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RESUMEN

La finalidad del siguiente proyecto investigativo fue determinar la actividad antifingica
“in vitro” del aceite esencial y extracto alcohdlico de Cinnamomum verum (canela)
sobre Candida albicans cepa ATCC 10231. El aceite esencial de canela, se obtuvo por
el sistema de extraccion de aceite; por la trampa de clevenger. Para realizar el estudio
microbioldgico mediante la técnica de dilucion en caldo, se utilizo el aceite esencial de
canela a concentraciones de 50.000ppm, hasta 1.500ppm, siendo diluidas en un “mix”
Caldo Sabouraud Broth + DMSO+ aceite + Candida albicans, para posteriormente ser
inoculados en cajas Petri. También se realizd la técnica de Kirby Bauer en
concentraciones desde 12.500ppm hasta 2.500ppm diluidas en DMSO. EIl aceite fue
comparado con fluconazol 150mg (Candifix 150mg) como control positivo, y como
control negativo se utiliz6 H20 destilada con DMSO. EIl extracto alcoholico de la
Cinnamomum verum “canela”, se obtuvo por medio de un Rotavapor R-300 a una
temperatura de 60°C con una inclinacion del balon de 45° en el lapso de 2 horas y se
realizaron concentraciones a partir de 50.000ppm hasta 5.000ppm. Luego de realizar las
pruebas de sensibilidad “in vitro” se obtuvo que el aceite esencial presenta mayor
actividad antifingica frente a Candida albicans, que el extracto alcohdlico ademas
presenta mayor actividad antifungica que el medicamento utilizado como control
positivo fluconazol 150mg (Candifix ), con respecto al extracto alcohélico el hongo no
presento sensibilidad alguna.

Palabras claves: Cinnamomum verum, Céandida albicans, trampa de clevenger,

dimetilsulfoxido, fluconazol, Rotavapor R-300, actividad antifingica.

VIl



ABSTRACT

The purpose of the following research project was to determine the "in vitro" antifungal
activity of the essential oil and alcohol extract of Cinnamomum verum (cinnamon) on
Candida albicans strain ATCC 10231. The essential 0il of cinnamon was obtained by the oil
extraction system; by the Clevenger trap. To perform the microbiological study using the
broth dilution technique, the essential oil of cinnamon was used at concentrations of
50,000ppm, up to 1,500ppm, being diluted in a "Broth" Broth + DMSO + oil + Candida
albicans broth mix, inoculated in Petri dishes. The Kirby Bauer technique was also performed
in concentrations ranging from 12,500 ppm to 2,500 ppm in DMSO. The oil was compared
with fluconazole 150mg (Candifix 150mg) as a positive control, and distilled H20 with
DMSO was used as the negative control. The alcoholic extract of Cinnamomum verum
"cinnamon" was obtained by means of a Rotavapor R-300 at a temperature of 60 ° C with a
45 ° tilt of the balloon within 2 hours and concentrations were made from 50,000 ppm to
5,000 ppm. After performing the tests of sensitivity "in vitro", it was obtained that the
essential oil has greater antifungal activity against Candida albicans, that the alcoholic
extract also shows greater antifungal activity than the drug used as a positive control
fluconazole 150mg (Candifix), with respect to the alcoholic extract the fungus did not present

any sensibility.

Key words: Cinnamomum verum, Candida albican, clevenger trap, dimethylsulfoxide,

fluconazole, Rotavapor R-300, antifungal activity.

Revnewiﬁ%: ggonzélez, Marcela

Language Center Professor

Vil



INDICE DE CONTENIDO
PAGINA DE REVISION DEL TRIBUNAL ...ooteeeeeeeeeeeeeee oo eeee e eeeee e e 1

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO FACULTAD DE CIENCIAS DE

LA SALUD ..t 1
DERECHO DE AUTORIA: ..ottt v
AGRADECIMIENTO ...ttt ettt nee v
DEDICATORIA ettt ettt sbe et et e be e nneeenns Vi
ABSTRACT ettt ettt et sbe e bt ee e Vil
INDICE DE CONTENIDO ...ttt IX
INDICE DE TABLAS ...ttt X
INDICE DE FOTOS ... .ottt sttt st XIV
INDICE DE GRAFICOS ......cooviiieeveieeeseeeee s esae s tsses s ssses s ssses s s senaesns oo XV
LINTRODUCCION ...ooooivveiiieresssseenssssesessssssssssssssssssssssssssssssssss s 123
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......ooiiiie s 4
3. JUSTIFICACTON ..ottt 5
4. OBUIETIVOS ...ttt b e bt be e be e neeene e 6
4.1. ODJEUIVO GENEIAL .....c.eiiiiiiisiieeeee bbbt eneas 6
4.2. ODJEtiVOS ESPECITICOS .....eeeieeeieiiiieiesie et 6
5. MARCO TEORICO......ccutiuiimeimeireeseeeeiseeessssesessssss st asssesssssessssssessasssesssesas 7
5.1.2 DeSCIPCION GENEIAL.........ciieiiiiie ettt 7
5.1.3 Clasificacion taXONOMICA ........c..eoveiriirieiiiirieiei sttt 7
5.1.4 COMPOSICION QUIMICA. .....eveuieieiteieiisiesieieeie ettt st sae e 8
5.1.5 Propiedades MEediCINAIES .........cc.coiiiiiiiiiiieiee e 8
5.1.6 CompuestoS QUIMICOS......ccueiuiiiiirieiieiie it e ste et ettt re e sbeesae e sreesre e 9
5.1.7 Actividad FarmacolOgiCa..........ccciieiiiiiiiieie et 9



5.2 Candida @lDICANS ..o 10
5.2.1  DESCHIPCION ..uvitiiiiiieii ettt bbbt sn e en s 10
5.2.2 Anatomia patol0gica y PAtOGENIA: ....ccververerieieiieierese et 10
5.2.3  TAXONOMIA 1.vtvireiiitiieiete ettt b en e 11
5.2.4  ECOIOQIA cvooviiieceie ettt e 12
5.2.5  TratamIBNTO ..c.ooveiiieiiiiieieee et 12
5.3 ACEITES ESENCIAIES ...t 12
5.3. 1 ProOPIBUATES ..ottt 13
5.3.2  IMPOTTANCIA ...veviieieiieiiei ettt bbbt 13
5.3.3 Localizacion y diStriDUCION ..........cceiiviiiiie e 14
8. METODOLOGIA .....ooveeeeeeeeveeveeteeveeee ettt 15
6.1.  MaterialeS Y IMELOUOS .......ccorueuiriiiiiieieiie e 15
6.2.  TiIp0 de INVESLIGACION .....c.oiviieiiiiiiieieiceie e 15
6.3.  Unidades de EStUTIO ..........ccooeiiiiiiiieiieic e 15
6. 4. Contexto temporal Y geografiCo ..........ccccvveviiiiiie i 15
8.5, UNIVEISO ..ottt bbbt bbbttt bbb 15
6.6.  TIPO & MUESIIEO ....cveeeiiiitieie bbb 15
B. 7. VariabIES ......oiviiiiiic e 16

6.7.1. Operacionalizacion de variables ... 16

6.8 Procedimiento Y tECNICAS. ........oueiiieirieieieie et 19

6.8.1 Obtencion del extracto alcohdlico del Cinnamomum verum (canela) ................... 19
RECOIECCION 0B MUESEIAS ...ttt 19
Procesado de 8 MUESEIE ........c.cviiiiiieiiii e 19
Secado y corte de 1a Planta: .........coooiiiiiicie e e 19



ODBtenCioN de 18 PIANTA:.........oiie et sre e 22
6.10. Procesado de 1a MUESIIA ......cooeeeeee e, 22
6.11. Obtencidn de muestra de Candida albiCANS. .........ccvvveeieeeeeeeeeeee e 23

6.12. Evaluacion de la actividad del aceite esencial de Cinnamomum verum (canela) .. 24

6.13. Cultivo y Método de Kirby Bauer (difusion en diSC0).........ccccvvevviivevveresiveneennnns 26
8. RESULTADOS. ...ttt ettt sttt st enenneneas 32
8.1. CONCENTRACIONES UTILIZADAS EN LA TECNICA DE DILUCION EN
(O I 5 1 PR 32
8.2 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE DILUCION EN
CALDO .ttt r ettt bt neerern 33

9.4 RESULTADOS OBTENIDOS EXTRACTO ALCOHOLICO DEL Cinnamomum
VEFUM (CANELA) ..ottt re et te e ereeeras 43
9.5 RESULTADOS DE HALOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
KIRBY BAUER EN ACEITE ESENCIAL DEL Cinnamomum verum (CANELA).....44
9.6 RESULTADOS DE LAS CONCENTRACIONES OBTENIDAS MEDIANTE LA
TECNICA DE DILUCION EN CALDO........cooeiieeieeeceeeseeeesesese e, 45
9.7 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE KIRBY BAUER
EN SU REPETICION L ...ttt sttt e e 46
9.8 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE KIRBY BAUER
EN SU REPETICION 2.ttt 47

Xl



10, DISCUSION ..o ettt ee e e et e e e e e e s e e e e e e et e e e e e e er e e ee e eeaenans 49

11. CONCLUCIONES ... 53
12. RECOMENDACIONES ..o 54
13. BIBLIOGRAFIA: ... 55
35, AINEXOS ..o 59

INDICE DE TABLAS

Tabla N° 1. Datos generales Cinnamomum verum “Canela”..........c.ccoovrvveresieesenresnenns 9
Tabla N° 2. Compuestos Quimicos del Cinnamomum verum (canela)...........cccceeveenene. 9
Tabla N° 3. Taxonomia Candida albiCans...........ccccevevererieie i 11

Tabla N° 4. Actividad antiftingica “in vitro” del aceite esencial y extracto alcohdlico

del CinNamomum VErUM “Canela’...........ccooiiirerinienieniese e 16
Tabla N° 5. Candida albiCans ..........ccooeiiiiiiiii e 16
Tabla N° 6. Criterios de inclusion Y eXCIUSION...........ccocoiiiiiininerecese e 17
TaDIA N® 7. RECUISOS.....cvieiieiieiteeiesieste et ste et esee e ste et e st e te s e sseesteeseesseenseeneenneenes 17
Tabla N° 8. MaterialeS GENerales ..........cccooeieiiiiiiiiieeeie e 17
Tabla N° 9. Materiales para la activacion del hongo y antibiograma...............c.ccccc....... 18
Tabla N° 10. Caracteristicas organolépticas aceite extraido: ...........cccveerererierernienenns 23
Tabla N° 11. Concentraciones realizadas: extracto alcoholico............cccceveveiiienienenn. 26
Tabla N° 12. Concentraciones aceite esencial “canela”...........ccccocevveeveeiesicseeie s 28
Tabla N° 13. Concentraciones aceite esencial a partir de 2.500ppm .........cccccevevvernnnnen. 28
Tabla N° 14. Férmula para establecer las concentraciones del aceite esencial.............. 29

