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En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde con cinco minutos, del dia

veintidés de mayo del a}401odos mil quince, en el auditorio de la Facultad de Ciencias

Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, reunidos los

profesores miembros del jurado evaluador presididos por el Sr. Decano de la Facultad

Dr. Homero Ango Aguilar ademés der ser miembro del jurado e integrado por el Mg.

Serapio Romero Gavilén, Mg. Paula Garcia Godos Alca�031zar,no asistié el Mg. Enrique

Javier Aguilar Felices, y como secretario docente el Blgo. Elbert Hermoza Valdivia, la no

asistencia del Mg. Aguilar Felices se debe a que tiene interferencia con su participacién

en el comité electoral, el motivo es la recepcién de| trabajo de tesis Actividad

antimicética del aceite esencial de Citrus aurantium L. "naranja" frente a la cepa de

Trychophyton mentagrophytes , presentado por el Bachiller en Ciencias Biolégicas Jaime

Gamboa Yuri Irwin quien con ello pretende optar el titulo profesional de Biélogo con

mencién en la especialidad de Biotecnologia.

Constatado la documentacién sustentaria para la exposicién de la tesis y estando esta�031

conforme; el Sr. Decano da la autorizacién al sustentante para que pueda dar inicio con

su exposicién, en el tiempo reglamentario de cuarenta y cinco minutos, en vista de esto

el Sr. sustentante inicia con su exposicién en forma serena. Concluida con la exposicién

el Sr. Presidente invita al jurado para que pueda realizar sus preguntas o solicitar las

aclaraciones que crean convenientes, dé esta forma Ios miembros del jurado inician con

la ronda de preguntas, a las mismas que el sustentante da inicio con sus respuestas en

forma clara y pertinente. Terminada esta parte el Sr. Presidente de| jurado y miembros

del mismo invita al sustentante y publico asistente para desocupar el auditorio

momenténeamente, con la }401nalidadde efectuar las decisiones y realizar la calificacién

dando como resultado.

Miembrojurado Exposicién Rpta. A preguntas Promedio

Dr. Homero Ango Aguilar 16 16 16

Mg. Serapio Romero Gavila'n 16 16 16

Mg. Paula Garcia Godos Alcézar 17 17 17

Como resultado de la calificacién se tiene el promedio de diecisiete (17) que resulta

aprobatorio, e inmediatamente se invita al sustentante y publico asistente para que

hagan su ingreso al auditorio con la }401nalidadde que se dé el resultado en forma publica,

asi como otorgar la medalla de la Universidad en re.-conocimiento a su calidad de nuevo

profesional Biélogo, inmediatamente se somete al juramento de Ley.



Concluye el acto de sustentacién siendo las cinco y cuatro pm. e igualmente los

' miembros de| jurado evaluador estampan su }401rmaal pie del presente en fe de

conformidad al mismo.
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RESUMEN

La investigacién tuvo como objetivo evaluar Ia actividad antimicotica in vitro del

aceite esencial de Citrus aurantium L. "naranja" frente a la cepa de T}401chophyton

mentagrophytes. Se reaiizé en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas, la investigacién es de tipo bésica experimental. El aceite

esencial se obtuvo por arrastre de vapor al cual fue sometido el epicarpio

desmenuzado de trecientos frutos de naranja. Las u}401asinfectadas con micosis

fueron obtenidas de la Clinica Podolégica Salud del Pie en la ciudad de Ayacucho,

en total fueron 12 muestras, |as cuales fueron sembradas en Agar Saboraud

Giucosado e incubadas a 25 °C por 5 a 7 dias para después ser aisladas e

identi}401cadaspor caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Trychophyton

mentagmphytes. La cepa elegida de Trychophyton mentagrophytes fue sembrada

por diseminacién en la super}401ciede Agar Saboraud Glucosado, dejando secar

para Iuego ubicar discos de 10 mm de diémetro en donde se descargé 30 uL del

aceite esencial de la naranja. en concentraciones de 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, y

50%, se utilizé Twen 80 al 2% como controi negativo y clotrimazol como el control

positivo. Se obtuvo dos cepas de Trychophyton mentagrophytes, siendo una

utilizada en la prueba antimicética. Los halos de inhibicién se muestran en todas

' |as concentraciones en promedios de 14,60mm, 21.00mm, 27,30mm, 37,83mm,

52,60mm, para las concentraciones de 1%, 5%,10%, 20%, 30% respectivamente,

e inhibicion total en la super}401ciede| medio para la concentracién del 50%. La

concentracion del 30% y 50% es superior al clotrimazol que presento 43,17 mm,

siendo estadisticamente signi}401cativo(p<0,05). La CMI y CMF del aceite esencial

fue 0,586 mg/ml y 1,172mg/ml, respectivamente. El aceite esencial de Citms

aurantium L. "naranja" presenta un efecto antimicético y fungicida frente al a cepa

de Trichophyton mentagmphytes, sobre todo en las concentraciones de 30% y

50%. En consecuencia es una aiternativa a un nuevo antimicotico natural dz: use .

tépico en diferentes presentaciones.

Palabras clave: Trychophyton mentagrophytes, antimicético, aceite esencial
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I. INTRODUCCION

Las micosis super}401cialesse deben principalmente a especies de| género

Micmsporum, Trichophyton y Epiderrnophyton, que en conjunto se conocen como

dermatéfitos. Los dermaté}401tosson hongos sapré}401toscuya unica alimentacién es

la queratina de la epidermis, por eso crecen en extensién buscando alimento. Pero

puede haber otros hongos contaminantes y levaduras (Candida albicans) y/o

bacterias que compliquen y agraven la evolucién patolégica del problema�030.

Las infecciones micéticas ocasionadas por los dermato}401tosson el pie de atleta y

las ti}401asde diferentes tipos. Trychophyton mentagrophytes es uno de los

dermatophytos de importancia clinica por la enfermedad que causa en la piel,

cabello y ur'\as�030.

La tinea pedis que afecta a la mayoria de personas expuestas al dermato}401toque

causa el deterioro de la piel y las u}401asen los pies, quienes recurren a tratamientos

con férmacos via oral y tépica, generalmente Ia recuperacién tarda de seis meses

hasta un a}401o,tiempo en el cual deja secuelas de maltrato hepético por los

férmacos ingeridos?

Una de las especies vegetales con mayores bondades en el érea de la salud es

el Cit/us aurantium (naranja), es usado |as diferentes panes de la planta en

tratamientos diversos dentro de la medicina natural. El pericarpio del fruto contiene

aceites esenciales con m}402ltiplessustancias bioactivas, que posee diversas

propiedades tales como actuar como antimicrobiano; Ias cuales fueron

comprobadas en investigaciones anteriores, atribuyéndole propiedades

antimicéticas in vitro del aceite esencial de Citrus aurantium L.

1



.La investigacién es apoyada en tratamientos alternativos contra el ataque de los .

hongos y orientada a la busqueda de una alternativa para el tratamiento de las

enfermedades micéticas causadas por T/ichophyton mentagrophytes

especi}401camente.

Los aceites esenciales de los citricos por su composicién quimica tiene Ia »

capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos patégenos de las plantas, Ios

animales y el mismo hombre tal como lo muestran |as investigaciones que

antecede a la presente, como por ejemplo su accién contra Ia Candida albicans,

contra dermatofitos y bacterias que presentan una sensibilidad muy notoria. Por

tal motivo, la investigacién estuvo orientado a evaluar experimentalmente el efecto

antimicotico del aceite esencial de Citrus aurantiun L. �034naranja"frente a la cepa

aislada de Trychophyton mentagrophytes cuyos objetivos fueron:

o Evaluar Ia actividad antimicética del aceite esencial de Citrus aurantium L.

�034naranja"frente a la cepa de Trichophyton mentagrophytes.

- Determina la Concentracién Minima lnhibitoria de| aceite esencial de Citrus

aurantium �034naranja"frente a Trichophyton mentagrophytes

o Determinar Ia Concentracién Minima Fungicida de| aceite esencial de

Citrus aurantium L. �034naranja"frente a Trichophyton mentagrophytes '

2



u. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Rendén y Torres, (2012)�030,en la investigacién realizada determinaron Ia actividad

antimicética de las fracciones obtenidas de la cromatografia de columna

procedentes del extracto diclorometanico de la goma resina de Eucalyptus

citriodora (eucalipto), resultando que las fracciones con mayor actividad

antimicética fueron n-hexanozacetato de etilo 30% y n-hexanozacetato de etilo

�030/ 50%. cuya actividad se presume a la presencia de sustancias de naturaleza

terpénica y compuestos fenélicos, comprobando asi que las fracciones antes

mencionadas poseen actividad antimicética contra Candida albicans y

Trichophyton mentagrophytes.

