: . ca,-Rte,-isticas Des�034-ipcidn

-L.uego d_e haber observado la turb1dez a Aspect�030) Liquidoyvisco-so

sunple vlsta, se procedlo a sembrar con la .

ayuda del asa, los caldos no turbios en las C°'°r Amanuo c!a'° _
p]aca5 con agar sa1,omud_�034 Olor Caracteristnco (especie)

-Posterlionnente se incubé a 37°C por 24 Sabor Caracteristico (amargo)

horas.
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Cuadro 3. Constantes }401sico-quimicodel Cuadro 4. Concentracién Minima Inhibitoria

aceite esencial de las hojas de Origanum y Concentracién Minima Fungicida del

vulgare L. �034orégano�035.Ayacucho, 2015. aceite esencial del aceite esencial de las

hojas de Origanum vulgare L.�034orégano�035

Caracterfs}401cas Resultados }401'entea Candida albicans ATCC 10231.

"°�034�034""�034'°�035"3g�035�034' AV indice de 1 S02 AccIIcEscnc11;l lll ml _

Refraccién »
I . . m 50,000 100,000 150,000

�030"�034'°°�034�030�034�030°"�030°�03051493�030�034g"°*"gAE° I»:
indice de Este, �03075:32�030:$§)K0Hg3 12,500 s 25,000 37,500 s' I / -�024 �024
0: II

1
133

E
E

S

HE
R

HE
S

HE
R . '

« E
S

MHZ
R

Figura 2. Cromatografia en capa }401na a 0,006

realimda al aceite esencial de las hojas de

Origanium vulgare L. �034orégano�035.Ayacucho, DISCUSION

2015.

Un estudio realizado sobre el aceite esencial

de la orégano, recuperado las hojas, reporta

I�034I**- un mayor rendimiento de aceite mediante la

i, I�034 extraccién por arrastre con vapor,

I _ I-. especialmente a medida que se aumenta el

3 }402ujoy la presibn. El aceite esencial de

' 1" orégano presenta 60 componentes, de los

___ ~__m___�030:;LL_':_m_____w�030___ }401agefotelos cl.as1}401.caron enf gr_upo,s�031:

rpencs, s1squ1terpenos y enohcos .

Gré}401co1- Promedio de 105 halo} de De manera que siendo los principales

inhibicién por efecto del ace1te esenc1al de componentgs e1 �034[jm0|,carvacrol, cimeno y

las hojas de Origanum vulgare L.�034ore'gano�03515,-peno5"_�035

frente 8 Candida albicans ATCC 1031- En el estudio realizado se recolectb Ia

AYa°UCh°: 2015�030 muestra de Origanum vulgare L.�034orégano�035

que fué recolectada de la provincia de

5 Mon �030mo Huanta, que se expenden en el mercado

§ �030WW �034�034"�0307'E7Z}401�024�024�034NeryGarcia Zarate�035de la ciudad de

§ �030°�034°° Ayacucho se tomb en cuenta estudios de
. 3 non '�034' S I. 16 ~ - - d d -

. gg mo » o1s por poseer -meJore_s _prop1e a es -

3 an }401sico-quimicas,lo que nos 1nd1caré que el

E mm aceite esencial presenta mejores condiciones

E ._.,., �030~ ~ para este estudio.

1�035�030°°" 7�034�030°"�035' En el Cuadro 2, se presentan Ios resultados

mmmmms de las caracterfsticas organolépticas del

Gréfco 2. �030Porcentajed1: inhibicién del ::�030;i:re�0345:�034°f�030O'réd:n]0�030§lg}401ifelge}402olfigsigzg

ace1te esenc1al de las hojas de Origanum 3 ; 3�030�030 * .11

- vulgare Laoréganou frente a Candida �031q:.1eel ace1te esenc1al de oré%ar1o as amjrl 0 .

albicans ATCC10231. Ayacucho, 2015. ° 3'0,�03056 P°"e °5°�034'°°°'.�0309 "°"�030P°-° °' 3
especle, sabor amargo producto de la
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destilacion de la planta (hojas secas) del Semidesierto Mexicana: orégano (Lippia

mediante e1 método arrastre de vapor. Los graveolens) y gobernadora (Larrea

valores obtenidos experimenlalmente tridentata), }401entea cepas del género

estuvieron dentro de las caracteristicas Trichophyton sp., Microsporum sp. y

reportadas. Epidermophyton sp. Comparando su

En el Cuadro 3, se presenta los resultados de actividad con la terbina}401narEl producto que