Tabla N° 15. Actividad de los aceites esenciales segun Duraffourd y Lapraz 1983 32

Tabla N° 16. Concentraciones del aceite esencial en caldo sabouraud broth ................ 32

Xl



Tabla N° 17.Determinacion del grado de sensibilidad frente a diferentes

concentraciones
Tabla N° 18. Concentraciones del aceite esencial Tecnica Kirby Bauer ....................... 34

Tabla N° 19. Prueba de actividad del aceite esencial por el método de Kirby Bauer....35

Tabla N° 20. Resultados sensibilidad segin Duraffourd y Lapraz..........c.cccceecvvveinnenn. 36
Tabla N° 21. Resultados obtenidos del extracto alcohOlico............cccocvieriiiiiiiicnnne 38
Tabla N° 22. Valor de las medias en 3 Repeticiones Técnica Dilucion en Caldo......... 39
Tabla N° 23. Valor de las medias en Repeticiones de Tratamiento 2 ...........cccceevrennne 41
Tabla N° 24. Valor de las medias en Repeticiones de Tratamiento 3...........cccccecervnnnen 43
Tabla N° 25. Medicién del halo INNIBItOrI0.........ccovevereieccceeceee e 44
Tabla N° 26. Concentraciones aceite esencial y su nivel de crecimiento........................ 45
Tabla N° 27. Nivel de Crecimiento del halo T2R1 ..o, 46
Tabla N° 28. Nivel de Crecimiento del halo T2R2.......c.cccoviviiiiiiiiniieie e 47
Tabla N° 29. Nivel de Crecimiento del halo T2R3 .......cccooiviii i 47

X1



INDICE DE FOTOS

Foto N° 1. CinnamoOmUM VEIUM .....cuviuiieisenieieieiesie et 19
Foto N° 2. Alcohol 96% en Cinnamomum VEFUM .........cccuereieeeenenieesinieseenesesieseeeas 20
Foto N° 3. Rotavapor de DUCKHT ........cooiiiiiie s 21
Foto N° 4. Filtrado papel Whatmann ... 21
Foto N° 5. Aceite esencial Trampa de CIEVENQET ........cccveveieiiiiiece e 22
Foto N° 6. Colonias de Candida albiCans ...........cccuceiviiiiiiiiiinee e 24
Foto N° 7. Método de KirDy BAUET .........ccovieiiiiiieieiee e 25
Foto N° 8. Estudios microbioldgicos en la incubadora ...........ccoevveevieieiiie e 27
Foto N° 9. Concentraciones aceite €SENCIal .........cccevvvirerieieiieieinse e 29
Foto N° 10. Técnica de Kirby Bauer aCeite..........cccoeiveieeivcie e 30

XV



INDICE DE GRAFICOS

Grafico N° 1. Valor de las medias en Repeticiones de Dilucion en Caldo.....................

Grafico N° 2. Valor de las medias en Repeticiones de Tratamiento 2

XV



INTRODUCCION

La Cavidad oral es una zona anatomica importante con indiscutibles funciones en el
organismo, constituye la mayor parte el aparato estomatognatico y esta sujeta a
infecciones micdéticas en particular infecciones producidas por Candida albicans,
microorganismo que lo encontramos en el medio ambiente de forma libre. EI hombre se
halla formando parte de la microbiota normal de la cavidad oral (lengua, paladar,
mucosa oral), el tubo digestivo, la vagina, el tracto respiratorio y también en piel donde

anida frecuentemente en los pliegues naturales, considerados sitios de mayor humedad?.

Candida albicans es considerado un factor frecuente de la microflora oral, aislandose
entre el 30 al 50 % de la poblacién. Esto ha determinado, estudios sobre este hongo,
incluyendo aspectos bioquimicos, microbioldgicos y otros factores de orden local como
serian las protesis odontoldgicas. Es un microorganismo saprofito y pueden causar
patologia en el hombre dada la capacidad del hongo para colonizar, invadir y

multiplicarse en diferentes drganos y tejidos causando un cuadro clinico de micosis

dependiendo de las condiciones en el huéspedz.

La micosis comunmente las encontramos en la mucosa bucal, siendo causado
esencialmente por Candida albicans, son raras las veces que son producidas por otras
especies de Candida, esto se observa particularmente en recién nacidos, infantes y
pacientes que presentan factores predisponentes para el desarrollo de la candidiasis

siendo la mas resaltante una higiene bucal deficiente®

Céandida albicans es una variedad de hongo muy frecuente, se vuelve patogenico por
una serie de factores predisponentes y tiene comportamiento aerobio; son infecciones
micoticas orales més habituales. Actualmente su incidencia estd en aumento en los
paises desarrollados debido a diferentes factores como el uso de protesis dentales, la

xerostomia, las multiples terapias con antibiéticos, inmunosupresores etc. e incluso la

mayor supervivencia de los pacientes con inmunodeficiencias®

En el Ecuador alrededor del 70% de la poblacion entre colonos, campesinos, indigenas

nativos y pobladores urbanos marginales, recurren al uso de plantas medicinales para



curar las enfermedades y aliviar el sufrimiento fisico. A pesar de esta importante
tradicion farmacoldgica se desconoce el potencial terapéutico de estos recursos. Existen
escasos estudios fitoquimicos y microbiol6gicos que justifiquen o descarten las practicas

médicas tradicionales empleadas en diversas enfermedades®.

Candida albicans, es la especie de mayor importancia clinica y la mas comunmente
aislada en la cavidad bucal produciendo candidiasis oral, que es una enfermedad que
afecta sobre todo a pacientes inmunosuprimidos (VIH), diabéticos y mujeres

embarazadas. >® La candidiasis oral, fue asociada al primer paciente de VIH, siendo

esta la mas frecuente infeccion antifingica presente a nivel orofaringeo. 56 14
candidiasis hoy en dia se la define como “la enfermedad del paciente enfermo”, ya que

existen diversos factores que van a facilitar el desarrollo de la enfermedad. 78

La especie mas importante desde el punto de vista médico odontolégico como agente
etioldgico de infeccion es Candida albicans, aunque de la cavidad bucal han sido
aisladas otras especies como son: C. krusei, C. parakrusei, C. tropicalis, C.
seudotropicalis, C. stellatoidea, C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis y C.

guillermondii.8,

En una boca en perfecto estado higiénico se encuentran un numero infinito de bacterias
y otros organismos en vida saprofita, y con ellas las distintas especies de Candida, pero
sin desarrollar alteracién patoldgica, de modo que tienen que incidir elementos

anormales para quebrar este estado de acciones y reacciones y se motive la proliferacion

micética patégenag.

Hoy en dia tenemos medicamentos de fécil acceso, pero presentan cierto grado de

toxicidad lo que es importante debido a la resistencia, razén por la cual se esta

35

procurando indagar en nuevos agentes terapéuticos efectivos® y que brinden

seguridadlo. La naturaleza es importante, hacer uso de ella a través de las plantas

medicinales netamente con fines curativos es una practica que se viene manejando desde

tiempos antes de Cristo, ya que estos constituyeron uno de los principales recursos

disponibles y en mayor abundancia®®.

Muchos compuestos que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de los



microorganismos son obtenidos de fuentes naturales como animales, plantas y

microorganismoslz.

Debido a que en diversas investigaciones a nivel mundial se han establecido que muchas
plantas aromaticas entre ellas la canela poseen actividad antibacteriana, antimicotica,
antiparasitaria, antiviral e inclusive con efectos insecticidas; y considerando que la
presencia del compuesto de cinamaldehido en el aceite natural, se analiza diferentes
tipos de estudios para comprobar su eficacia13, 14

Las plantas medicinales son muy importantes, su uso empezd en el siglo V por
“Hipocrates y Galeno”, desde épocas antes de Cristo hasta hoy en dia, siendo importante
debido a la presencia de componentes naturales que sirven para la curacion de diferentes

tipos de enfermedades, teniendo en cuenta que al igual que los medicamentos fabricados

tienen efectos secundarios, de igual forma muchos presentan varios 1516



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cavidad oral esta constituida por un ambiente que favorece a la colonizacion de
microorganismos oportunistas como es el hongo Candida albicans, siendo la principal

causa de candidiasis oral. 11, en estudios realizados en el estado de Yucatan se ha
demostrado que Candida albicans esta presente en la cavidad bucal en pacientes con
cancer , en este estudio se tomd 151 pacientes los cuales se sometieron a examenes
dando como resultado en 90 pacientes un (59,6%) cultivos positivos a Candida albicans
mientras que los 76 restantes que es un (50,3%) se identificd C. albicans por lo cual se

demuestra que Candida albicans es el principal factor etioldgico de cancer, cabe

recalcar que este hongo estaba presente en pacientes sintomaticos y asintomaticos.’

Existe una gran cantidad de agentes antimicdticos, entre estos tenemos el fluconazol, en
estudios realizados por Fernandez Carlos, Martinez M Gerardo., lllnait Z.Maria,
Perurena L. Mayda, Aguila S. Adalberto y Brito G. Miguel se ha demostrado su accion

efectiva frente a la candidiasis oraI.13 Por ello es necesario evaluar sustancias a base de

aceites esenciales de plantas como Cinnamomum verum ya que en investigaciones con
otras plantas medicinales se ha logrado comprobar la eficacia de sus propiedades

antifangicas. 14. g4 importante el estudio de la Candidiasis oral; para asi obtener un

adecuado diagnéstico, pronostico y realizar un buen tratamiento. 1
En esta investigacion se analizara si el aceite esencial Cinnamomum verum (canela) y el
extracto alcohdlico de Cinnamomum verum (canela) tiene mayor actividad antifingica

sobre Candida albicans cepa ATCC 10231 tanto en su forma concentrada como diluida.