Alzate et al, (2009)? en la investigacién evaluaron la actividad fungicida de los

aceites esenciales de eucalipto (Eucaliptus tereticomis) y cascara de naranja

(Citrus sinensis) sobre algunos hongos }401lamentosos,y determinaron mediante

dilucién en agar, la concentracién minima inhibitoria (CMI) de distintos aceites

esenciales de naranja contra 11 cepas de Salmonella, obteniendo resultados

satisfactorios y CMI entre 0,125% y 1%, asi mismo estudiaron, mediante dilucién

en agar, la accién antif}401ngicade los aceites esenciales de Iimén, mandarina,

toronja y naranja en mohos comunmente asociados con el deterioro de alimentos:

Aspergillus niger, Asperguillus }402avus,Penicillum chrysogenum y Penicillum

verrucosum; llegando a la conclusién de que los aceites esenciales estudiados

muestran capacidad de reducir o inhibir el crecimiento de los mohos mencionados.
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Rio et al, (2007)°, en la investigacién sobre el efecto de la conservacién en frio y

manipulacién post-cosecha de frutos de Citrus Iimén sobre los niveles de

}402avonoidesy resistencia a Penicillium digitatum, los estudios in vivo e in vitro

llevados a cabo revelan que tanto las }402avanonascomo la }402avonareducen el

crecimiento micelial de Penicillium digitatum, produciendo alteraciones

morfolégicas y ultraestructurales de sus hifas, concluyendo que el papel de dichos

compuestos fenélicos como posibles fitoalexinas es el mecanismo de defensa de

esta especie citrica frente a Penicillium digitatum.

Mesa etal. (2004)�030,en la investigacién sobre los productos naturales con actividad

antimicética, de las hojas de la planta australiana Melaleuca altemifolia se obtiene

el aceite esenciai del érbol de| té (Tea Tree Oil), un }401toférmacoque ha mostrado

actividad antimicética por la accién directa de los componentes activos, terpinen -

4 ol y 1,8 �024cineol, a una concenlracién que varia del 29% al 45% y de| 4,5% al

16.5%, respectivamente, contra |as estructuras de las membranas celulares, no

solo en hongos sino también en bacterias, el aceite se utiliza para el tratamiento

de infecciones de la pie| por hongos de los géneros Candida y Malassezia, y en

las onicomicosis causantes por dermato}402tos.

Roa et al, (2012)5, en la investigacién sobre la evaluacién in vitro de la actividad

antimicética y antiviral de derivados de ie'_.9p�035e.'1i|-1,4-naftoy 1,4-antracenodiona,

|as quinonas se consideran activas a una concentracién de < 32 pg/ml, un total de

36 muestras fueron evaluadas, el 42% mostraron actividad antimicética y antiviral,

el compuesto més activo para ambos casos fue S3 (1,4-antracenediona) en un

rango de concentracién de 2,00 �02420,16 pglml, frente a todas las especies de

hongos, dentro de ellas Trychophyton mentagrophytes y 6,25 pg/ml frente a HHV-

1, este y otros compuestos activos serén seleccionados para determinar su

posible mecanismo de accién.

Alvares et al, (2005)�030�030,en la investigacién sobre la actividad antimicética de

Phenax rugosus (lam) pers y Baccharis t}401nervis(sw) wedd, resultando mostrar

que los extractos etanélicos de ambas especies inhiben el crecimiento de los

dermato}401tosTrichophyton rubrum y Trichophyton mentragrophytes, y se observé

que Baccharis tn'nervis (sw) wedd tuvo mejor efecto antimicético y Trichophyton

rubrum fue el mas sensible a ambos extractos.

Rodriguez et al, (201O)7, en la investigacién sobre la actividad antibacteriana y

antifcungica de las especies Ariocarpus kotschoubeyanus (Lemaire) y Ariocarpus

retusus (scheidweiler) ambas cactéceas, el extracto metanélico de A. retusus

4



mostro mayor actividad contra B. subtilis con inhibicion de 2,16 cm a 100 mg/ml y '

sobre Microsporum gypseum y Microsporum nanum y una concentracién media

Ietal de 263,68 y 738,00 mg/ml respectivamente, concluyendo que la actividad

antimicrobiana encontrada en estas plantas es una alternativa para el desarrollo y

formulacion de nuevos farmacos antimicrobianos.

Trevi}401oer al, (2012)5, en la investigacién sobre la actividad antifungica de

Stenocereus pruinosus y Echinocereus stramineus, los extractos metanélicos de

ambas especies presentaron alcaloides, triterpenos, saponinas y avonoides,

mientras que para la actividad antif}402ngicalos resultados fueron relevantes para S.

pruinosus, al presentar inhibicién a dosis inferiores de 125 mg/mL, en cuanto a la

toxicidad sobre An�030emiasalina ambas especies presentaron dosis letales

superiores a 500 mg/mL, Stenocereus pruinosus es una alternativa para la

formulacién de nuevos férmacos antifungicos.

Roa et al, (2014)�030~�030,en la evaluacién de la actividad antimicotica in vitro de nueve

derivados de bisimidaperileno, solo tres compuestos presentaron actividad

antimicética frente a todas las especies de hongos evaluados, como resultado

preliminar, |as tres moléculas presentaron actividad frente a F. oxysporum, T.

rubrum y 7'. mentagrophytes a una concentracion de 50 pg/ml.

Cano et al. (2008)�030�030�031,en la investigacién sobre la actividad antimicotica in vitro y

metabolitos del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis (mu}402a),

resultando que el aceite esencial de mu}402apresenté efectos antimicéticos frente a

cepas de Candida albicans a las concentraciones de 50% y 100% y frente a los

dermato}401tos:Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton

tonsurans, que son sensibles también en los vol}402menesensayados de 5 y 50 pL.

Limachi. (2004)�034.en su tesis sobre la actividad antimicética de los extractos de

Allium sativum �034ajo"frene a los dermatofitos, resultando un halo de inhibicién

_ promedio de 19,39 mm para Trychophyton mentagrophytes y el control positivo

ketoconazol un promedio de 21,17 mm.

Tueros, (2005)�0302,en su tesis sobre el efecto antimicbtico de Euphorbia pep/us

�034Ieche|eche�035frente a hongos dermatofitos, la cepa de Trychophyton

mentagrophytes fue Ia mas sensible mostrando un halo promedio de 18.44 mm y

el estandar ketoconazol ejercié mayor efecto inhibitorio con un halo de 20,58 mm.

Vargas, (2004)�035,en su tesis sobre el efecto antimicotico del Plumbago coerulea

�034yanawarmi" sobre hongos dermato}401tosy Candida albicans, reporta el mayor

promedio de inhibicién a una concentracién de| 100% frente al hongo
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Trychophyton mentagrophytes con un promedio de 15.20 mm y el control positivo. » ' -

nistatina con un promedio de 27 mm.

Acharte, (2010)�034�030,en su tesis sobre la actividad antimicética de| aceite esencial de

Citrus aurantium L. �034naranja�035frente a una cepa de Candida albicans ATCC 1023,

resultando que el aceite esencial al 10%, 20% y 30%, presentaron mayor actividad

respectoa |as demés concentraciones, con halos de inhibicion de 20,50 mm, 21 ,00

mm y 22,50 mm, respectivamente; superior a la nistatina que presento 19,67 mm.

La CMI y CMF del aceite esencial fue 0.122 mg/ml y 0.244 mg/ml,

respectivamente.

2.2. Actividad antimicética

El concepto de agente antiftlngico o antimicético engloba cualquier sustancia

capaz de producir una alteracion de las estructuras de una célula f}402ngicaque

consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia,

bien directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de

defensa del huésped, estos compuestos conocidos como sustancias bioactivas

generalmente se encuentran en organismos como metabolitos secundarios en

hongos, bacterias y plantas.�034-�0305

Dentro de los metabolitos secundarios con actividad fungicida se encuentran Ios

provenientes de la fraccion liquida volétil que contiene |as sustancias -' -

responsables del aroma de las plantas o aceites esenciales. Generalmente son

mezclas complejas de hasta mas de cien componentes de bajo peso molecular

como compuestos alifaticos simples. alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y

écidos, que hacen parte de los monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanosf�030

Tabla 1: Productos con actividad antimicotica de plantas.�034

Comguesto Fuente Actividad

aceite de| érbol de| té

(terpinen - 4- ol y 1,8 - Melaleuca altemifolia Candida, Malassezia, dermatofitos

cineol

Alicina Alium sativum Candida, Malassezia, dermato}401tos,

Cryplococcus, Aspergillus

Ajoeno Alium sativum Candida, Malassezia, dermatofitos.

Paracoccidiodes brasiliensis

Timol Thymus vu/garis, Cryprococcus neoformans,

Thymus zygis Saprolegnia, Zygorhynchu

Carvacrol Thymus vulganls, Cryptococcus neoformans,

Thymus zygis Sapnolegnia, Zygorhynchu

Eucaliptol (1.8 �024cineol) Eucaliptus globu/us Candida albicans

zeametina Zea mays Candida albicans
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. . �030 Tabla 2: Productos con actividad antimicética obtenido de organismos marinos e

�030 insectos.�031

Comguesto Fuente Actividad

Oceanapisida Esponjas marinas de| género Candida glabrata

Oceanapia

Sulfatos de acantosterol Esponja marina del genero Saccharomyces

Acanthodendrilla cerevisiae

Espongistatina Hyrtios erecta Candida

Aspirgi/ius

Criptococcus

Rhodotorula

Rhyzopus

Cecropinas A y B Hyaiopora cecmpia Fusa}401um,Aspergillus

Drosomicina Drosopila melanogaster Fusarium oxysporum

Tanatina Podisus maculiveris Fusarium, Asgergillus

Tabla 3: Productos con actividad antimicética obtenido de microrganismos.�034

Comguesto Fuente Actividad

Amfotericina B Streptomyces noursei Antimicético de amplio

espectro

Nistatina Streptomyces nodosus Candida

Griseofulvina Penicillum griseofu/vum Dermatofitos

Polioxinas Slreptomyces cacaoi Candida albicans

_ . . . Levaduras y hongos
Nikomicinas Streptomyces sendae mannwiosos

Mucidina Oudemansiella mucida Dennatb}401tos

Aureobasidina A Aureobasidium pullulans Candida

Equinocandinas Aspergillus nidulans, Candida, Aspergillus,

Aspergillus syndowi, Zalarion Pneumocystisjiroveci

arboricola

2.2.1. Mecanismos de accién de los antimicéticos

Los derivados del imidazol como el clotrimazol posee potentes acciones

antimicéticasz fungistética en las concentraciones de 1 a 10 pg/ml y fungicida en

las de 10 a 20 pg/ml sobre distintas especies de hongos de los géneros

Trichophyron, Micmsponim, Epidermophyton, Candida, hongos productores de

las micosis super}401ciales.En cuanto al modo y mecanismo de la accién

antimicética, la ejercen sobe la membrana celular de los hongos, de manera de

aumentar la permeabilidad, lo que Ileva a la perdida de elementos celulares,

indispensables para el crecimiento y la vida celular. Mientras el ketoconazol

produce su accién deletérea sobre los hongos por modi}401cacionesde la membrana

celular, con distorsién de la forma de la célula, aumento de la permeabilidad de

aquella, con escape de los elementos vitales, lo que trae aparejado trastorno de|

metabolismo y necrosis celular de los hongos. Se ha demostrado que Ia unién de|
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ketoconazol con la membrana celular de los hongos se efect}402acon sus

esteroles."