las detenninaciones fisico-quimicas del presenté la mayor actividad }401leel aceite de

aceite esencial de las hojas de Origanum orégano, inhibiendoel100%de1crecimiento

vulgare L. �034orégano�035.Bruneton J. '5 se}401ala de las cepas en sus concentraciones 100%

que la densidad 0,870-0,910, indice de (v/v). En nuestro estudio; el aceite esencial

re}401accién1,5020-1,5080; rotacion optica de Origanum vulgare L. �034orégano�035en su

especi}401ca-2 a + 3°; Iigeramente soluble en dilucion al 100%, enfrentado con cepas de

agua, soluble en alcohol (2/70%) y aceites; Candida �024 albicans presenté halos de

contiene carvacrol (3�02417%),germacreno D inhibicion promedio 4,10 cm de mayor

(6�02421%),y�024cadineno83 �024 6%), terpenos, diametro en comparacion con las diferentes

cimeno, d�024linalool,timol (7%), alcoholes diluciones.

libres (13%) y otros compuestos. Asimismo, El efecto antimicético del aceite esencial de

se}402alaque los valores del indice de orégano, coincide con estudios dc Saavedra

refraccion para el aceite esencial de las hojas R.2 quien eoncluyo que a partir del 25% del

de Origanum vulgare L. �034orégano�035,se aceite esencial de Origanum vulgare

encuentran en el rango de 1,5020 �0241,5080. �034orégano�035,produce un porcentaje de

Sin embargo, los valores obtenidos para el inhibicion mayor al 50%.

mismo estén por debajo de los valores Fernandez G.�035Evaluacion dc la actividad

reportados, esto se puede deber a una mala de aceites esenciales de eucalipto, orégano,

deshidratacién lo que pudo interferir en la limén y mandarina }401'entea Candida

medieién del indice de refraccion. Las albicans, el estudio sobre la actividad

impurezas pudieran ser principalmente anti}401ingica.Los diémetros promedio de los

remanentes de agua. halos de inhibicion fueron: orégano 4,2 cm;

Monison R.�030°,por su parte re}401ereque los eucalipto 1,3 cm; mandarina 0,9 cm; limén 2

fenoles son éoidos por la capacidad del cm. En conclusion, el aceite esencial de

anillo aromético a estabilizarse por orégano es el que presenté la mayor

resonancia al anion fenéxido. Precisamente actividad anti}401ingica}402'entea la cepa

esto se corrobora por que el aceite esencial Candida albicans ATCC 10231 seguido de

de orégano obtenido tuvo un mayor indice los aceites de eucalipto, mandarina y limén.

de acidez y una mayor cantidad de Este estudio corrobora los resultados

compuestos fenolicos como se observa en el obtenidos en el estudio.

cuadro 3. Contreras C.2° realizo el estudio frente a la

Dorman y Deans", reportan que el aceite actividad antimicotica in vitro de tres aceites

esencial de Origanum vulgare variedad esenciales contra hongos xiléfagos. E1 aceite

hirtum presenta un compuesto esteri}401cado esencial (AE) de orégano tuvo un lndice

del carvacrol llamado carvacrol metil éster. Antimicotico (IA) del 0% en las

Es probable que exista una mayor incidencia concentraciones de 20 y 100 ppm, pero el

de este éster en la composicion quimica del efecto antimicotico fue aumentando al

aceite esencial de orégano. El indice de éster incrementarse la concentracion del AE, de

obtenido es mayor con resultado de 175,32 tal fonna que para la concentracién a 400

mg KOH/g AEO. ppm el IA fue el 100% para el hongo de la

En la }401gua2, se observa la cromatogra}401a pudricién café Cputeana. Con este estudio

en capa }401narealizada al aceite esencial de con}401nnamosque a mayor concentracion de

las hojas de Origanum vulgare L. aceite esencial mayor efecto antimicético.