3. JUSTIFICACION

El presente proyecto investigativo es de gran importancia tanto académicamente como a
nivel social, logrando aportar el conocimiento cientifico necesario sobre la importancia
del uso de las plantas medicinales, sus propiedades y cada uno de sus beneficios
mediante la investigacion. Los cuales pueden ser medios alternativos de prevencion y
tratamiento de las patologias mas frecuentes de la cavidad oral; como es la candidiasis
oral. Logrando de una manera eficaz la elaboracion de farmacos naturales como son
colutorios a base de aceites esenciales, los cuales en su composicion tengan compuestos
quimicos propios de esta planta, teniendo en cuenta los beneficios de la medicina
empirica. Hay que tener en cuenta sus propiedades antifingicas sobre hongos

existentes’’. Permitiendo llegar a poblaciones de bajos recursos econémicos donde el

costo sea accesible en el tratamiento para el control adecuado de los microorganismos
presentes en la cavidad bucal. ElI uso de la medicina empirica por medio de plantas
naturales data muchos siglos atras, siendo su uso cada vez mas amplio en el dia a dia,
tanto en medicina como en odontologia, en la actualidad existe poca informacion
cientifica acerca de la importancia de las plantas naturales, brindando por medio de esta
investigacion la informacidén necesaria. Se considera que en la actualidad que “4

pacientes de cada 1000” llegan a la consulta odontoldgica por la afeccion conocida
como candidiasis oral.1” La candidiasis afecta a més de 250.000 personas por afo en
todo el mundo provoca mas de 50.000 muertes, La distribucion geografica de esta
micosis es universal y mas de 70 % de ellas son producidas por C. albicans®®, El control

de patdgenos con aceites esenciales y extractos de plantas aromaticas es un campo poco
explorado en nuestro pais, aunque por muchos afios haya evidencia del conocimiento en

las propiedades de las plantas aromaticas y sus mdaltiples usos.® EI empleo de estas

plantas y su uso han sido de forma muy artesanal.?® En el Ecuador es indiscutible el

papel que desempefia el conocimiento ancestral relacionado con la naturaleza,

especialmente por su contribucién en el desarrollo sostenible. Es asi que se convierte en

una prioridad el impedir que este cimulo de conocimientos tradicionales desaparezcazo.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
[1 Determinar la actividad antifungica “in vitro” de aceite esencial y extracto
alcoholico

de Cinnamomum verum “Canela” sobre Candida albicans cepa ATCC 10231.

4.2. Objetivos Especificos

0 Comparar la actividad antifngica “in vitro” del aceite esencial y extracto
alcoholico del Cinnamomum verum “Canela” con el flucozanol 150mg sobre Candida
albicans

cepa ATCC 10231

0 Conocer el grado de sensibilidad que presenta Candida albicans frente al aceite
esencial de Cinnamomum verum (canela), mediante la técnica de Kirby Bauer.

0 Identificar la concentracion minima inhibitoria CMI del aceite esencial y
extracto alcoholico Cinnamomum verum “Canela” sobre Candida albicans cepa
ATCC 10231.

0 Analizar estadisticamente los resultados obtenidos con el aceite esencial y
extracto alcoholico de Cinnamomum verum (canela) mediante el sistema SPSS.






5. MARCO TEORICO

5.1 Cinnamomum verum (CANELA)

5.1.1 Habitat y distribucion geografica

Esta planta es originaria de Ceil&dn y suroeste de la India. Esta presente en climas
calidos, semicalidos, semisecos y templados, entre los 100 y 200 msnm. Cultivado en
huertos familiares, solares o presente en terrenos de cultivo abandonados, asociada a
vegetacion secundaria derivada de bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio,

subperennifolio y perenifolio, ademas del bosque mesofilo de montafia y bosque de

pino.21

5.1.2 Descripcion general

Cinnamomum verum “Canela” pertenece a la familia Lauraceae es un pequeno arbol que
alcanza entre 3 y 10 m. de altura; su tronco suele Ilegar a los 50 cm de diametro. Sus
ramas no son redondas, sino que presentan cuatro aristas romas, sélo erectas en su parte
superior; estan recubiertas por dos cortezas: una de color blanco amarillento y otra méas
esponjosa e intensamente aromatica. Sus hojas, de colores verde amarillento, brillantes,
ovalados u oblongos, miden 15 a 20 cm de largo; presentan punta algo coridcea y una
fina reticula por el envés, sobre todo cuando son jovenes. Las flores son terminales,
blancas o purpulreas, pequefias y sedosas. Las hojas también presentan aroma y sabor
tipicos de la canela, mientras que el olor de sus flores resulta desagradable. El fruto es

una baya de tamafio de un guisante, de color azul o negro y sabor picante cuando esta

verde; en su interior contiene usualmente dos semillas.21

5.1.3 Clasificacion taxonémica

Reino: Vegetal
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dicotiledoneae

Orden: Laurales



Suborden: Magnoliineae
Familia: Lauraceae

Género : Cinnamomum
Especie: Cinnamomum verum

Nombre Popular: Canela de Ceilan, cinamomo. Canyella, Kanelondo, Caneleiro,
Canelle, Zimt, Cinnamon, Cannella.

5.1.4 Composicién quimica

Los principales componentes del aceite esencial (0,5-2%) de la corteza son: Aldehido
cindmico (50-80%), eugenol (9- 10%), safrol (0-11%), linalol (10-15%), contiene otros
fenilpropanoides (aldehido hidroxicinamico, aldehido o-metoxicinamico, alcohol

cindmico y su acetato) y terpenos (limoneno y a-terpineol). Mientras que en las hojas el

eugenol esta presente en un 80%.%L

5.1.5 Propiedades medicinales

Seguln la medicina tradicional Cinnamomum verum “canela” es usado como estimulante,
aromatico, aperitivo, emenagogo, astringente, carminativo, digestivo, para ayudar a la
secrecion de jugo gastrico, en el tratamiento de nauseas, vomito, reumatismo, gripe,

hipertensién y malestares femeninos. También se le atribuyen propiedades afrodisiacas

y accidn contra las hemorragias, antirreumatica, antiseptica, antidiarreica.??

Asimismo propiedades como espasmolitico, antibacteriano, antihelmintico, dispepsia,
flatulencia, anorexia, cdlico intestinal, fungicida, antioxidante, antiulcerogénico,

inflamaciones de la boca y la faringe, diarreas infantiles, influenza, debilidad,

convalecencia y externamente para tratar heridas. 23

Las inhalaciones del vapor de agua hirviendo con 5 gotas de aceite de canela se utilizan
para combatir la tos y la irritacidn respiratoria. La dilucién de 10 ml de aceite de canela

en 25 ml de aceite de almendras o de girasol aplicada en forma de masaje se emplea



contra célicos abdominales, enfriamiento estomacal y diarrea. Las compresas con

decoccion o tintura de canela se usan para aliviar los dolores artriticos y reumaticos.%*

Tabla N° 1. Datos generales Cinnamomum verum “Canela”

Nombre Botanico: Cinnamomum verum

Nombre Comunes: Canela de Ceilan, Cinnamon tree, canelo, Canelero de ceylan

Clasificacion boténica: : Familia Lauraceae (familia del aguacate)

Origen: China isla (Ceilan) crece espontaneamente en sus bosques. La encontramos en el sur
de india y en diversas zonas de América tropical.

Fuente: Plantas medicinales. Manizales: Universidad de Caldas; 2006.
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

5.1.6 Compuestos Quimicos

Tabla N° 2. Compuestos Quimicos del Cinnamomum verum (canela)

Aceites volatiles: cinamaldehido, cinamil-alcohol, o-
metoxicinamaldehido, acido cindmico. Diterpenos:
cinnzelanol, cinnzeylanina

Proantocianidinas oligomericas

Hasta 10% de aceites volatiles

Taninos.

Mucilago y Azucar

Fuente: Plantas medicinales. Manizales: Universidad de Caldas; 2006.
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

5.1.7 Actividad Farmacoldgica

La canela es muy conocida por sus propiedades antimicrobianas, antifungicas, de igual
manera como estimulante estomacal; debido a la presencia de cinamaldehido el cual se

considera el principal componente farmacoldgico que permite la presencia de actividad



antifangica, demostrandose mediante estudios realizados su vital importancia en la
inhibicion del crecimiento de algunos tipos de hongos como fusarium moniliforme,
también se ha observado resultados favorables para el Helicobacter pylori, de igual

forma se ha demostrado su capacidad antioxidante.?

5.1.8 Usos

La principal parte utilizada de la canela es su corteza de la cual se la cultiva de su
interior obteniéndose tallitos que sirven para condimentos culinarios; esta puede ser
transformada en polvo para un similar uso. De igual manera las raices, hojas y la misma

corteza son utilizadas para la extraccion de aceites esenciales para un fin medicinal,

comercial y aromatico. 26

5.2Candida albicans

5.2.1 Descripcion

Candida albicans viene del griego Candidus que significa blanco y albicare significa
blanca, este es un hongo dimorfo asexual y saprofito, viene de la familia de los
Sacaromicetos. Esta formando células gemantes subesfericas estas llegan a medir
alrededor de 3-7 x 2-6 um, estas células tienen una funcion muy importante en la
digestion, asimilando y fermentando los azucares. Se caracteriza por presentar
crecimiento rapido, sus colonias presentan forma circular de consistencia pastosa, se

caracteriza por su olor a levadura, la encontramos presente en la cavidad bucal en los

tractos digestivo y respiratorio al igual que la vemos presente en la vagina. 27

5.2.2 Anatomia patol6gica y patogenia:

Candida albicans presenta una serie de factores de patogenicidad que facilitan la
colonizacion y la infeccion del hospedador. Entre ellos cabe mencionar el dimorfismo o
capacidad del hongo para desarrollar un crecimiento levaduriforme y filamentoso, el

cual favorece la evasion de los mecanismos defensivos del hospedador. También existen

otros tipos de factores de patogenicidad, tales como?’:

10



a) Adhesinas: Que permiten la union de la célula fangica a los receptores del
hospedador o a materiales plasticos utilizados en medicina, como las protesis y los

catéteres.

b) Proteinasas y fosfolipasas: Las cuales corresponden a enzimas que favorecen la
diseminacion por los tejidos del hospedador.

c) Tigmotropismo: Que permite encontrar discontinuidades entre las células y penetrar
en los tejidos.

d) Produccién de toxinas y sustancias inmunosupresoras.

Cabe sefalar que la pared celular de C .albicans es esencial para su patogenicidad desde
el momento en que esta, es requerida para su crecimiento. Ademas la pared celular le
proporciona rigidez y proteccion a esta especie. La adherencia de este hongo es superior
a la de otras especies de Candida y es aumentada por la existencia de una lesion epitelial
por los carbohidratos y por la disminucién de la flora bacteriana saprofita. Estos factores
de patogenicidad estan controlados por diferentes genes que se expresan en un ndmero
determinado y momento concreto y que determinan el fenotipo y patogenicidad de cada
aislamiento, entre los genes asociados a éstos se encuentra el gen de la hexosaminidasa
(HEX1), también se encuentran genes de proteinas asparticas (SAP1, SAP2, SAP3,

SAP4) y un gen que confiere capacidad de producir tubos germinales y aumentar la

adhesic’)n.27

5.2.3 Taxonomia

Tabla N° 3. Taxonomia Candida albicans

Reino: Fungi
Clase: Saccharomycetes

Orden: Saccharomycetales

Familia: Saccharomycetaceae

Género: Candida
Especie: C. albicans

Fuente: De schimmelgeslachten Monilia, Oidium, Oospora en Torula.
Elaborado por: (C.P.Robin) Berkhout 1923
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5.2.4 Ecologia

Candida albicans se presenta en seres vivos de sangre caliente, estando esta asociada a
pacientes inmunosuprimidos, se la considera de gran importancia por presentarse en el
tracto respiratorio al igual que el digestivo, presenta un crecimiento favorable cuando
estd en una temperatura de 37°C, este hongo no sobrevive en un ambiente seco por lo

cual necesita de humedad. 27

La Candidiasis también se produce en personas de la tercera edad las cuales usan
frecuentemente proétesis dentales, también en pacientes diabéticos al igual se presenta en

mujeres en el aparato genital femenino refiriéndose como candidiasis vaginal, Candida

albicans suele afectar de igual manera en la piel y ufias. 21

5.2.5 Tratamiento

El tratamiento para las candidiasis va depender de cada tipo de paciente lo importante es
eliminar la fuente de la infeccion, controlando las enfermedades adyacentes que causen

este tipo de infeccion. Un aspecto importante es el uso de antimicéticos, como el

flucozanol, el cual es recomendado para el tratamiento de candidiasis invasoras. 27

5.3 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son productos volatiles de naturaleza compleja, elaborados por
ciertos vegetales a los que confieren un aroma agradable. Oficinalmente, se denominan
aceites esenciales los productos que se pueden obtener por arrastre con corriente de
vapor de agua o por expresion del pericarpio de ciertos frutos. Habitualmente, también
se denominan esencias, pero esta denominacion es mucho mas amplia, ya que engloba
aceites esenciales y a otras sustancias obtenidas por métodos extractivos bastante
diversos. Los aceites esenciales son generalmente liquidos a temperatura ambiente
aunque algunos solidifican a baja temperatura como por ejemplo, la esencia de anis.