Los derivados de los fenoles hologenados como la haloprogina posee acciones

fungistéticas y fungicidas sobre diversos hongos de los géneros Trychophyton,

Microsporum y Epidermaphyton, su modo de accién, se acepta que la haloprogina

act}401aaumentando Ia permeabilidad de la membrana celular de los hongos,

evidenciado por la pérdida de potasio intracelular, lo que es deletéreo para los

mismos; ademés se ha comprobado una disminucién de la utilizacién de oxigeno

por las células rnicoticas.�035

En tanto los antibiéticos como los benzofuranos (griseofulvina) se acepta que

actua como fungistético e inter}401ereen la sintesis de los écidos nucleicos,

especialmente el DNA, por un mecanismo de competicién, ya que la droga es

antagonizada por precursores de los écidos nucleicos como Ias purinas y sus

derivados. El mecanismo de accién no ha sido establecido, pero es probable que

la griseofulvina inter}401eracon la sintesis y polimerizacién de los écidos nucleicos,

el efecto inhibitorio puede ser parcialmente revertida por las purinas.�034

De Ios écidos grasos fungicidas como Ios écidos propionico saturado undecilenico

no saturado y sus sales de sodio y de zinc (Piocidex) y compuestos de azufre

como los tiocarbamilos y tiocarbanilidas no se conoce el mecanismo de accién

antimicética de estas sustancias.�035

Los nuevos azoles acman al igual que los otros miembros del grupo azol,

inhibiendo la enzima citocromo P-450 que interviene en la sintesis de| ergosterol,

que es el mayor esterol de la membrana celular de| hongo. Se liga a un nitrogeno

Iibre de| anillo azol inhibiendo la 14 a de metilacién de| Ianosterol, Ilevando a la

deplecién de| ergosterol, lo que }402nalmenteafecta Ia permeabilidad de la

membrana del hongo y los sistemas enziméticos unidos a la membrana.

involucrados en la sintesis de la pared celular.�035

8



Tabla 4: Clasi}401caciénde los antjf}402ngicospor su estructura.�035

Grugo Antifungicos

Polienos Nistatina, natamicina, anfoteracina B

Azoles lmidazols miconazol, clotrimazol, ketoconazol

Triazoles: }402uconazol,itraconazo|, (ketoconazol).

Triazoles de segunda generacién: Voriconazol,

ravuconazol, posaconazol

Alilaminas Terbina}401na,nafti}401na

Lipopeptitos Papulacandinas

Triterpenosglicosilados

Equinocandinas: caspofungina, anidulofungina,

micafungina

Pirimidinas Flucitosina

Otros loduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato,

griseofulvin

Tabla 5: Antifungicos, clasi}401caciénsegun mecanismo de accién.�035

Antif}402ngicosque actuan sobre la membrana citoplasmética

- Polienos

o Azoles

- Alilaminas

- Tiocarbamatos

Antif}402ngicosque act}402ansobre la pared

- Lipopeptidos

Antifungicos que actuan sobre el n}402cleo

- Pirimidinas}402uoradas

- Misceléneos '

2.3. Citrus aurantium L.

Por varios siglos el naranjo agrio fue el (mico citrico conocido en Europa, antes de

la Ilegada de otras especies traidas de| oriente por los navegantes. En Calabria,

Italia, hay alrededor de 3 500 hectéreas plantadas de naranjo agrio denominado

�034bergamota�035,de la cual se extrae el aceite base para la fabricacién del agua de

colonia.�034

La presencia frecuente de mutaciones gemarias y de quimeras en los agrios, se

ha utilizado siempre con }401nesornamentales y en jardineria. De hecho, en el siglo

I d.C. el naranjo amargo (Citrus aurantium L.) ya era utilizado ornamentalmente

por la belleza de su follaje, perenne. y el colorido de sus frutos. Durante el

renacimiento el cultivo de agrios en maceta era muy frecuente en losjardines més

famosos."
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Las naranjas amargas, también llamadas naranjas agrias, se conocen en inglés . �030

como sour, bitter o Seville oranges (naranjas de Sevilla), en italianovse Ilaman

melangolo o orancio amaro, en francés bigarade 0 orange amere, en Israel se

conocen como khuskhash, en Pakistan khatta, y en Japén daidai. Las naranjas

amargas son generalmente demasiado amargas y acidas para su transformacién

en zurno, y sus aceites son generalmente excesivamente fuenes y �031

desagradables.�035

Las naranjas amargas més comunes son principalmente Ias de la variedad tardia

sevillano, muy utilizada en Espa}401ay Australia para la produccién de mermelada,

aceites esenciales, y extractos amargos utilizados como bases para bebidas."

Deriva también por hibridacién introgresiva de| pomelo y la mandarina. El naranjo

agrio, posiblemente domesticado en India 0 el Sureste de Asia, se expandié con

la conquista érabe por Europa en el siglo X! y se Ie cultivo como ornamental y por

las propiedades culinarias o medicinales de| jugo. En Europa se desarrollé

después en perfumeria el uso de| aceite de los pétalos, y de la céscara de la fruta

en la preparacién de medicinas. Se utilizé mucho como patron para injertar otros

citricos, por su resistencia a la gomosis, pero su susceptibilidad a �034tristeza�035ha

restringido su empleo a areas Iibres de esta enfermedad. 2�030
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Figura 1: Citrus aurantium, naranjo amargozs

Naranja amarga. A: Una rama de }402oraciény fructi}402cacién;B: Fruta; 1: Flor después de la eiiminacién de los

pélalos, ampliada; 2: Flor en seocién longitudinal; 3:Péta|o; 4: Haz vascular; 5: Carpelo con la eliminacién de

estambre; 6: fruta madura en seccién transversal; 7: céscara de la fruta sin madurar en la seccibn transversal al

microscépioc}401s

2.3.1. Descripcién boténica

Los érboles del genero Citms son de tama}401omedio forma globosa y ramas

regulares, los brotes son flexibles con entrenudos de 5-7 cm de Iongitud limitados

por una hoja de cada extremo y en cuya axila se Iocalizan varias yemas y una

espina més o menos grande y consistente segun la especie y variedad. Las hojas

son Ianceoladas de tama}401omedio con base ancha y convexa. Fruto en despendio

globoso, oval o Iigeramente ovoide de piel delgada super}401ciefina y cerosa y de

color anaranjado y con notables diferencias en su acidez y contenido de azucares,

vitaminas etc. segun la especie y variedad?�030

Arbol Ie}401osode 3-10 m de alto, tronco grueso, erecio, corona compacta, corteza

suave, café. ramas verdes, espinas no muy puntiagudas de 2-8 om de largo. Hojas

compuestas, siempre vendes, arométicas, altemas. peciolo alado, ancho, 6- 13 cm
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de largo, finamente dentadas, con peque}401asgléndulas de aceite. Flores muy

olorosas, individuales o grupos en Ias axilas foliares, 3-4 cm de ancho, 5 pétaios

blancos, separados. hasta 24 estambres, 5-12% son masculinas. Frutos en haya,

redondos u oblongo-ovalados, 7-8 om de ancho, pericarpio rugoso, gruesa,

amargo. con giéndulas de aceite; 10-12 segmentos con paredes amargas y puipa

écida, varias semillas?�030

Fruto camoso, redondeada, de unos 7 �0248 cm de diémetro_ eon ooneza

anaranjada, gruesa y rugosa. completamente cubierta de vesiculas glandulares

que contienen un liquido arométieo; en su interior se eneuentra un namero variable

de gajos camosos, cubienos de una telilla membranosa, de sabor amargo y agrio;

contiene una o varias semillas en fonna de pera?�030

Tabla 6: Ciasi}401caciéntaxonémica de la naranja amarga 0 de Sevilla?�030

Clasi}401caciontaxonémica de C. aurantium L.

Reino vegetal

Orden Geraniales

Suborden Geraniineae

Clase Dicotyledoneae

Subclase Amhichalmydeae

Division Embryophyta

Subdivision Angiospermae

Familia Rutaoeae

Tribu Aurantiodeae

Subtribu Citreae

Genero Citms L.