�034orégano�035,revelado con acido sul}401irico5% En la Gra}401co2, las medidas de los halos de

en etanol y vainillina 1% en etanol con inhibicion de las concentraciones del aceite

resultado positivo manchas de color Azu1�024 esencial de las hojas de Origanum vulgare

Violeta. En comparacion con el Rf obtenido L. �034orégano�035del 25% (0,9 cm) y 50% (2,3

se puede determinar que hay presencia de cm); son menores a la nistatina que presento

timol.�035 3,38 cm; las concentraciones de 75%(3,6

Robledo E.�035,evaluo la actividad anti}401ingica cm) y 100% (4,1 cm) respectivamente;

de 9 productos vegetales (extractos, aceites superior a la nistatina, siendo

y/u oleorresinas) obtenidos de dos especies estadisticamente signi}401cativo(p<0,05).
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En el Gré}401co3, los porcentajes de del 2015]; 30(3). Pig. 261-267.

inhibicién del aceite esencial de las hojas de Disponible en:

Origanum vulgare L. �034orégano�035 http://www.redalyc.org/pdf/610/6100300

correspondientes a las concentraciones 25%, 8.pd}401

50%, 75% y 100%, respecto a la nistatina, 2. Saavedra R. Actividad antimicrobiana

fueron el 26,63%; 73,96%; 107,39%; del aceite esencial de Origanum vulgare

12l,30%. Los resultados de los halos de �034orégano�035,Ayacucho 2002. [Tesis para

inhibicién so determino la media y la optar Titulo Profesional]. Universidad

desviacion esténdar, media zt desviacién Nacional de San Cristobal dc Huamanga.

esténdar. La diferencia entre la media se Ayacucho, Pen�03112002.

contrasté con el anélisis de varianza al 95% 3. De La Rosa, M. y Prieto, J.

de confianm. La comparacion de los halos Microbiologia en Ciencias de la Salud.

de inhibicion con el esténdar de referencia se 2a ed. Madrid: Elsevier; 2003.

realizé con la estadistica Dunnett. La 4. Cueto M. Determinacion del efecto in

inferencia de la concentmcion en los halos inhibitoria del aceite esencial y

de inhibicién se evalué con el estadistico de diferentes extractos de orégano (Lippia

Duncan. berlandiari shauer) sobre el crecimiento

Respectivamente, determinando que estas de Fusarium oxysporum tanto en vitro

concentraciones tienen efecto antimicético. como en pléntulas de tomate. [Tesis para

Sostiene que el tubo transparente que optar el Grado Académico de Doctor].

contenga la concentracion de droga mas baja Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

(maxima dilucién) correspondera a la CMI México 2010. Disponible en:

de la droga. Si los organismos no crecen en http://eprints.uanl.mx/2099/1/108017720

las placas querré decir que han muerto. Esta 6.pdf.

concentmcién de la droga seré fungicida. El 5. Ruiz J. Actividad anti}401ingicain vitro y

tubo con la concentracion fungicida més concentmcion minima inhibitoria

baja (méxima dilucién) corresponderé a la mediante microdilucién de ocho plantas

CMF de la droga. medicinales. [Tesis para optar el Grado

Achaxte D.�034esmdit}401éferentea la actividad ' '*Acad¢_mico de Magister]. Universidad

antimicotica del aceite esencial de Citrus Nacional Mayor De San Marcos

aurantium L. �034naranja�035frente a una cepa de Facultad De Farmacia Y Bioquimica

Candida albicans ATCC 10231, El aceite UnidadDePost-GradoLima,Per1i.2013.

esencial al 10%, 20% y 30%, presentaron 6. Look. lnvestigacion Fitoquimica. 2da ed.

mayor actividad antimicotica, respecto alas Peru: Fondo editorial de la Ponti}401cia

demas concentraciones, con halos de Universidad Catélica del Peru; 1994.

inhibicién de 20,50 mm; 21,00 mm y 22,50 7. Bruneton, J. Elementos de Fitoquimica y

mm,respectivamente; superiorala nistatina de Farmacognosia. la ed. Espa}401a:

que presenté 19,67 mm, siendo Acribia. S.A; 1991.

estadisticamenle signi}401cativo(p<0,05). La 8. Flores A. Heméndez A. y Valladares R.

CMI y CMF del aceite esencial fue 0,122 Determinacion de la actividad

mg/ml y0,244 mg/ml, respectivamente. anti}401ingica de aceites esenciales

Los resultados de este procedimiento extraidos de Iippia graveolens (orégano),

muestra que en el Cuadro 4 la Concentracién rosmarinus of}401cinalis(romero) y

Minima Inhibitoria y Concentracién Minima eucalyptus globulus (eucalipto) en

Fungicida del el aceite esencial de las hojas microsporum canis trichophytan rubrum

de Origanum vulgare L. �034orégano�035frente a y epidermaphytan }402occosum.[Grado

Candida albicans ATCC 10231, presenté para optar Licenciarura en Quimica y

0,055mg/mlyO,11mg/mlrespectivamente. . Farmacia] Universidad de. El Salvador

Facultad de Quimica y Farmacia San
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