Algunos aceites esenciales son inflamables. Poseen indices de refraccion elevados y

12



presentan actividad optica (desvian el plano de la luz polarizada, tienen poder

rotatorio).28'29

5.3.1 Propiedades

a) Color: La mayoria son practicamente transparentes, incoloro o ligeramente

coloreados (amarillentos) con excepciones como la esencia de manzanilla, que contiene

camazuleno de un intenso color azul. 29

b) Olor: El olor de los aceites volétiles es muy variable, es su propiedad més

caracteristica; y es muy sensible ante la exposicion al aire. 29

¢) Sabor: Son casi tan variables como sus olores. Algunos son dulces, otros tienen

sabores suaves, picantes, &cidos, causticos o ardientes. 29

d) Densidad: Generalmente, son menos densos que el agua aunque también hay

excepciones como las esencias del clavo de olor y de canela que son més densas. 29

e) Deterioro: Se oxidan con facilidad y polimerizan dando productos resinosos. La

exposicion a la luz y el aire deterioran la calidad y destruyen su fragancia. Se deben

almacenar en botellas de color &mbar bien llenas tapadas y colocadas en lugar fresco. 29

) Solubilidad: Los aceites esenciales suelen ser insolubles en agua (aunque hay ciertas
esencias que son parcialmente solubles porque alguno de sus componentes se
solubilizan, como por ejemplo los fenoles). Son lipéfilos y solubles en disolventes

organicos apolares (hexano, éter etilico, etc.). La solubilidad en alcohol es variable y

siendo solubles en alcoholes de alta graduacic’m29

5.3.1. Importancia

Los aceites esenciales son de gran importancia a nivel econémico, debido al facil acceso
que presentan las plantas en su cosecha. Por lo cual la gente se dedica al cultivo de
plantas aromaticas teniendo un buen ingreso por su costo elevado en el mercado.
Algunos paises se dedican al cultivo exclusivo de estas plantas siendo este uno de los

principales ingresos presentes. Resultando méas Optimo vender el aceite esencial que una

planta aromatica; triplicando su precio, logrando buenos recursos. 30

13



5.3.3 Localizacion y distribucion

Se encuentran casi exclusivamente en vegetales superiores, concretamente en ciertas

familias de Angiospermas, de las cuales cabe destacar: 30

Coniferas: Pinus sp.

Apiéceas 6 Umbeliferas: Anis, hinojo.
Labiadas o Lamiaceas: menta, melisa, lavanda.
Lauraceas: Canela.

Asteraceas 6 Compuestas: Manzanilla.
Mirtéceas. Eucalipto, Clavo.

Rutéceas: Citricos.

Los aceites esenciales se acumulan en cavidades secretoras, en células, en pelos
secretores, canales secretores, etc.

14



6. METODOLOGIA

6.1. Materiales y Métodos

6.2. Tipo de Investigacion

0 Observacional-Experimental: Porque se trata de un analisis “in vitro”,
valorando la actividad del aceite esencial y extracto alcohdlico del Cinnamomun
verum (canela) sobre el hongo.

6.3. Unidades de Estudio

0 Biologico: Aceite esencial de Cinnamomum verum (canela)
0 Microbiano: Candida albicans cepa ATCC 10231

6.4. Contexto temporal y geogréafico

El siguiente proyecto investigativo sera realizado en el laboratorio biologia molecular y
genética de la Universidad Nacional De Chimborazo, en la ciudad de Riobamba en los
meses de enero, febrero, marzo, abril, mayo, junio, julio , agosto, septiembre y octubre
del afio 2017.

6.5. Universo

La actividad antifingica “in vitro” del aceite esencial y extracto alcoholico del
Cinnamomum verum (Canela), fue valorado a través de la reaccién del hongo Candida

albicans presente en la cavidad bucal mediante el antibiograma.

6.6. Tipo de muestreo

Céandida albicans cepa ATCC 10231
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6.7. Variables

6.7.1. Operacionalizacion de variables

Tabla N° 4. Actividad antifangica “in vitro” del aceite esencial y extracto alcohdlico

del Cinnamomum verum “canela”

Categoria-
Conceptualizacion Dimension Indicador Técnica Instrumento
La actividad Actividad Medicion de  Observacion Bitacora de
antifingica se da por  antifungica “in halos Experimentacion laboratorio
la sustancia que tiene  vitro” inhibitorios
la capacidad de evitar
el crecimiento de Aceite Nada
algunos tipos de Poco
hongos. Extracto alcohdlico  Medio
Alto
Diluciones
Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi
Tabla N° 5. Candida albicans
Categoria-

Conceptualizacion Dimension Indicador Técnica Instrumento
Es un hongo Hongo Predisposicion Observacion Bitdcora  de
diploide asexual diploide Factores Experimentacion  laboratorio
(forma de levadura)  asexual Humedad
y saprofito.

Produce
Candidiasis

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi
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Inclusion

Tabla N° 6. Criterios de inclusion y exclusién

Exclusion

Cepas puras de Candida albicans sin contacto
con contaminantes ni farmacos.

Aceite esencial y extracto alcohdlico de
Cinnamomun verum (canela), obtenido en el

laboratorio de bioquimica y genética de la UNACH.

Cepas de hongos no
pertenecientes a Candida
albicans ATCC 10231 Otro
derivado del aceite esencial y
extracto alcohdlico de
Cinnamomum verum
(canela).

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Tabla N° 7. Recursos

Recursos Ambientales

Recursos Humanos

Apoyo en la preparacion del extracto
alcohdlico y aceite esencial de
Cinnamomum verum (canela) por el

Laboratorio de bioquimica y genética de la

UNACH

Microbidlogos
Odontdlogos

Fuente: Marfa Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Tabla N° 8. Materiales Generales

Materiales y equipos para

extraer el extracto
alcohélico

Materiales y equipos
para extraer el aceite
esencial

Materiales y equipos para la
preparacion de medios de cultivo

Rotavapor buchi

Canela molida

Balanza

Botellas &mbar
Refrigeradora

Vasos de precipitacion
Alcohol industrial 96%
Papel filtro

Equipo de vortex

Olla de presion

Tallos (Canela)

Balanza
Botellas ambar
Refrigeradora
Refrigerante
Cocina eléctrica
Pipetas

Medios de cultivo Agar sabouraud con
cloranfenicol

Gradillas

Balanza

Mascarillas , guantes
Refrigeradora

Cajas petri

Esterilizador de calor seco (horno)
Pipetas, probetas

Autoclave
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Matraces de 500ml Mecheros

Probetas DMSO
Estufa (incubadora)
Agua destilada
Hisopos de laboratorio
Triangulos de vidrio
Asa
Puntas amarillas, azules

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Tabla N° 9. Materiales para la activacion del hongo y antibiograma

Hongo Antibiograma
Cajas petri estériles 31 Cajas petris
Agar sabouraud dex. con cloranfenicol 100 Discos blank
Caldo de cultivo sabouraud both 150 Tubos de ensayo
Candida albicans Cepa ATCC10231 150 Hisopos de laboratorio

Mecheros
Aceite esencial de canela
Extracto alcohélico de canela
Fluconazol 150mg (Candifix)
DMSO

H-0 Destilada

Incubadora

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi
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6.8 PROCEDIMIENTO Y TECNICAS

6.8.1 Obtencion del extracto alcoholico del Cinnamomum verum (canela)

6.8.2 Recoleccién de muestras

Obtencion de la planta:

La planta de estudio, Cinnamomum verum “canela” fue adquirida en “San Alfonso” uno
de los principales mercados de la ciudad de Riobamba en la provincia de Chimborazo,

en una proporcion de 3 kg.

Las cortezas fueron analizadas evitando que existan signos de algun tipo de enfermedad,
que interfiera en el desarrollo del proyecto investigativo.

Foto N° 1. Cinnamomum verum

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Procesado de la muestra

Secado y corte de la planta:

Se procedi6 a cortar los tallos en pedazos pequefios, para luego dejar secar durante siete
dias, expuestos a condiciones naturales.
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Molido de la planta:

Una vez obtenido los tallos secos de la planta, se procedio al molido de la misma, con
un molino de mano. Obteniendo Cinnamomum verum (canela) pulverizada, para asi
colocar el solvente orgénico, colocandose en un frasco de vidrio color &mbar para su

posterior utilizacion.

Colocacion del solvente organico:

Se procedi6 a colocar el solvente organico agregando 1 litro de alcohol al 96% dejando
macerar durante 20 dias, agitandolo en los 20 dias de maceracion, se colocé el frasco en

un ambiente fresco y oscuro.

Foto N° 2. Alcohol 96% en Cinnamomum verum

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Filtrado de las muestras:

Se filtr6 3 veces, con papel filtro Whatmann N° 41, utilizando una bomba de vacio para
agilitar el filtrado, obteniéndose un extracto purificado sin gérmenes.

Posterior al filtrado se colocé en un recipiente de vidrio de boca ancha colocandose en
el Buche Rotavapor a 60°C durante 2 horas, obteniéndose los principios activos totales

del extracto puro. Se obtuvo un peso de 20 ml de extracto alcohélico de Cinnamomum
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verum (canela), colocandose en un frasco ambar para su conservacion en refrigeracion y

su posterior utilizacion.

Foto N° 3. Rotavapor de buchi

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Foto N° 4. Filtrado papel Whatmann

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi
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6.9. Obtencion del aceite esencial de Cinnamomum verum (canela)

Obtencion de la planta:

La planta de estudio, Cinnamomum verum “canela ” fue adquirida en “San Alfonso” uno
de los principales mercados de la ciudad de Riobamba en la provincia de Chimborazo,

en una proporcion de 8kg.