Subgénero Citms

Especie Citms Aurantium L.

2.3.2. Distribucibn geografica

Se desconoce con absoluta certeza el origen de estas plantas, que parecen

derivar de ejemplares silvestres nativos de Asia sudoriental. El naranjo amargo se

cree que procede de| sudeste de China y none de Burma, fue difundido por los

érabes, y Ilego a Espa}401aen el siglo X. mucho antes que la naranja dulce, que se

supone que lo hiso aproximadamente en 1 450.27

Los citricos son ampliamente cultivados en todo el mundo desde el ecuador hasta

los 41 grados de Iatitud none y sur. El centre de su origen es incierto, sin embargo,

recientes anélisis genéticos sugieren que los diferentes cultivares de citrioo

clasi}401cados,son aparentemente resultado dela hibridacién natural entre tres
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especies verdaderas de citrus: el cidro (Citrus medica): la mandarina

(C. reticuiata) y el pomelo (C. grandis).�0305

Al igual que el resto de América, Ios primeros citricos fueron introducidos al Peru

por los espa}401oles;poco a poco se fueron difundiendo, primeramente en la Costa,

Iuego en algunos valles abrigados de la sierra, y por ultimo a la zona de selva.�034

2.3.3. Aceites esenciales de citrus �030

Generalmente, Ios aceites esenciales son Iiquidos a temperatura ambiente. Su

volatilidad o capacidad de evaporacién al contacto con el aire, a dicha

temperatura, Ios diferencia de los aceites fijos. Dentro de los compuestos

arométicos, el peso molecular se restringe a méximo 250 g/mo! para que las

sustancias puedan volatilizarsef�030

Son fécilmente alterables o sensibles a la oxidacién, aunque no se enrancian como

los lipidos. Poseen tendencia a polimerizarse, dando Iugar a la formacién de

productos resinosos, especialmente aquellos que contienen alcoholes ternarios

insaturados, variando su olor. color y viscosidad. Son aceites grasos, fécilmente

solubles en solventes orgénicos, como éter de petréleo, cloroformo, benzol 0

alcohol absoluto; y casi insoiubles en agua. a la que comunican su olor.�031

La densidad de los aceites esenciales varia de 0,84 a 1,18g/cm3; siendo, Ia gran

mayoria, menos densa que el agua. Poseen un indice de refraccién Ievado, con

un promedio de 1,5 y generalmente presentan actividad 6ptica.3

Un elemento caracteristico de los aceites esenciales de Citrus obtenidos por

presién es la presencia de compuestos no volétiles: su contenido, generalmente

inferir al 5%. puede sobrepasar el 10% (lima). El ensayo de los aceites esenciales

de Citrus comprende las determinaciones habituales (rotacién éptica, indice de

refraccién, residuo de evaporacién, indice de acidez)?�034

2.3.4. _Composici6n quimica

Los aceites esenciales provenientes de frutos citricos, contienen de 85 a 99% de

componentes volétiles y de 1 al 15% de componentes no volétiles. Los primeros

son una mescla de mono terpenos como el limoneno, sesquiterpenos y sus

derivados oxigenados. incluyendo aldehidos como el citral, cetonas, écidos,

alcoholes como el Iinanol, y esteres.�035

Se han encontrado 200 compuestos quimicos diferentes, presentes en el aceite

esencial de naranja, de los cuales se ha identi}401cado100. Los monoterpenos
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abarcan hasta el 97% de la composicién, con alcoholes, aldehidos y esteres -

abarcando el menor porcentaje de componentes (1,8 a 2,2 %) El principal

componente de dichos aceites es el Iimoneno que puede llegar a abarcar hasta

un 98% de la composicién del aceite esencial de la naranja.�035

El pericarpio fresco de naranja amarga también Ilamado naranja de Sevilla

produce, por expresién, un aceite esencial bastante parecido a la naranja dulce,

menos rico en compuestos carbonilicos: 96 98% de Iimoneno y otros

hidrocarburos (mirceno, a�024pipeno,etc.), 0,4 �02405% de aldehidos aliféticos,

aproximadamente 0,1 % de aldehidos monoterpenicos (la norma NF T 75 �024334

precisa: 0,5 �0242,9% de compuestos carbonilicos expresados en decana|).2°

Se midieron la concentracién de flavonoides en la céscara de cuatro variedades

de naranja en Estados Unidos, prepararon un extracto con dimetilsulfoxido

(DMSO)/metanol (1/1 v/v). Mediante la técnica de HPLC, utilizando como fase

mévil metanol con acido fosférico 0,01M (80/20). reportaron 19 170 ppm (19.17

mg/mL) de hesperidina en la naranja va|encia.3°

En la céscara de naranja agria reportaron un contenido fenélico de 2.23 g/100g,

de los cuales 1 097 mg/100g fueron de naringina y 66 mg/100g de hesperidina, y

en la Iima reportaron 19 mgl100g de naringina.3°

Los componentes més activos en Citrus aurantium (frula) son sinefrina (también

Ilamado p�024sinefrinao oxedrine) y octopamina. Citn's aurantium (céscara) también

contiene }402avonoides,incluyendo limoneno, hesperidina, neohesperidina, .

naringina, y tangaretin y furanocumarinas también estén presentes.

Estructuralmente, Ios componentes activos en C. aurantium son estrechamente

relacionado con los neurotransmisores endégenos y efedrina. La sinefrina es

estructuralmente similar a la epinefrina, y octopamina es similar en estructura a

norepinefrina (que sélo se diferencian en el numero de hidroxilo grupos en el anillo ,

aromético. En estrecha relacién con sinefrina es im-sinefrina (fenilefrina,

neosinefrina).3�030
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Figura 2: Estructura quimica de sinefrina, octopamina y otros componentes�034

2.3.5. Usos medicinales

Los aceites esenciales son utilizados en la industria cosmética, farmacéutica,

alimenticia y entre otros uses, son materia prima en la aromaterapia

atribuyéndoseles acciones antibacterianas; anti ffmgicas; antivirales, etc. Cabe

destacar que es también importante el procedimiento que se emplea para la

obtencién de las esencias de los vegetales, es asi que existen varias técnicas,
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.. entre las més utilizadas estén el método por arraslre de vapor de agua, la

extraccién por }402uidosen estado supercritico. la presion en frio y otros métodos

especi}401cosque se utilizaran de acuerdo al uso }401nalque tendrén los aceites

esenciales.�035

En ausencia de experimentos farmacolégicos y de datos clinicos, Ia tradicién Ileva

a utilizar, por via oral, la �034cascara"de| naranjo amargo para estimular el apetito y

facilitar la ganancia de peso. La hoja y la }402ordel naranjo amargo y dulce se utilizan

habitualmente en infusién en el tratamiento sintomético de los estados neuréticos

de adultos y ni}401os,principalmente en trastornos menores del sue}401o.Las }402ores

frescas del naranjo amargo sirven para preparar el agua destilada de }402oresde

naranjo y le pericarpio es la materia prima utilizada en la oblencién de| jarabe y

tintura de naranja amarga empleada en la aromatizacién de formas

medicamentosas por via oral.�035

Los aceites esenciales son conocidos por ejercer actividad antimicrobiana, aunque

el mecanismo por el cual actuan no esté tolalmente enlendido, puede involucrarse

en este la deslruccién de la membrana microbiana por los constituyentes lipofilicos

que poseen, y estudios recientes reportan otros efectos como cambios en la

morfologia del hongo que incluyen da}401ossobre estructura; como conidios,

' macroconidias e hifas, asi como la disminucién en la producciérr de micotoxinas.�030

La corteza contiene un ténico estomacal que facilita la expulsién de los gases

intestinales. El fruto es depurativo de la sangre, diurélico y digestive, la decoccién

de las hojas esté recomendada para la dispepsia, afecciones del sistema nervioso,

antipirético, taquicardia, convulsiones y epilepsia, la infusién de las flores se

emplea para facilitar el parto, contra las palpitaciones de| corazén y la

arteriosclerosis. De las }402oresy de las hojas se prepara una infusién calmante.�034

2.3.6. Estudios farmacolégicos de Citrus aurantium L.

En la literatura consultada, se encuentra un unico estudio de cinco plantas

medicinales combinadas en un elixir con propiedades hipnéticas y sedantes. El

elixir contenia pericarpio de Citrus aurantium (naranja agria) al 2% y otras planta.

Sin embargo se concluye que el elixir comercializado posee una actividad

Iigeramente hipnética, mientras el elixir preparado experimentalmente posee una

actividad Iigeramente sedante.�034

El producto mas importante es la hesperidina que es antiespasmédica y

Iigeramente hipnética. En un estudio realizado, se comprobé Ia actividad
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�030 cicatrizante de la planta en ratas albinas. La administracién intravenosa de un

extracto acuoso de su pericarpio, a la dosis de 1.5 mg/kg, induce una répida

respuesta vasopresora, seguida de una caida de la tensién arterial. Se reportan

efectos: antimicético y antihemorrégico sobre el sistema gastrointestinal. Muestra

un efecto de relajacién, in vitro, sobre el atero de rata en estro. Efecto

antiespasmédico sobre el ileon de cobayo. El aceite presenta una actividad

antibacteriana y fungicida, también se reporta una actividad antihemorrégica.�034

2.4. Género Trychophyton

El género Trichophyton es miembro de la familia Arthrodennataceae del orden de

los ascomicetos Onygenales, Trychophyton mentagrophytes var. interdigitales es

un hongo de distribucién mundial.�035

Las especies de Trichophyton, que pueden infectar cabello, pie| o u}401as,

desarrollan macroconidias cilindricos de paredes lisas y microconidios

caracteristicos. Segun Ia variedad, |as colonias de Trychophyton mentagmphytes

pueden ser algodonosas o granulares; ambos tipos muestran abundantes

I microconidios esféricos similares a racimos de uva sobre ramas terminales. En Ios

aislamientos primarios comunmente se observan hifas espirales o enroliadas.�034

Q�030 I

 b T. mentagra}401hytes

T. rubrum .

0-0�031!