Las cortezas fueron analizadas evitando que existan signos de algun tipo de enfermedad,
que interfiera en el desarrollo del proyecto investigativo.

6.10. Procesado de la muestra

Corte de la planta:

Se procedié a cortar los tallos en pedazos pequefios, para luego colocarlos en la olla de
presion con agua.

Técnica

Una vez colocada la planta en la olla de presion se colocd un refrigerante, el cual
permitié obtener el aceite esencial del Cinnamomum verum (canela) por medio de la

técnica de evaporacion de gotas.

Foto N° 5. Trampa de Clevenger

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi
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Extraccion del aceite esencial de Cinnamomum verum (canela) del refrigerante:

Se procedio a extraer el aceite esencial obtenido por medio de la técnica de evaporacion

de gotas del refrigerante por medio de una pipeta.

Realizandose la extraccion del aceite esencial en el lapso de dos semanas, con una
cantidad de 10ml, posterior a esto se colocd el aceite esencial obtenido en un frasco
color dmbar y colocandolo en un lugar fresco y refrigerdndolo, para su posterior

utilizacion.

Tabla N° 10. Caracteristicas organolépticas aceite extraido:

ESPECIE Cinnamomum verum ( canela)
VEGETAL

Aspecto Liquido translicido

Color Marrén claro

Olor Caracteristico a la planta

Sabor Picante

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

6.11. Obtencién de muestra de Candida albicans

Recolecciéon

Se utiliz6 un microorganismo patégeno proporcionado por la Universidad Nacional del
Chimborazo por el Laboratorio de Biologia molecular y genética e investigacion siendo
esta Candida albicans cepa ATCC 10231

Preparacion:

Se prepar6 agar saboraud colocandose en 9 en cajas Petri, se saco la muestra de Candida
albicans cepa ATCC 10231, la cual se encontraba en refrigeracion en el laboratorio de
bioguimica y genética de la Universidad Nacional del Chimborazo.

Posterior a esto se realizd la descongelacion de la muestra de Candida albicans, para

luego inocularla con un asa previamente esterilizada, colocando las muestras de
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Candida albicans en las 5 cajas Petri previamente preparadas con agar sabouraud con
cloranfenicol.

Las cajas petri sembradas fueron colocadas en la incubadora a 37°C en un lapso de 24
horas, logrando de esta manera obtener colonias de Candida albicans, para su posterior

utilizacion.

Foto N° 6. Colonias de Candida albicans

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

6.12. Evaluacion de la actividad del aceite esencial de Cinnamomum verum (canela)

La actividad antifangica del aceite esencial y extracto alcohodlico de Cinnamomum
verum (canela) fue evaluada mediante el método de Kirby Bauer o conocido también
como antibiograma (difusion en disco).
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Foto N° 7. Método de Kirby Bauer

ANTIBIOGRAMA DE DISCOS

-
Fuente: BIOMEDICA Vol. 4, No. 3y 4 - 1984
Elaborado por: MAYE BERNAL R.. * MIGUEL GUZMAN U.**

Técnica de Kirby-Bauer
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Fuente: BIOMEDICA Vol. 4, No. 3y 4 - 1984
Elaborado por: MAYE BERNAL R.. * MIGUEL GUZMAN U.**
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6.13. Cultivo y Método de Kirby Bauer (difusion en disco)

Para este paso se esterilizd todos los materiales necesarios en autoclave y se uso una
camara de flujo laminar para asegurar que los procesos no se contaminen. Usando agar

Saboraud con cloranfenicol plaqueamos las 6 cajas Petri.

Se saco de refrigeracion el extracto alcoholico de Cinnamomum verum (canela) en las
concentraciones realizadas: 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm,
10.000ppm y 5.000ppm, las cuales fueron colocadas en discos blank con una absorcion
estandar por disco, también se prepar6 discos blank con la dilucion del aceite esencial
de canela en DMSO (Dimetilsulfoxido).

En las concentraciones realizadas 12.500ppm, 10.500ppm, 8.500ppm, 6.500ppm,
4.500ppm y 2.500ppm y se colocaron en las cajas Petri (inoculadas previamente con
0.1ml).

Los primeros 6 discos de extracto alcohdlico los cuales correspondian a:

Tabla N° 11. Concentraciones realizadas: extracto alcohdlico

1 disco al 50 pl extracto+950 pl DMSO = 50.000ppm

1 disco al 40 pl extracto+960 pul DMSO = 40.000ppm
1 disco al 30 pl extracto+970 ul DMSO = 30.000ppm
1 disco al 20 pl extracto+980 pl DMSO = 20.000ppm
1 disco al 10 pl extracto+990 pul DMSO = 10.000ppm

1 disco al 5 pl extracto+995 pul DMSO = 5.000ppm

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Andrea Ortiz
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Estos discos fueron impregnados con dichas soluciones para posterior a ellos ser
colocados con unas pinzas previamente esterilizadas en 3 cajas petri inoculadas con

Candida albicans.

Se realiz6 al igual la preparacion de un disco blank impregnado con un antimicotico
Flucozanol 150mg (Candifix) el cual servira para el control positivo de la
experimentacion.

1. 1disco de 100mg fluconazol+900 pl H20 destilada.
Se realiz6 al igual la preparacion de un disco blank impregnado de DMSO con H20

destilada el cual servira para el control negativo

Después de haber colocado los discos impregnados con dichas soluciones se incub6 a

una temperatura de 37°C para su posterior lectura.

Foto N° 8. Incubacion del microorganismo

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Después de haber realizado la técnica de Kirby Bauer en el extracto alcohdlico se
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realizd la misma técnica en el aceite esencial, se saco de refrigeracion el aceite esencial
de canela en las proporciones realizadas:

Tabla N° 12. Concentraciones aceite esencial “canela”

12.500 ppm aceite esencial de Canela.
10.500 ppm aceite esencial de Canela.
8.500 ppm aceite esencial de Canela.
6.500 ppm aceite esencial de Canela.

4.500 ppm aceite esencial de Canela.
2.500 ppm aceite esencial de Canela.

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Andrea Ortiz

Luego preparamos a partir de la mezcla 6 del aceite esencial 2.500 ppm 7
concentraciones mas, debido a la falta de existencia de halos en la siembra realizada,

siendo estos los siguientes:

Tabla N° 13. Concentraciones aceite esencial a partir de 2.500ppm

1/2 = 1+1 DMSO = 50 pl (20/80/) +50 ul DMSO
1/6= 1+5 DMSO = 50 pl (20/80) +250 pl DMSO
1/32 = 1+31 DMSO = 50 pl (20/80) +1550 pl DMSO
1/64 = 1+63 DMSO = 50 pl (20/80) +3150 pl DMSO

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Andrea Ortiz
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Foto N° 9. Concentraciones aceite esencial

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Luego empleamos la siguiente formula, para el calculo exacto del aceite en discos:
C1V1= C2V2 12.500ppm se coge directo la proporcion de 25 pl DMSO en 75 pul aceite

Aplicamos la formula en cada proporcidn obtenida de la siguiente manera:

Tabla N° 14. Férmula para establecer las concentraciones del aceite esencial

C1=12.500ppm Vi=? V1= CV2/Cy
C>=10.500ppm 10.500ppmX100ul aceite / 12.500=
V2=100 pl aceite (constante) V1= 84 pl aceite = 16 ul DMSO

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Andrea Ortiz

Las concentraciones se colocaron en tubos eppendorf para su posterior impregnacion

en los discos blank.Se prepar6 a continuacion el medio de cultivo agar sabouraud con

cloranfenicol. Para lo cual antes de la inoculacién de Candida albicans, se realizé la

prueba de Macfarland, siguiendo el siguiente procedimiento: Se prepar6 un tubo de

ensayo con 5ml de suero fisiologico, y con una asa previamente esterilizada al rojo

vivo se tomO una muestra de las colonias formadoras de Candida albicans,

suspendiéndola en la solucidn, y agitandola en el vortex.
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1) Se preparé un tubo de ensayo con 10 ml de H20 destilada con 5 pl de leche de

magnesio, para luego agitar con el vortex.

2) Se realiza una comparacion observando que exista homogeneidad en las dos

muestras.
3) Se procede a la inoculacion en las cajas Petri previamente preparadas.

Luego del procedimiento previamente realizado se comenzd la colocacién de los
discos blank en las cajas Petri.

Estos discos fueron impregnados con dichas soluciones para posterior a ellos ser
colocados con unas pinzas previamente esterilizadas en 3 cajas Petri inoculadas con

Candida albicans, para sus 3 repeticiones (R1, Rz, Ras)

Se realiz6 al igual la preparacion de un disco blank impregnado con un antimicético
Flucozanol 150 mg (Candifix) el cual servird para el control positivo de la

experimentacion.
1 disco de 100mg fluconazol+900 pl H20 destilada.

Se realiz6 al igual la preparacion de un disco blank impregnado de DMSO con H20

destilada el cual servira para el control negativo

Foto N° 10. Técnica de Kirby Bauer aceite esencial nombre
Cinnamomum verum (canela)

Fuente: Maria Andrea Ortiz Timbi
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi
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Después de haber colocado los discos impregnados con dichas soluciones se incubd

durante 36 horas a una temperatura de 37°C para su posterior lectura.

En el analisis de los resultados se estableceran pruebas estadisticas con el sistema
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), Excel y se utilizaran tablas tomadas

de la literatura de Duraffourd y Lapraz (1983)25 de la clasificacion de los aceites

esenciales.
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8. RESULTADOS

Los resultados se basaron en los 3 tratamientos realizados; primero se realizo el

tratamiento 1 (T1) el cual se baso en la técnica de dilucion en caldo, se empleé 8

diluciones en diferentes concentraciones hasta esperar el crecimiento del hongo. Tabla

N°16. El tratamiento 2 y 3 (T2-T3) se baso en la técnica de Kirby Bauer y se tomo en

cuenta para el analisis de los resultados la clasificacion de la actividad de los aceites

propuesta por Duraffourd el cual en el afio de 19832°. Tabla N°15,

Tabla N° 15. Actividad de los aceites esenciales segun Duraffourd y Lapraz 198

Actividad de los aceites esenciales:

Nula ( -) si fue inferior o es igual a 8 mm

Sensibilidad limite ( Sensible =+ ) de 9a 14 mm

Sensibilidad media ( muy sensible = ++) de 15a19 mm

Sumamente sensible (S.S. = +++) si fue igual o superior a 20 mm

Fuente: Aliaga Mamani p2s

Autor: Duraffourd y Lapraz 1983
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8.1. CONCENTRACIONES UTILIZADAS EN LA TECNICA DE
DILUCION EN CALDO

Tabla N° 16. Concentraciones del aceite esencial en caldo sabouraud broth

N° Tratamiento y Volumen (ul) Solvente Mix =Caldo sabouraud (ul) +
concentracion aceite esencial (DMSO) (ul)  (aceite+DMSO)
T1=50.000ppm 300 pl 300 pl 900 pl +100 pl
T2=40.000ppm 250 pl 250 pl 920 pl +80 pl
T3=30.000ppm 200 pl 200 pl 940 pl +60 pl
T4=20.000ppm 150 pl 150 pl 960 pl +40 ul

T5= 10.000ppm 100 pl 100 pl 980 ul +20 pl
T6=5.000ppm 75 ul 75 ul 990 ul +10 pl
T7=2.500ppm 60 pl 60 ul 994 pl +6 pl
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T8= 1.500ppm 30 pl 30 pl 998 pl +2 pl

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: Cada uno de los elementos mostrados en la Tabla N°16 corresponde a las
concentraciones realizadas mediante el método en dilucion en caldo considerando

diferentes tipos de diluciones (mix) en cada concentracion,

Analisis e Interpretacion: Mediante las concentraciones establecidas de 50.000ppm,
40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm, 2.500ppm y 1.500ppm se

obtuvieron preparaciones (mix) para luego ser inoculadas en cajas Petri.