. 3,5"

5%;
\0 ' '4:

. _�030 , ,

T. ronsumns &�030:�030 .3.

Figura 3: Especies de Trychophyton. Macroconidio, hifa en espiral y microconidio

tipico�035
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2.4.1. Patogenia

Las estructuras de los dermatofitos més frecuentemente asociadas con el

contagio, especialmente por especies con pobre produccién de las esporas son:

las artroconidias o clamidoconidias; cada una es una forma de resistencia de|

hongo que puede durar a}401osen el ambiente y por lo tanto tiene Ia capacidad de

soportar Ias temperaturas altas, especialmente si se estén ente las escamas de la

pie| o restos de cabellos.�034

Las conidios germinan y empiezan a desarrollar hifas, se adhieren a la queratina

y tratar de penetrar panes més profundas de la pie|, u}401as;para ello hay diferentes

mecanismos que facilitan la penetracién, una de ellas es la liberacién de enzimas

proteoliticas como Ios glicopeptidos y las queratinasas.�034 »

Los dermatofitos metabolizan Ia queratina gracias a la produccién de Iipasas,

endopeptidasas, glucosidasas, nucleasas, queratinasas, colagenasas y elastasas.

_ Estas enzimas ademés de favorecer Ia penetracién y el desarrollo micelial en el

tejido queratinizadq, ocasionan en el huésped respuestas inmune de tipo

in}402amatorio.�034

El suelo es el habitad natural de varias especies geofilicas de los géneros

�030 Microsporum y Trychophyton. La infeccién a humanos ocurre tanto por animales

infectados como por contacts directo con el suelo contaminado.�034

Los dermato}401tospueden adquirirse por contacto directo o indirecto con objetos -

contaminados (peines, cepillos, sombreros, calzado, instrumentos de limpieza de

V u}401aso ropa)?�030

2.4.2. Manifestaciones clinicas

La tinea pedis es la més prevalente de todas las dermatofitosis. Se presenta como

una infeccién crénica en los pliegues interdigitales del pie. Otras variedades son

los tipos vesicular, ulceroso y en mocasin, con hiperqueratosis de la planta del pie.

Inicialmente hay prurito entre los dedos de los pies y presencia de peque}401as

vesiculas que se rompen y dejan salir liquido. La pie| de los pliegues interdigitales

del pie se macera y descama. La infeccién de las u}401aspuede ser subsecuente a

una tinea pedis prolongada. Con la invasién por hifas |as u}401asse vuelven

amarillas, quebradizas. engrosadas y friables. Puede estar afectadas una o més

u}401asde los pies.�035
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/ . Ta"bIa 7: Caracteristicas clinicas de la infeccién por T. mentagrophytes�035. ,

Enfermedad de la Localizacién de las lesiones Aspecto clinico

Qiel

Tinea pedis (pie de Espacios interdigitales de Aguda: prurito, vesiculas

atleta) los pies en personas que eritematosas Crénica: prurito,

usan zapatos descamacién, }401suras

Tinea cruris lngle Lesion eritematosa descamativa

(comezén de jinete) en éreas intertriginosas.

Pruriginosa

Tinea captis Pelo de la piel cabelluda. Placas de alopecia areta con

Endotrix: hongos dentro del cabellos de tallos cortos o cabellos

cabello. Ectotrix: hongos en rotos en los foliculos pilosos.

la super}401ciede| cabello Querién raro.

Tinea barbae Vello de la barbas Lesién eritematosa, edematosa

Tinea unguium U}401a U}401asdistalmente engrosadas o

(onicomicosis) quebradizas; alteraciones del _

. color, deslustradas. Habitualmente

asociadas a tinea gedis

2.4.3. Etiologia de Trychophyton mentagrophytes

las infecciones por dermato}401tosse inician en la piel después de un traumatismn

y por contacto. Hay evidencia de que la susceptibilidad del huésped puede ser

incrementada por la humedad, el calor, Ia quimica especi}401cade la pie|, Ia

" composicién de la grasa y la transpiracién, la edad joven, Ia exposicién intensa y

la predisposicién genética." _

La incidencia es més alta en climas més célidos y hamedos, asi como en

condiciones de hacinamiento. El uso de calzado suministra calor y humedad,

condiciones para la infeccién de los pies. La fuente de infeccién es el suelo 0 un

animal infectado en el caso de los dermato}401tosgeofilicos y zoofilicos,

respectivamente.�035

La tricotina es una preparacién cruda de antigeno que se puede emplear para

detectar la hipersensibilidad inmediata o tardia a los antigenos dermato}401tos.

Muchos de las personas quienes desarrollan infecciones dermatofiticas crénicas

no in}402amatoriasmuestran insu}402cienciade las respuestas inmunitaria mediada por

las células de| antigeno dermatofitico. Estos pacientes con frecuencia son

atépicos y presentan hipersensibilidad de tipo inmediato con grandes

concentraciones elevadas de la |gE.33
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. En la pie| se diagnostican por la presencia de hifas rami}401cadas,septadas, hialinas

o por las cadenas de artroconidios. En el cultivo muchas especies estén

interrelacionadas y con frecuencia son dificiles de identi}401car.�035

2.4.4. Tratamiento

. Se indican el clotrimazol, el miconazol y el econazol en las dermatomicosis o *

dermato}401tosis,en la ti}401ade los pies 0 pie de atleta, onicomicosis, producido por

los hongos de los géneros Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton y

Candida.�035

Las micosis profundas requieren tratamientos con medicamentos de accién

general. Las infecciones micéticas super}401cialestambién pueden ser tratadas con

un antibiético administrado bucalmente, Ia griseofulvina, pero |as infecciones

micéticas mas comunes de las pie| son tratadas con agentes antimicéticos

t6picos.�030°

Para Ia onicomicosis se recomienda emplear Ia crema con cura exclusiva las 24

horas. Se utiliza el clotrimazol al 1 a 2%, el miconazol al 2% y el econazol al 1%,

y el tratamiento a de durar 2 a 4 semana, hasta la curacién de| proceso."

Las lesiones més aguadas con }401surasy dolor pueden requerir remojos

astringentes como el subacetato de aluminio hasta que desaparezca ei proceso

agudo. De ahi en adelante se pueden emplear el ungilento de undecilenato de

zinc, el ung}402entode Whit}401elda medida concentracién o la solucién de tolnaftato,

hasta que la higiene personal cuidadosa y los polvos sean de nuevo adecuadas.�034

Tabla 8: Resumen de las drogas antimicéticas y sus efectos secundarios.�034

Tipo de hongo Lugar de Agente Via de Dosis Efectos secundarios y

infectante infeccién antimicético administracién comentarios

Dermatophyies intradérmica Griseofulvina bucal 12.5 Foto sensibilidad.

y pelo (fulvicin, mg/dia urticaria, trastornos G.I.,

grifulvin, o 500 fatiga, leucopenia (rara);

grisactin) mg/dia inter}401erecon las drogas

en cumarinicas; aumenta las

adultos porfirinas en sangre y

orina, por lo tanto no debe

emplearse en pacientes

con gor}401rina
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

El presente trabajo se realizé en los laboratorios de Biotecnologla de la Facultad

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

La investigacién se realizé durante Ios meses de mayo 2014 y noviembre 2014.

3.2. Muestra biolégica

Céscaradé Citrus aurantium L. "naranja"

3.3. Recoleccién de muestra biolégica

Los trecientos frutos de naranja fueron colectados en la ciudad de San Francisco.

3.4. Cepa de Trychophyton mentagrophytes

La cepa fue aislada e identi}401cadaen el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad

de Ciencias Biolégicas.

3.5. Férmaco de referencia

Clotrimazol al 1%

3.6. Dise}401ometodolégico

3.6.1. Aislamiento de Trichophyton mentagrophytes.

- Se trasvasé la muestra en una placa de Petri estéril y realizar Iavados con SSF

estéril con antibiético (cloranfenicol al 0.05%)

- Se seccioné la muestra en trozos de 1 a 2 mm con ayuda de pinza y bisturi

estéril para obtener un espécimen homogéneo.
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- Se sembré la muestra, sumergiendo Iigeramente en la super}401ciedel medio de

cultivo (Agar Saboraud Dextrosa), incubar a 25°C y controlar diariamente hasta

el dia 15.�034

I 3.6.2. ldentificacién de Trichophyton mentagrophytes.

- Usando una pipeta, se colocé una gota de Agar Saboraud Iicuado, sobre una

lamina portaobjeto estéril

- Se sembré una asada de la colonia seleccionada y

- Se cubrié con una Iaminilla cubreobjetos estéril

0 Se colocé el cultivo en una placa de Petri conteniendo la varilla de vidrio

- Se adicioné agua destilada estéril con la }401nalidadde mantener Ia humedad

- Se incubé a 25°C por 5 a 7 dias

- Se separé Ia Iaminilla de la lamina, invertirla sobre una lamina portaobjetos

nueva y dejar secar por 15 minutos

- Se coloreé con etanol, lactofenol y azul de tripan. Observar al microscopic para

identi}401car|as estructuras caracteristicas.�034

3.6.3.Preparacién de la muestra biolégica

La Qascara de naranja se enjuagé en agua corriente y posteriormente desmenuzd.

en trozos mas peque}401os,Iuego se extendié en el piso sobre la lamina de pIa'stico

y se dejé secar hasta el dia siguiente.