8.2 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
DILUCION EN CALDO

Tabla N° 17. Determinacion del grado de sensibilidad frente a diferentes
concentraciones

Ne Crecimiento Actividad
Tratamiento ~ Concentracion ( +) positivo antiflingica R: R> R3
T1 50.000ppm Actividad \ \
T2 40.000ppm Actividad 0 0
T3 30.000ppm Actividad 0 0
T4 20.000ppm Actividad ! \
T5 10.000ppm Actividad 0 0
T6 5.000ppm Actividad 0 0
T7 2.500ppm Actividad 0 0
T8 1.500ppm + + + + +

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi.

Descripcion: La Tabla N° 17 muestra los 8 tratamientos realizados mediante la Técnica
de dilucion en caldo, se encontr6 que en los T1 al T7 tuvieron actividad antifingica

debido a la falta de formacion de colonias en las muestras realizadas. En el T8 el cual
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tuvo una concentracién de 1500ppm se observ la presencia de unidades formadoras de
colonias (UFC).

Andlisis e Interpretacion: Se observé que mediante las concentraciones establecidas de
50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm, 2.500ppm y
1.500ppm dio un resultado (+) en su concentracion mas baja 1.500ppm y en sus
concentraciones mas altas presento (-) ausencia de crecimiento comprobandose por sus
3 repeticiones experimentales que la Concentracion minima inhibitoria (CMI)
corresponde a 1500ppm.

8.4 CONCENTRACIONES UTILIZADAS EN LA TECNICA DE
KIRBY BAUER

Tabla N° 18. Concentraciones del aceite esencial Tecnica Kirby Bauer

N° Tratamiento y Volumen (ul)  Solvente (DMSO)
Concentracion aceite (uh
T1=12.500ppm 75 ul 25 ul
T2=10.500ppm 84 pl 16 ul
T3=8.500ppm 68 pl 32 ul
T4= 6.500ppm 52 pl 48 pl
T5=4.500ppm 36 pl 74 pl
T6=2.500ppm 20 pl 80 pl
T7=1.250ppm 50 pl 50 pl
T8=625ppm 50 pl 150 pl
T9=416ppm 50 pl 250 pl
T10=312ppm 50 pl 350 pl
T11=156ppm 50 pl 750 pl
T12=78ppm 50 pl 1550 pl
T13=39ppm 50 pl 3150 pl

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Andrea Ortiz
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Descripcion: Cada uno de los elementos mostrados en la Tabla N° 18 corresponde a las

5

concentraciones realizadas mediante el método de Kirby Bauer?® considerando

diferentes tipos de diluciones en DMSO (Dimetilsulfoxido) en cada concentracion.

Analisis e interpretacion: Las concentraciones obtenidas por medio de la Técnica de

Kirby Bauer.

8.5. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
KIRBY BAUER- MEDICION DE HALOS INHIBITORIOS

Tabla N° 19. Prueba de actividad del aceite esencial por el método de Kirby Bauer?®
N° Volumen Solvente N° de Halos Halos Halos Promedio
Tratamiento (un (DMSO) (  discos R1 R2 R3 final de
aceite ul) mm mm mm  halos mm
Tl= 75 pl 25ul 3
(12.500ppm)
T2= 84 ul 16ul 3
(20.500ppm)
T3= 68 pl 32ul 3
(8.500ppm)
T4= 52 pl 48ul 3
(6.500ppm)
T5= 36 ul 74ul 3
(4.500ppm)
T6= 20 pl 80ul 3
(2.500ppm)
T7= 50ul 50pl 3
(1.250ppm)
T8=(625ppm) 50ul 150ul 3
T9= (416ppm) 50yl 250ul 3 52 51 51 51,333
mm mm mm mm
T10= 50ul 35ul 3 50 49 51 50
(312ppm) mm mm mm mm
T11= 50ul 750ul 3 30 31 35 32
(156ppm) mm mm mm mm
T12= (78ppm) 50yl 1550ul 3 22 19 19 20
mm mm mm mm
T13=(39ppm) 50yl 3150pl 3 10 14 11 12
mm mm mm mm

CONTROL Candida  Fluconazol (+) Presento  Halo: 8mm
POSITIVO: albicans  150mg crecimiento

CONTROL H-0+ No (-) crecimiento
NEGATIVO: DMSO presento

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi
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Descripcion: En la Tabla N° 19, se aprecia los promedios totales de los halos presentes
en el método de difusion en disco a diferentes concentraciones del aceite esencial de
Cinnamomum verum (canela) frente a Candida albicans cepa ATCC 10231. Segun los
resultados obtenidos de las lecturas realizadas, el halo observado con mayor inhibicién
es el halo de 12500ppm de concentracion con 52mm como promedio total entre sus 3
repeticiones. Por otro lado el de menor inhibicion es el halo de una concentracién 39

ppm con 12mm.

Analisis e Interpretacion: Se observo que mediante las concentraciones establecidas
de: 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm no
presento ningun tipo de crecimiento; al contrario de las concentraciones mas bajas que
partieron de una concentracion madre 2.500ppm 1.250ppm, 625ppm, 416ppm, 312ppm,
156ppm, 78ppm, 39ppm, presentando un crecimiento medio, se tomo6 como resultado
(+) en su concentracion mas baja 39 ppm y en sus concentraciones mas altas presento (-)
ausencia de crecimiento .

8.6. RESULTADOS OBTENIDOS UTILIZANDO COMO
LITERATURA A DURAFFOURD Y LAPRAZ?

Tabla N° 20. Resultados sensibilidad segin Duraffourd y Lapraz25

N° N°de Halos Halos Halos

Tratamiento  discos R1 R2 R3
mm mm mm

T1(ppm) 3 +++ +++ +++

T2(ppm) 3 +++ +++ +++

T3(ppm) 3 +++ +++ +++

T4(ppm) 3 +++ +++ +++

T5(ppm) 3 +++ +++ +++

T6(ppm) 3 +++ +++ +++
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T7(ppm) 3 +++ +++ +++
T8(ppm) 3 +++ +++ +++
T9(ppm) 3 +++ +++ +++
T10(ppm) 3 +++ +++ +++
T11(ppm) 3 +++ +++ +++
T12(ppm) 3 +++ +++ +++
T13(ppm) 3 ++ ++ ++
CONTROL Candida  Fluconazol (+) PresentoHalo: 8mm
POSITIVO: albicans 150mg crecimiento
CONTROL H20 + No )
NEGATIVO: DMSO presento
crecimiento

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: En la Tabla N° 20 se observa los resultados obtenidos mediante la

Técnica de Kirby Bauer (difusion en disco), utilizdndose como analisis la literatura de

Duraffourd y Lapraz25 los cuales clasificaron la actividad de los aceites esenciales.

Analisis e Interpretacion: Se obtuvieron resultados positivos +++ segln la literatura
utilizada de Duraffourd y Lapraz 1983, resultando halos superiores a 20mm siendo estos
segln la Tabla N° 15 N= Sumamente sensible. Evidenciando el efecto antifungico del

Cinnamomum verum frente a Candida albicans cepa ATCC 10231.
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8.7. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
KIRBY BAUERZ

Tabla N° 21. Resultados obtenidos del extracto alcohdlico

N° Ne de Halos Halos Halos
Tratamiento  discos R1 R2 R3
mm mm mm
T1(ppm) 3 - - -
T2(ppm) 3 - - -
T3(ppm) 3 - - -
T4(ppm) 3 - - -
T5(ppm) 3 - - -
T6(ppm) 3 - - -
CONTROL Candida  Fluconazol (+)  PresentoHalo: 7,5mm
POSITIVO: albicans  150mg crecimiento
CONTROL H-0 + No )
NEGATIVO: DMSO presento
crecimiento

Fuente: Datos recopilados de la bitacora de laboratorio
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: En la Tabla N° 21 se observa los resultados obtenidos mediante la Técnica

de Kirby Bauer?® (difusion en disco), en las diferentes concentraciones establecidas.

Analisis e Interpretacion Se obtuvieron halos menores a 8 mm, siendo un resultado
negativo, por lo tanto se pude decir que el extracto alcohélico de Cinnamomum verum

no presenta actividad frente a Candida albicas cepa ATCC 10231
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9. ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE SISTEMA SPSS

Tabla N° 22. Valor de las medias en 3 Repeticiones Técnica Dilucion en Caldo

Repeticiones  Minimo  Méaximo Media Desv. Tip.

R1T1 0 1 0,125  0,35355
R2T1 0 1 0,125  0,35355
R3T1 0 1 0,125  0,35355

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi,

Descripcion: La Tabla N°22, muestra el analisis estadistico de los resultados obtenidos
mediante la Técnica dilucién en caldo, en sus diferentes concentraciones: 50.000ppm,
40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm, 2.500ppm y 1.500ppm

Andlisis e Interpretacion : Mediante el andlisis estadistico realizado de la técnica de
dilucién en caldo en sus concentraciones 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm,
20.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm, 2.500ppm y 1,500ppm se describid la estadistica
obtenida dando como resultado un crecimiento minimo de 0 en las concentraciones de
50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm, 2.500ppm demostrandose
estadisticamente que los resultados obtenidos mediante la técnica aplicada en estas
concentraciones hay actividad antifingica por presentar ausencia en el crecimiento de
Candida albicans cepa ATCC 10231y en su concentracion mas baja de 1.500ppm se
obtuvo crecimiento dando como resultado un méaximo de 1 que equivale a un

crecimiento medio, teniendo en cuenta una desviacion tipica de 0,35355.
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9.1. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
DILUCION EN CALDO

Gréfico N° 1. Valor de las medias en sus 3 Repeticiones Técnica Dilucién en Caldo
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Minimo Maximo Media Desv. tip.

R1T1 R2T1 R3T1

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: En el Grafico N°1, se muestra los resultados obtenidos mediante la
Técnica de dilucién en caldo en las diferentes concentraciones establecidas: 50.000ppm,
40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm, 2.500ppm y 1.500ppm.

Analisis e Interpretacion: En el andlisis estadistico realizado se observé graficamente
que en las concentraciones mas altas realizadas de 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm,
20.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm, 2.500ppm hubo ausencia de crecimiento, al
contrario de su concentracién mas baja de 1.500ppm hubo presencia de crecimiento

resultando menos efectiva.
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9.2.

RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE

KIRBY BAUER?® CON SUS 3 REPETICIONES

Tabla N° 23. Valor de las medias en Repeticiones de Tratamiento 2

Repeticiones N Minimo Méaximo Media
R1T2 13 0 1 0,3846
R2T2 13 0 1 0,3846
R3T2 13 0 1 0,2308

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: La Tabla N° 23 la actividad antifingica de las sustancias experimentales

del tratamiento 2 frente a la cepa Candida albicans ATCC 101231 se presentd de la

siguiente manera; el aceite esencial de Canela a una concentracion de 12.500ppm hasta

una concentracion de 417 ppm, tuvo un promedio en los halos de inhibicion de 0 que

significa un crecimiento nulo, y a partir de la concentracién 312 ppm tuvo un promedio
halos de inhibicion de 0,3846 +.

Analisis e Interpretacion: El andlisis demostrd que incluso con concentraciones mas

bajas del aceite esencial 39 ppm frente a Candida albicans hay una variacion media de

0,3846 +, demostrando la efectividad el aceite incluso frente al antimicotico utilizado; el

cual presento un promedio de halos de inhibicion de 8mm.
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9.3 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE

KIRBY BAUER®

Gréfico N° 2. Valor de las medias en Repeticiones de Tratamiento 2

45

40
35
30

25 B, -
20 \"‘x

15 NC

o
10 ‘\\\
5 N,

0 “ -

N Minimo Méximo

—e— R1T2 R2T2 R3T2

|

Media

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS

Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: En el Grafico N° 2 se establecié que no existe variabilidad en todas sus
concentraciones 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500
ppm2.500ppm 1.250ppm, 625ppm, 416ppm, 312ppm, 156ppm, 78ppm, 39ppm en las 3

repeticiones establecidas de los 13 tratamientos,

Analisis e Interpretacion: El analisis demostré que incluso con concentraciones mas

bajas del aceite esencial 39 ppm frente a Candida albicans hay una variacion media de

0,3846 +, demostrando la efectividad el aceite incluso frente al antimicotico utilizado; el

cual presento un promedio de halos de inhibicion de 8mm.
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9.4 RESULTADOS OBTENIDOS EXTRACTO ALCOHOLICO DEL

Cinnamomum verum (CANELA)

Tabla N° 24. Valor de las medias en Repeticiones de Tratamiento 3

Repeticiones N Minimo Maximo Media

R1T3 6 1 3 2,3333
R2T3 6 1 3,5 2,4167
R3T3 6 1 3,5 2,4167

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: En la Tabla N° 24 se observa que la actividad antifingica de la sustancia
experimental del tratamiento 3 frente a la cepa Candida albicans ATCC 101231 se
presento de la siguiente manera; el extracto alcohdélico de Canela a una concentracion de
50.000ppm hasta una concentracion de 5000ppm tuvo un promedio en los halos de
inhibicion de menos del 50% en comparacién con las otras sustancias experimentales;

teniendo como resultado 2,4167 +.

Andlisis e Interpretacion: La actividad antifingica de las sustancias experimentales
frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231 se present6 de la siguiente manera; el
extracto alcoholico de Canela en sus diferentes concentraciones realizadas mediante la
técnica de difusion en disco 50.000ppm, 40.000ppm, 30.000ppm, 20.000ppm,
10.000ppm y 5.000ppm. Presento una media en su repeticion 1 de 2,3333, en su
repeticion 2 2,4167+, y en su repeticion 3 2,4167+, resultando un minimo de 1 que
significa crecimiento alto en todas sus concentraciones, dando un promedio maximo de

3,50mm de didmetro en los halos encontrados.
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9.5

RESULTADOS DE HALOS OBTENIDOS MEDIANTE LA
TECNICA DE KIRBY BAUER? EN ACEITE ESENCIAL DEL

Cinnamomum verum (CANELA)

Tabla N° 25. Medicion del halo inhibitorio

Medicion del Halo Minimo Maéximo Media Desv. Tip.

MedidaHaloR1T2 22 100 32,8 18,08867
MedidaHaloR2T2 19 100 32,8 16,88787
MedidaHaloR3T2 11 100 33,4 18,24281

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: La Tabla N° 25 del presente estudio se basd en la evaluacion de la

actividad antifungica del aceite esencial de canela mediante la Técnica de difusion en

disco en concentraciones de 12.500 ppm, 10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500

ppm, 2.500 ppm, 1.250ppm, 625ppm, 416ppm, 312ppm, 156ppm, 78ppm, 39ppm ,

tomando en cuenta las medidas tomadas de los halos inhibitorios en la experimentacion

dando como resultado un promedio de media de 32,8mm , un minimo de 20,00 y un

maximo de 100,00 halo inhibitorio

Analisis e Interpretacion: El analisis demostré que el halo inhibitorio es mucho mas

extenso en tamafio con un maximo de 100,00mm y un minimo de 19,00mm con

respecto al flucozanol el cual tiene un precedente estandarizado.
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9.6 RESULTADOS DE LAS CONCENTRACIONES OBTENIDAS
MEDIANTE LA TECNICA DE DILUCION EN CALDO

Tabla N° 26. Concentraciones aceite esencial y su nivel de crecimiento

., Nivel Crecimiento T1R1
Concentracion T1

Ninguno Crecimiento Alto

1500 ppm 0 1
2500 ppm 1 0
5000 ppm 1 0
10000 ppm 1 0
20000 ppm 1 0
30000 ppm 1 0
40000 ppm 1 0
50000 ppm 1 0

Total 7 1

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: Se observé en la Tabla N° 26 crecimiento en la concentracion de 1500
ppm, en cambio en las otras 7 concentraciones 2500 ppm, 5000 ppm, 10000 ppm, 20000
ppm, 30000 ppm, 40000 ppm, 50000 ppm no presento crecimiento.

Andlisis e Interpretacion: El analisis demostro6 la presencia de crecimiento del hongo
en el T8 con una concentracion de 1.500ppm, consolidando el resultado positivo a la
presencia de actividad en los 7 tratamientos anteriores a este en concentraciones de 2500
ppm, 5000 ppm, 10000 ppm, 20000 ppm, 30000 ppm, 40000 ppm, 50000 ppm.
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9.7 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
KIRBY BAUERZ® EN SU REPETICION 1

Tabla N° 27. Nivel de Crecimiento del halo T2R1

Medida del Halo Tratamiento 2 Repeticion 1

Vaélidos Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vélido acumulado
10,00 1 7,7 7,7 7,7
22,00 1 7,7 7,7 15,4
30,00 1 7,7 7,7 23,1
50,00 1 7,7 7,7 30,8
52,00 1 7,7 7,7 38,5
100,00 8 61,5 61,5 100,0
Total 13 100,0 100,0

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: Se observo en la Tabla N° 27 se observé en el tratamiento 2 repeticion 1
una frecuencia de 1 en sus 13 tratamientos en las concentraciones de 12.500 ppm,
10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm con un 100% de
crecimiento en cada una de sus concentraciones; y en las 7 concentraciones de
1.250ppm, 625ppm, 416ppm, 312ppm, 156ppm, 78ppm, 39ppm presento un porcentaje
de un 61,5%.

Analisis e Interpretacion: El analisis demostrd la presencia de actividad antifungica
resultando un 100% de eficacia en las concentraciones mayores, de igual manera se
demostro la eficacia de la Canela en las otras 5 diluciones, cada concentracion
represento un 7,7% el cual nos indica que presenta de igual manera actividad

antifangica.
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9.8 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
KIRBY BAUERZ® EN SU REPETICION 2

Tabla N° 28. Nivel de Crecimiento del halo T2R2

Medida del Halo Tratamiento 2 Repeticion 2

Vaélidos Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
14,00 1 7,7 7,7 7,7
19,00 1 7,7 7,7 15,4
31,00 1 7,7 7,7 23,1
49,00 1 7,7 7,7 30,8
51,00 1 7,7 7,7 38,5
100,00 8 61,5 61,5 100,0
Total 13 100,0 100,0

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: En la Tabla N° 28 se observo se observé en el tratamiento 2 repeticion 2
una frecuencia de 1 en sus 13 tratamientos en las concentraciones de 12.500 ppm,
10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm con un 100% de
crecimiento en cada una de sus concentraciones; y en las 7 concentraciones de
1.250ppm, 625ppm, 416ppm, 312ppm, 156ppm, 78ppm, 39ppm presento un porcentaje
de un 61,5%.

Analisis e Interpretacion: El analisis demostrd la presencia de actividad antifungica
resultando un 100% de eficacia en las concentraciones mayores, de igual manera se
demostro la eficacia de la Canela en las otras 5 diluciones, cada concentracion
represento un 7,7% el cual nos indica que presenta de igual manera actividad

antifangica.
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9.9 RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA DE
KIRBY BAUER?Z® EN SU REPETICION 3

Tabla N° 29. Nivel de Crecimiento del halo T2R3

Medida del Halo Tratamiento2 Repeticion 3

Validos Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
11 1 7,7 7,7 7,7
19 1 7,7 7,7 15,4
35 1 7,7 7,7 23,1
51 2 15,4 15,4 38,5
100 8 61,5 61,5 100,0
Total 13 100,0 100,0

Fuente: Datos de Repeticiones en laboratorio procesado en SPSS
Elaborado por: Maria Andrea Ortiz Timbi

Descripcion: En la Tabla N° 29 se observd se observo en el tratamiento 2 repeticion 3
una frecuencia de 1 en sus 13 tratamientos en las concentraciones de 12.500 ppm,
10.500 ppm, 8.500 ppm, 6.500 ppm, 4.500 ppm, 2.500 ppm con un 100% de
crecimiento en cada una de sus concentraciones; y en las 7 concentraciones de 2.500
ppm, 1.250ppm, 625ppm, 416ppm, 312ppm, 156ppm, 78ppm, 39ppm presento un
porcentaje de un 61,5%.