3.6.4. Obtencién de aceite esencial

Se cargé la muestra en el balén de extraccién, se encendié la caldera e iniciar

autométicamente la extraccién. Recepcionar el aceite en un recipiente limpio

(probeta), posteriormente vaciar a la pera de decantacién para separar el agua;

en el laboratorio puri}401carcon sulfato de sodio anhidro y }401nalmentealmacenar en

frasco limpio, color caramelo en refrigeracién.

3.6.5. Dilucién de| aceite esencial

Para la determinacién de la actividad antimicética se hizo la dilucién a

concentraciones del 50%, 30%, 20%,10%, 5% y 1% peso sobre volumen (plv).

Se diluyé en Tween 80 al 2% como cosolvente y emulsi}401cante.�034
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�031 3.6.6. Determinacién de la actividad antimicética .

a. Preparacién del inoculo

o Se tomé una asada de la colonia de| dermato}401toe inocular en 50 ml de caldo

Papa Dextrosa mas 15 ml de caldo Saboraud e incubar a 25°C por 24 horas.

0 Se comparé igual similitud de opalencia con escala N° 5 de Mac Farland que

equivale a (1x10�034�0245x105 UFC). �030

- Se ajusté Ia opalencia con el caldo nutritivo.�035

b. Determinacién de Halo de inhibicion (Método de difusién en disco)

0 Se preparé placas de Petri con medio Agar Saboraud Glucosa

- Se sembré por diseminacién 025 ml de| inoculo con la ayuda de un hisopo

estéril, dejando secar a temperatura ambiente por 2 horas.

- Se incorporo discos de papel }401ltrode 10 mm de diémetro en las placas con

agar Saboraud.

o Se echo 30pL de la dilucién del aceite en diferentes concentraciones segun

corresponder

- Se incubo a 25 °C para después observar Ia formacion de halos de inhibicion a

los 3 dias hasta el dia 15 y determinar Ia actividad antimicética. .. .

c. Utilizacién de controles I �030 �030

- Control negativo. I

Se utilizo como control negativo al Twen 80 al 2%.

o Control positivo

Se utilizé como control positivo al clotrimazol al 1%

3.6.7. Dise}401oexperimental

Formar 8 grupos y cada una de 6 repeticiones. .

Grupo I : Control negativo tratado con Twen 80 al 2%

Grupo II : Control positivo tratado con clotrimazol

Grupo III : Administrado con aceite esencial al 1%

Grupo IV : Administrado con aceite esencial al 5%

Grupo V 2 Administrado con aceite esencial al 10%

Grupo VI : Administrado con aceite esencial al 20%

Grupo VII : Administrado con aceite esencial al 30%

Grupo VIII 2 Administrado con aceite esencial al 50%
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3.6.8. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

- Se ajusté el cultivo de dermato}401tosal esténdar de 0.5 de la escala de Mac

Ferland.

o Se preparé 15 tubos previamente esterilizados y rotulados de| numero 1 al

numero 15.

o A partir de| tubo numero 1 hasta el tubo N�03415 se agregé 1,75 ml de| caldo

Saboraud

o Posteriormente se agregé 025 ml de la concentracién de| aceite esencial al

tubo N�0351, a partir de la cual se traspasé 1 ml al tubo N° 2 y asi sucesivamente

hasta el tubo N�03414.

- Del tubo N° 14 se extrajo 1 ml y se descarté.

o El tubo N° 15 no recibié el aceite esencial siendo este el control.

a Luego se agregé 1 ml de| inoculo de dermato}402tosa todos los tubos y se llevé a

incubar a 25°C por 15 dias.�034

3.6.9. Determinacién de la concentracién minima fungicida (CMF)

- Se procedié a partir de la (CMI).

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

0,01m| por diseminacién con la ayuda /dei asa de Col los no turbios en las

placas con agar Saboraud.

- Posteriormente se incubé a 25°C por 15 dias ma�031ximo.�034

3.6.10. Lectura de los resultados

Los resultados para la prueba de �034difusiénen disco", se reporté en funcién al

diémetro del halo que se formé por accién de| aceite en diferentes concentraciones

representado en milimetros.

Para el célculo de porcentaje de inhibicién se usé Ia siguiente formula. Tomando

como patrén al antimicético clotrimazol.

dzametro el halo control

3.6.11.Ané|isis estadistico

Los datos obtenidos se evaluarén mediante un anélisis de varianza (ANOVA) para

determinar el grado de signi}401canciaentre las cepas analizadas y comparaciones

multiples de Tukey con un nivel de signi}401canciade 0.05, para esto se usé Sofvvare

estadistico.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 9: Identi}401caciénmacroscépica y microscépica de Trichophyton ' .-

mentagrvphytes

Muestra Identificaf:i<_3n ldgntificafién

macroscognca mncroscoguca

Co|onia blanca algodonosa Macroconidio

circular, regular, lisa, planas alargado,

9 de bordes radiados, blancas. abundantes

Reverso con pigmento miCf0C0nidi0S
ca.-,e|a_ redondos e

hifas en espiralz

Trychophyton

mentagrophytes

Colonia blanca algodonosa Macroconidio

circular, regular, Iisa, planas alargado,

12 de bordes radiados, blancas. abundantes

Reverso con pigmento microconidios

caneIa_ redondos e

hifas en espiralz

Trychophyton

mentagmghges
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Tabla 10: Concentracién minima inhibitoria y concentracién minima fungicida del

aceite esencial de Citrus aurantium L. a la concentracién del 30% frente a

Trichophyton mentagrophytes

Tubos Aceite Esencial (mg/ml)

10% 20% 30%

1 12.500" 25.000 37.500 S

2 6.250 12.5 18.750 S

3 3.125 6.25 9.375 S

4 1.563 3.125 4.688 S

5 0.781 1.563 2.344 S

6 0.391 0.781 1.172 CMF

7 0.195 0.391 0.586 CMI

8 0.098 0.195 0.293 R

9 0.049 0.098 0.146 R

10 0.024 0.049 0.073 R

11 0.012 0.024 0.037 R

12 0.006 0.012 0.018 R

13 0.003 0.006 0.009 R

14 0.002 0.003 0.005 R
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V. DISCUSION

En la tabla 9, se muestra Ia identi}401caciénmacroscépica y microscopica de

Trychophyton mentagrophytes, se encontraron dos colonias con caracteristicas

macroscépicas correspondiente a Trychophyton mentagmphytes, a los cuales se

realizé microcultivo para su identi}401caciéncon}402rmativa,resultando ser ambos

Trychophyton mentagnophytes, una fue elegida para la prueba de la actividad

antimicética de| aceite esencial de Citrus aurantiun L.

Trychophyton mentagrophytes es un dermato}401toabundante y frecuente en las

micosis humanas que causa, como lo muestra Lujan.�035En el que concluye que se

encontré una frecuencia de 46% de micosis super}401cialhumana en personas con

signos de micosis. Las especies de dermato}401tosidenti}401cadosen orden de

frecuencia fueron Trichophyton spp. (21) 45.6%, Trichophyton rubrum (17) 37.0%

y Trichophyton mentagrophytes (8) 17.4%. Y Romero et al.39, realizaron un estudio

de derrnato}401tosisen estudiantes de la lnstitucibn Educativa �034SanJuan de la Frontera�035.

Ayacucho�024PenII2010; en el cual hallo Ia frecuencia de 68% de dennato}402tosis,47% en

muestras de los espacios interdigitales. La especie de dermato}401tomés frecuente fue

T. mentagmphytes (48.5%) seguido de T. rubmm (26.5%), hallaron 68% de los

estudiantes con dermato}401tosis,siendo los espacios interdigitales de los pies la

zona anatémica mas afectada por dermato}401tos(47%) seguido de la cara (29.4%)

y el tronco (19.15), la especie de dermato}401tomés frecuente fue

T. mentagrophytes (48.5%). Y en otras regiones de Sudamérica como el estudio

realizado en Colombia por Sarmiento et a|.�034°,en el estudio de estandarizacién e

implementacion de las técnicas en el diagnéstico clinico de micosis cuténeas en el

laboratorio de Micologia de la Ponti}401ciaUniversidad Javeriana Bogoté - Colombia

2006, donde tomaron muestras a través de raspados de la zona afeciada para
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observar directamente y en cultivo encontraron que los agentes aislados con mayor

frecuencia son Fusarium solani 31%, Trichophyton mbrum 26%, Scopulariopsis 13%,

Trichophyton mentagrophytes 8%, Microsporum canis 5% y Epidennophyton

}402occosum3%. Podemos observar que la frecuencia varia en cada uno de los estudios

a pesar de que se realizaron en la misma ciudad.