Analisis e Interpretacion: El analisis demostrd la presencia de actividad antifungica
resultando un 100% de eficacia en las concentraciones mayores, de igual manera se
demostro la eficacia de la Canela en las otras 5 diluciones, cada concentracion
represento un 7,7% el cual nos indica que presenta de igual manera actividad

antifangica.
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10. DISCUSION

Segun estudios realizados por Herrera Arias F. (30), en la canela encontramos varios
tipos de componentes como son los taninos, aldehidos y acidos organicos, llegando de
esta manera a conocer su composicion quimica, teniendo en cuenta la importancia de los
aceites esenciales ya que se encuentran presentes agentes antimicrobianos y antifingicos

en si.(SO)

Un aspecto que motiva a la investigacion en este campo y en especial con los
antimicoticos es el desarrollo de mecanismos de resistencia por algunas especies, se
explica en parte porque la mayoria de farmacos son fungistaticos y por la
administracion prolongada de los tratamientos, lo cual permite la aparicion de clones
resistentes. Por tanto ante este aumento de infecciones por hongos, se lleva a cabo una

constante bdsqueda de alternativas terapéuticas eficaces entre las plantas medicinales

como fuente de nuevos y variados agentes antimicoticos. 3t

Mediante un estudio realizado por Dantas de Almeida , Wanderley Cavalcanti y Dias de

31

Castro -, se demostro que la actividad antifangica presente en la Cinnamomum verum

se debe, dando como su principal componente el Aldeo Cindmico el cual esta presente
en un 83,9%, se analiz6 varios tipos de antimicoticos como la nistatina y el flucozanol,
pudiendo estos llegar a la resistencia debido a su amplio uso, para segun los resultados
emplearse antifangicos naturales y de facil acceso, en este proyecto de igual forma se
utilizé la canela la cual sirvié como un excelente antifungico dando resultados positivos
en las concentraciones del aceite esencial y dio resultados negativos con respecto a su
extracto alcoholico, en cambio otro estudio publicado por Varadarajan S., Narasimhan

M. Malaisamy, M. Duraipandian. 32 pasado en extractos hidroalcohdlicos, dio como

resultado positivo a la actividad antifingica en extractos hidroalcohélicos, por lo cual se
demuestra que es necesaria la dilucion del alcohol al 96% que se emple6 en el ensayo
realizado. En “High Susceptibility Of Candida albicans ATCC 10231 to

Tetrahydrofuranosyl-1,2,3-Triazoles Obtained by Click Chemistry”.31 Se determind la

importancia de los antimicéticos hoy en dia; demostrando que las infecciones micoticas
han aumentado considerablemente alin mas en pacientes con SIDA, pacientes que
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realizan quimioterapias y pacientes tratados con esteroides, en estos pacientes se ha
evidenciado que existe la disminucion en la susceptibilidad de los farmacos como el

fluconazol; por lo cual se realizé este estudio para analizar nuevos tipos de antifingicos

a base de elementos naturales que no tengan ningun tipo de resistencia. 31,32

Segun un estudio publicado por Varadarajan S., Narasimhan M., Malaisamy M.,
Duraipandian C. el principal componente de la canela es el cinamaldehido, el cual puede

considerarse el principal causante de la actividad antifingica presente en la planta,

siendo este uno de los principales componentes fitoquimicos 32, con esta base

demostrada se observd la sensibilidad cuando el aceite esencial de canela inhibe el
crecimiento de la Candida albicans cepa ATCC 10231 determinandose por la presencia
del halo presente alrededor de los discos en sus diferentes tipos de concentraciones, cada
halo observado nos demuestra que no hubo el crecimiento del hongo, por lo que
mientras mas grande se presente el halo mayor sera la sensibilidad de la planta sobre el
hongo. Al contrario el extracto alcohdlico presentd resistencia permitiendo el

crecimiento micético aun con la presencia de la Cinnamomum verum, al igual que el

antimicético utilizado Fluconazol 150mg mostro resistencia. 3334

En la primera prueba para la determinacion de la actividad antimicética del aceite
esencial de Cinnamomun verum frente a Candida albicans ATCC 10231, se prepararon
discos de sensibilidad de aceite esencial puro, las cuales tenian concentraciones que
inician de 12.500ppm hasta 2.500ppm en este primer ensayo al realizar la lectura se
observé que no hubo crecimiento micético en toda la dimension de la placa.
Posteriormente se volvié a trabajar pero con volumenes inferiores a los primeros
tomando como base madre la concentracion de 2.500 ppm y realizando nuevas
concentraciones: 1.250ppm, 625ppm, 416ppm, 312ppm, 156ppm, 78ppm, 39ppm de
aceite esencial a lo cual paralelamente se trabajé con un control positivo para Candida
albicans; es decir a esta placa no se adiciond el aceite esencial para verificar su
crecimiento en el medio de cultivo (Agar sabouraud); transcurrido el periodo de
incubacion de 37°C por 24h se procedidé hacer las lecturas de las placas, verificAndose

que éstas nuevamente estaban exentas de hongos; mientras que en la placa que no se
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colocO aceite esencial si se evidencio el crecimiento de las colonias de Candida
albicans. Con lo que se pudo determinar que el aceite esencial de Cinnamomun verum
poseia una alta actividad antimicotica frente a Candida albicans ATCC 10231; por lo
que se procedid hacer diluciones con DMSO a proporciones de 1/2 con el fin de
encontrar el grado de sensibilidad del agente micético con el aceite esencial y
posteriormente hallar su CMI. Partiendo de esta dilucion 12.500ppm se procedié con
toda la parte experimental, se tomaron volumenes de dilucion de 0,1 pl con
concentraciones de 12,500ppm hasta 2,500ppm todos los halos de inhibicion obtenidos
de éstas concentraciones presentaron un grado de sensibilidad sefialados segun la escala

de Duraffourd y Lapraz25 como sumamente sensible (> 20mm) porque su promedio

minimo fue de 20,00mm y promedio maximo de 100,00mm.33

En el Tabla N° 23y grafico N°2 (pag. 40, 41), se puede apreciar la evaluacion de la
actividad antimicotica del aceite esencial Cinnamomun verum frente a Candida albicans
ATCC 10231, por el método de difusion en disco (Kirby Bauer). La sensibilidad de la
cepa micotica empieza con el T1 (12.500ppm) con un halo promedio de inhibicion de
100,00mm hasta un diametro de halo en el T1(39ppm) con un halo promedio de
12,00mm en sus 3 repeticiones; lo que indica que es directamente proporcional a la
concentracion utilizada; a mayor concentracién mayor sera el diametro del halo de
inhibicidn, incluso presenta un promedio mayor en comparacion con el halo obtenido

del fluconazol el cual fue de 8mm.

En la Tabla N° 20 (pag. 37), segun la escala de aromatogroma de Duraffourd y Lapraz25

se muestra el grado de sensibilidad micética en funcidén al halo de inhibicion del
crecimiento del microorganismo, a la concentracion de 12.500ppm del aceite esencial de
Cinnamomun verum se aprecia un halo de inhibicion de 100,00mm y a la concentracion
final 39ppm el halo de inhibicion es de 12mm lo que demuestra que todos los promedios
de halos en los 12 tratamientos son sumamente sensibles y el tratamiento 13 es sensible.
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Comparando estadisticamente mediante SPSS, con niveles de confiabilidad al 95 % vy
99% se demuestra que existe diferencias altamente significativas entre los promedios de
los halos de inhibicion para las concentraciones utilizadas del aceite esencial de
Cinnamomun verum a Candida albicans ATCC 10231; con un coeficiente de
variabilidad 18,08867 d.t siendo aceptable entre sus 3 repeticiones. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) se observa en el tratamiento 13 del aceite esencial de
Cinnamomun verum con 39ppm esto debido al crecimiento medio obtenido .donde se
aprecia la inhibicion absoluta del crecimiento de Candida albicans ATCC 10231.

Por ultimo para culminar tenemos que reafirmar el hecho que en una planta existen
diferentes principios activos y que muchos de ellos actdan sinérgicamente por lo que su
actividad terapéutica no depende solamente de uno, sino de la proporcionalidad de los
mismos, y el aceite esencial de la canela no esta exento de esta verdad y se constituye en
una alternativa terapéutica buena; sin embargo, ain se requieren estudios mas

especificos para su utilizacion con fines terapéuticos.
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11. CONCLUSIONES

e Se compar6 la actividad antifungica “in vitro” del aceite esencial y del extracto
alcohdlico del Cinnamomum verum “Canela” con el fluconazol 150mg sobre Candida
albicans cepa ATCC 10231; resultando el aceite esencial efectivo en su actividad
antifangica en comparacion con el mismo fluconazol el cual tiene un precedente
estandarizado. Con respecto al extracto alcoholico el fluconazol (Candifix 150mg)
presentd mayor actividad antifingica; pero sin presentar relevancia con el extracto
alcohdlico ya que presentaron halos menores a 8mm dando como resultado actividad

nula.

e La minima concentracion efectiva del aceite esencial mediante la técnica de Kirby
Bauer fue 39 ppm dando halos de 12mm dando una sensibilidad limite y mediante la
técnica de dilucion en caldo dio su concentracion minima inhibitoria fue de 1500ppm
con la presencia de crecimiento micético y el extracto alcoholico Cinnamomum verum
“Canela” ” sobre Candida albicans cepa ATCC 10231. Su concentracion minima fue

de 5000ppm resultando crecimiento total en el medio de cultivo.

oEl grado de sensibilidad que presenta Candida albicans cepa ATCC 10231 con
respecto al aceite esencial de Cinnamomum verum (canela), mediante la técnica de
Kirby Bauer y dilucion en caldo se demostrd que es sumamente sensible a
concentraciones de 50.000ppm hasta 39 ppm .

0 Se analizaron los resultados obtenidos del aceite esencial y extracto alcohdlico del
Cinnamomum verum (canela) mediante el sistema SPSS obteniéndose un promedio de
halos de 52,00£mm en sus 3 repeticiones mediante la Técnica de Kirby Bauer en el
aceite esencial con un promedio estandar de 32,8+ mm, en cambio en el extracto
alcoholico del Cinnamomum verum (canela) se obtuvo un promedio de 3,5mmz en sus

repeticiones.
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12. RECOMENDACIONES

Se recomienda valorar la actividad antifingica presente del Cinnamomum verum
(canela) realizado en este proyecto investigativo, para futuras investigaciones

contra diversos hongos oportunistas.

Realizar pruebas in vitro para valorar la efectividad y la toxicidad que pueden
proporcionar los componentes activos de Cinnamomun verum como también

poder determinar sus dosis terapéuticas.

Elaborar diferentes formas farmacéuticas de acuerdo a la via de administracion
utilizando aceite esencial de Cinnamomun verum (canela) para realizar ensayos

clinicos en pacientes con dermatosis por Candida albicans.
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36. ANEXOS

Cajas petri inoculadas con Candida albicans

59



Procedimiento de Macfarland

Medios de cultivo en la incubadora
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Candida albicans
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Candida albicans inoculada a las 24 horas

Resultados obtenidos Técnica Kirby Bauer aceite esencial concentraciones
2.500ppm con sus respectivos controles
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esultados obtenidos Técnica Kirby Bauer extracto alcoholico en concentraciones de
50.000ppm hasta 5.000ppm con sus respectivos controles

Agar sabouraud con coranfenicol
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Filtrado de extracto alcohdlico
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