En la }401gura5, se muestra los promedios de los halos de inhibicién de las

concentraciones de| aceite esencial de Citrus aurantium L. "naranja" de| 1% (14.60

mm), 5% (21,00 mm), 10% (27,30 mm), 20% (37,B3 mm), son menores al

Clotrimazol (43,17 mm), las concentraciones de 30% y 50% presentaron halos de

inhibicién de 52,6 mm y eliminacién total en la superficie del medio

respectivamente; superior al clotrimazol, siendo estadisticamente signi}401cativo(p<

0,05). La media de los halos de inhibicién que obtiene Acharte.�034en la actividad

antimicética de Citnis aurantium L. frente a una cepa de Candida albicans

ATCC1023, para la concentracién del 30% es de 22,50mm, esta diferencia muy

notoria se debe a la diferencia en la técnica, difusién en pocillo y disco de papel

en super}401cie,Ios microorganismos evaluados con el aceite esencial de Citrus

aurantiun L. son diferentes. Las investigaciones muestran también resultados

diferentes en cuanto al diérnetro de| halo de inhibicién, debido a que las sustancias

actuan de manera distinta sobre un mismo microorganismo.

En la }401gura6, Ios porcentajes de inhibicién del aceite esencial de Citrus aurantium

L. �034naranja"correspondientes al 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, respecto al clotrimazol,

fueron el 33,97%, 48,64%, 63,32%, 87,64%, 122%, respectivamente. Acharte.�034

en la actividad antimicética de Citrus aurantium L. frente a una cepa de Candida

' albicans ATCC1023, reporta para la concentracién del 30%, el porcentaje de

inhibicién con respecto a la nistatina es 107,23%. Los farmacos por su naturaleza

también se diferencian en la accién fungicida y fungistatica. y nuevamente Ia

técnica de| experimento in}402uye,como también el microorganismo en estudio.

Segon lngraham e lngraham.37, el tubo transparente que contenga Ia

concentracién de droga mas baja (méxima dilucion) corresponde al a CM! de la

droga. Si Ios organismos no crecen en el medio Agar Saboraud Dextrosa signi}401ca

que han muerto, esta concentracién de la droga sera fungicida, el tubo con la

concentracién mas baja (maxima dilucién) correspondera a la CMF de la droga.

En la Tabla 10, los resultados del CMI y CMF, la concentracién minima inhibitoria

y la concentracién minima fungicida de| aceite esencial de Citrus aurantium L.
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frente a T. mentagrophytes, presento 0,586 y 1,172 respectivamente. Acharte.�034

reporta un CMI de O,122mg/ml y CMF de 0,244mg/ml, es mayor la concentracién

que requiere el dennato}401topara ser eliminado a comparacién de Candida

albicans. Demés estudios sobre la accién de| aceite esencial de Citrus aurantium

L. sobre otros microorganismos reportan como el estudio de Alzate et al.2 se

determiné, mediante dilucién en agar, la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

de distintos aceites esenciales de naranja contra 11 cepas de Salmonella,

obteniendo resultados satisfactorios y CMI entre 0,125% y 1 %.

De acuerdo a las comparaciones multiples de Tukey los halos de inhibicién del

aceite esencial de Citrus aurantium L del 1%, 5%,10%, 20%, 30%, son

estadisticamente distintos (p<0,05) al valor del halo de inhibicién del clotrimazol

que tiene un valor de 43,17mm, tal como lo muestra en el anélisis de

comparaciones multiples de Tukey (Anexo 2). De una concentracién a la siguiente

existe una diferencia mareada, es decir no existe similitud de la accién antimicética

de| aceite esencial de Citrus aurantiun L. de una concentracién del 30% con una

concentracién del 20% 0 el 10%.

De acuerdo al anélisis de comparaciones multiples de Tukey de| (Anexo 4), los

porcentajes de inhibicién de 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, son estadisticamente

distintos (p< 0,05), determinando que estas concentraciones tienen efecto

antimicético distinto.

El porcentaje del coe}401cientede variabilidad de| clotrimazol, de| aceite esencial a

la concentracién del 30%, presente resultado homogéneo de 1,59 y 0,7,

respectivamente, sin mucha variacién en las repeticiones (Anexo 11).

La densidad de los aceites esenciales varia de 0,84 a 1,18g/cm�034;siendo, la gran

mayoria, menos densa que el agua. Poseen un indice de refraccién levado, con

un promedio de 1,5 y generalmente presentan actividad éptica.° la densidad es de

0,8418 g/ml e indice de refraccién de 1,4130, como se muestra el (Anexo 6). Es

semejante al que obtuvo Acharte�034el cual reporta 0,8444 mg/ml e indice de

refraccién de 1,4715.

Los aceites esenciales son conocidos por ejercer actividad antimicrobiana, aunque

el mecanismo por el cual actuan no esté totalmente entendido, puede involucrarse

en este la destruccién de la membrana microbiana por los constituyentes lipofilicos

que poseen, y estudios recientes reportan otros efectos como cambios en la

morfologia de| hongo que incluyen da}401ossobre estructuras como conidios,

macroconidias e hifas, asi como la disminucién en la produccién de micotoxinas.�030
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Un estudio sobre el aceite esencial de la naranja recuperado de la pie| de| fruto de

la naranja, reporta un mayor rendimiento de aceite mediante la extraccion con

vapor de agua, especialmente a medida que se aumenta el flujo y la presién. El

aceite de la naranja contiene mas del 90% de limoneno, componente mayoritario

en su composicién normal y ademés, en menor proporcién, contiene una gran

cantidad de terpenos. La cascara de naranja que es considerado un residuo, se

amontona al aire Iibre, con este estudio se pretende a}401adirun valor agregado al

fruto, por la aplicacién potencial que se puede dar a la cascara, a partir de la

extraccién y comercializacién de su aceite.�034

El pericarpio fresco de naranja amarga también Ilamado naranja de Sevilla

produce, por expresién, un aceite esencial bastante parecido a la naranja dulce,

menos rico en compuestos carbonilicosz 96-98% de Iimoneno y otros

hidrocarburos (mirceno, a�024pipeno,etc.), 0,4 �0240.5% de aldehidos aliféticos,

aproximadamente 0,1 % de aldehidos monoterpenicos 0,5 �0242,53% de compuestos

carbonilicos expresados en decanal)?�030

La céscara de naranja agria presenté el contenido fenélico mas alto de los citricos

analizados (14.72: 0.13 g I 1009), aplicando las mejores condiciones de

extraccién determinadas por el dise}401ofactorial. La cascara de naranja agria

presenté los contenidos mas altos de naringina (4279.56 J; 50.84 mgI100g) y

hesperidina (906.37 *5 2.13).°°

Se han encontrado 200 compuestos quimicos diferentes, presentes en el aceite

esencial de naranja, de los cuales se ha identi}401cado100. Los mono terpenos

abarcan hasta el 97% de la composicién, con alcoholes, aldehidos y esteres

abarcando el menor porcentaje de componentes (1.8 a 2.2 %) El principal

componente de dichos aceites es el Iimoneno que puede llegar a abarcar hasta

un 98% de la composicién de| aceite esencial de la naranja.�035

Los derivados de los fenoles hologenados como la haloprogina posee acciones

fungistéticas y fungicidas sobre diversos hongos de los géneros Trychophyton,

Microsporum y Epidemrophyton, su modo de accién, se acepta que los Ia

haloprogina act}402aaumentando Ia permeabilidad de la membrana celular de los

hongos, evidenciado por la pérdida de potasio intracelular, lo que es deletéreo

para los mismos; ademas se ha comprobado una disminucion de la utilizacién de

oxigeno por Ias células micoticas.�035
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. Dentro de los metabolitos secundarios con actividad fungicida se encuentran Ios _ ,

provenientes de la fraccién liquida volétil que contiene |as sustancias

responsables del aroma de las plantas o aceites esenciales. Generalmente son

mezclas complejas de hasta mas de cien componentes de bajo peso molecular

como compuestos alifaticos simples, alcoholes, aldehidos, cetonas. ésteres y

écidos, que hacen parte de los monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos.3'

Algunos estudios demuestran que los componentes de menor proporcién tienen

un papel critico en la actividad antimicrobiana, posiblemente debido a un efecto

sinérgico ente ellos, de forma que el aceite esencial entero tiene una mayor

actividad que la mezcla de sus principios mayoritarios. AI ser sustancias volatiles,

los aceites esenciales se han de estabilizar y proteger para asegurar Ia

conservacion de sus propiedades durante el almacenamiento. Los aceites

esenciales poseen notables propiedades antimicrobianas, sin embargo, su

mecanismo de accién aan no esta de}401nido.Hasta la fecha la mayoria de los

estudios realizados sobre |as propiedades antimicrobianas de los aceites

esenciales, se han centrado en microorganismos patogenos para el hombre.�034

Las sustancias bioactivas extraidas de plantas aun no fueron totalmente

estudiadas en su composicién y el mecanismo de accion que tienen. Pueden

actuar en conjunto o solo uno de los componentes mayoritarios que a diferencia

de los férmacos que tienen un mecanismo de accién conocida que se puede

centrar en la membrana, la pared celular 0 el nticleo dependiendo de la naturaleza

y el tipo de férmaco, asi también se conoce las consecuencias secundarias como

el da}401ohepatico que causan estos farmacos al ser usados frecuentemente por los

pacientes.

Muchas plantas han sido para uso antif}402ngicoporque su anélisis quimico y�030

evaluacién farmacolégica han demostrado que contiene un principio bioactivo, la

b}402squedaes muy intensa en todo el mundo fundada en tratamientos naturales

para explorar el parentesco sistemético con plantas curativas ya reconocidas que

han servido para hallar otras nuevas.

La accién de| aceite esencial de Citrus autrantium L. �034naranja"sobre

microorganismos y hongos patégenos reportan efectos positivos con halos de

inhibicion superiores al control. que nos Ileva a atribuirle una accién signi}401cativa

para el uso como nuevo tratamiento natural para las micosis y las tineas causadas

por dermato}401tosy en especial causadas por T. mentagrophytes.
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Las concentraciones a las cuales se produjo Ia inhibicién son similares con

respecto a otros estudios realizados, en el Anexo 7 se muestra la concentracién

de las sustancias y su origen que act}402ancomo inhibidor y fungicida en los

diferentes patégenos.

En cuanto a la accién de otras sustancias originarias de especies diferentes a

Citrus aurantium L. y citricos y la accién sobre el dermato}401toTrychophyton

mentagmphytes observamos en el Anexo 7, Ios halos de inhibicién oscilan entre

�030I5a 22 mm a concentraciones del 100% y 50%, en el estudio realizado de la

accién antimicética de| aceite esencial de Citrus aurantium L. sobre Trychophyton

mentagrophytes a una concentracién de 30% reporta un promedio del halo de 52,6

mm y del 50% es indeterminado por la inhibicién total sobre la super}401ciede| medio

ADS, indicando superioridad ante |as dema's sustancias.

Los componentes fenélicos que se muestran como la naringina y hesperidina

podrian ser Ios componentes més activos en la interaccién sinérgica para la accién

antimicética sobre el dermato}401toen prueba. Que al igual en el estudio que se

realizé con halos de inhibicién superiores al control, muestra una accién agresiva

ante el Trychophyton mentagrophytes, al 30% tiene Ia accién superior y al 50%

fulmina totalmente al dermato}401tosobre la super}401ciedel medio Agar Saboraud

Dextrosa.
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VI. CONCLUSIONES

1. El aceite esencial de Citrus aurantium L. �034naranja�035al 30% y 50%, presentaron

mayor actividad antimicética, respecto a las demés concentraciones, que es

superior al clotrimazol, siendo estadisticamente signi}401cativa(p<0,05).

2. La Concentracién Minima Inhibitoria, frente a Trychophyton mentagrophytes_

producido por el aceite esencial de Citrus aurantium L. �034naranja",fue 0,586

mg/ml.

3. La Concentracién Minima Fungicida frente a Trychophyton mentagrophytes,

producido por el aceite esencial de Citrus aurantium L. "naranja", fue 1,172

mg/ml
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VII. RECOMENDACIONES

o Realizar el estudio de la actividad antimicética de| aceite esencial de Citrus

aurantium L. sobre dema�031sdermato}401toscausantes de las diferentes tineas

- Realizar pruebas in vivo de la accién antimicbtica del aceite esencial de Citrus

aurantium L. sobre dermato}401tos �031

- Realizar un estudio de caracterizacién de los compuestos fené|icos de| aceite

esencial de Citrus aurantium L.
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Anexo 1: Anélisis de varianza para el numero de halos de inhjbicién de las

concentraciones de| aceite esencial de Citrus aurantium L. �034naranja�035y el controi

frente a Trychophyton mentagrophytes

Fuente GL SC CM F P

Inter grupos 5 6152556 1230511 4520245 0.000

lntra grupos 30 8,167 0.272

Total 35 6160.722

Anexo 2: Prueba de comparaciones m}401ltiplesde Tukey de los halos de inhibicién

del efecto antimicético de| aceite esencial de Citrus aurantium L. �034naranja"y el

control frente a Trychophyton mentagmphytes.

Tratamiento N Media Agrupacién

Clotirmazol 6 43,17 A

30.00% 6 52.6 B

20.00% 6 37,83 C

10.00% 6 27,3 D

5.00% 6 21 E

1.00% 6 14,6 F

Anexo 3: Anélisis de varianza para el n}402merode porcentajes de inhibicién de las

concentraciones del aceite esencial de Citms aurantium L. �034naranja�035frente a

Trychopyton mentagrophytes

Fuente GL SC CM F P

Inter grupos 4 28845281 7211,32 6293510 0000

Intra grupos 25 28,644 1,460

Total 29 28873,932

Anexo 4: Prueba de comparaciones m}402ltiplesde Tukey de los porcentajes de

inhibicién de| efecto antimicético del aceite esencial de Citrus aurantium L.

�034naranja"frente a Trychophyton mentagmphytes.

Tratamiento N Media Agrupacién

30.00% 6 122,0 A

20.00% 6 87.64 B

10.00% 6 63,32 C

5.00% 6 48,64 D

1.00% 6 33,97 E

Anexo 5: Caracteristicas organolépticas de| aceite esencial de Citms aurantium

L. �034naranja�035

Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de Citrus

aurantium L. �034naran'a"

Aspecto I Liquido y viscoso

Color : lncoloro

Olor : Caracteristico (muy acentuado)

Sabor : Caracterlstico gacidog

48



Anexo 6: Caracteristicas fisico = quimicas del aceite esencial de Citrus aurantium

L. "naranja"

Caracteristicas Fisicogulmicas Valores

pensidad 0,8418 glml

lndice de refracclbn 1,4130

%de solidos solubles 71,0

indice de Acidez 1,9803 mg KOH/g AE

Indioe de Ester 2,9683 mg KOHIg AE

Anexo 7: Concentracién fungicida de sustancias antimicéticas sobre patégenos

sustancia Concentracién Patégeno

Aceite esencial de naranja MIC: 0.125% y 1% 11 cepas de salmonella

Aceite esencial de naranja CMF: 111000 ppm Trichoderma harzianum

Hojas de Melaleuca 29%, 45% Bacterias. Candida y Malassezia,

a/temifa/ia derrnato}401tos

Quinonas (1 ,4- 2,0 - 20,16 pglml Hongos (Trychophyton

antracenediona) mentagrophytes)

A. retusus CL50: 263.68 y 738.00 Dermato}401los

mgImL

Artemia salina CL50: > 500 mgImL Dermatofitos,Candida

Eucalyptus citriodora (n- 30%, 50% Trychophyton mentagmphytes,

hexano:ace!ato de etilo, n�024 Candida

hexanozacetato de etilo )

Minthostachysmollis 100%, 5 - 50pL Trychophyton mentagrophytes

(mu}401a)

Allium sativum L. �034ajo�03421.17 mm Trychophyton mentagrophytes

Euphorbia pep/us "leche 18.44 mm Trychophyton mentagmphytes

leche"

Plumbago coerulea 100% (15,20 mm) Trychophyton mentagmphytes

�034yanawanni"

Citrus aurantium L 30% (22.50 mm)CMI y Candida albicans

CMFfue 0,122 mglml y

0.244 mg/ml

Bisimidaperileno 50 pg/mL Trychophyton mentagmphytes

/U ' .; 1
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Anexo 8: Halos de inhibicién de las concentraciones de 1%, 5%. 10%, 20% del

aceite esencial de Citrus aurantium L. �034naranja�035frente a T. mentagrophytes

1 o/O 5�031/A

9 o 0 0  

o �030 �0309 g
\x__ . W" /

\\ �030 �030 . �030 I�030

1 0% �03020%

!
i ».

» l

. § [5 )
\ E ,

I

1

1 8 5 G 7 8

50



Anexo 9: Halos de inhibicién de las concentraciones de 30%, 50% del aceite

esencial de Citrus aurantium L. �034naranja�035frente a T. mentagrophytes
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Anexo 10: Halos de inhibicién de clotrimazol (control positivo) y control negativo

frente a T. mentagrophytes
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Anexo 11: Diémetro de los halos de inh�030ibici0'ndei aceite esencial de' Citrus

aurantium L. "naranja" frente a T. mentagrophytes

Repe}401ciones Control + concentraciones

(Clotrimazol) 1% 5% 10% 20% 30%

1 42 14 20.5 27 37 52,5

2 44 14,5 21 27,5 38 52,5

3 43 15 21 27 38 53

4 44 15 21 27,5 39 53

5 43 15 21 27,5 37 52

6 43 14,5 21,5 27,5 38 53

Promedio 43,17 14,6 21,00 27,3 37,83 52.6

Desv esténdar 0,69 0,37 0,23 0,22 0.69 0,37

%CV 1,59 2,53 1,09 0,80 1,86 0,70

Anexo 12: Porcentaje de inhibicién de| aceite esencial de Citrus aurantium L.

�034naranja�035frente a T. mentagmphytes

Repeticiones 1% 5% 10% 20% 30%

1 32.43 47.48 62.54 85.71 121.61

2 33.58 48.64 63.70 88.02 121.61

3 34.75 48.64 62.54 88.02 122.77

4 34.75 48.64 63.70 90.34 122.77

5 34.75 48.64 63.70 85.71 120.45

6 33.58 49.80 63.70 88.02 122.77

Promedio 33.97 48.64 63.32 87.64 122.00

Des. Est 0.86 0.67 0.55 1.59 0.86

°/oCoef. Variac. 2.54 1.38 0.86 1.82 0.71
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Anexo 13: Proceso de cargado de la muestra al balén de extracgién por vapor
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Anexo 14: Aceite esencial de Citrus aurantium L. en diferentes concentraciones
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Anexo 15: Concentracién minima inhibitoria de| aceite esencial de citrus

aurantium frente a T. mentagrophytes
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Anexo 16: Concentracién minima fungicida del aceite esencial de Citrus

aurantium frente a T. mentagmphytes
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Anexo N° 17: Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de Trychophyton

mentagrophytes
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