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RESUMEN
Objetivo: Evaluar el efecto antiflngico in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Bixa orellana L. “Achiote ” sobre Candida albicans ATCC 10231

Material y Métodos: Se llevo a cabo un estudio experimental in vitro. Se prepard
el extracto etanolico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote” a 5
concentraciones: 5% (50 mg/ml), 50% (500 mg/ml), 75% (750 mg/ml) y 100%
(1000 mg/ml).

Para evaluar la actividad antifangica se utilizo el método de Kirby Bauer (difusion
en disco) y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), se
expuso Candida albicans ATCC 10231 a cinco concentraciones del extracto, asi
mismo se utilizaron dos grupo control, uno con fluconazol y otro con el in6culo

microbiano con suero fisiologico; realizandose 10 repeticiones en cada caso.

Resultados: El presente estudio demostro el efecto antifungico del extracto
etandlico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote” sobre Candida albicans
ATCC 10231 al comparar los halos de inhibicién segun escala de Duraffourd para
las 5 concentraciones utilizadas, segun la cual Candida albicans ATCC 10231fue
sensible a partir concentraciones de 50% y 75% con un diametro promedio de los
halos de 11.6 y 16.1mm de diametro respectivamemte, mientras que a
concentracion de 100% el diametro promedio del halo fue 33.8 Mostrando asi un
efecto semejante al fluconazol. La CMI para Candida albicans ATCC 10231 fue

a concentracién del 5% (50 mg/ml).

Ademas utilizando las pruebas de analisis de varianza (ANOVA) y DUNCAN, se
observo que existe diferencia estadisticamente significativa entre las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Bixa orellana L. “Achiote” sobre el
crecimiento de Candida albicans ATCC 10231 (P<0.05).

Conclusiones: El extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote” si

tiene efecto antifungico sobre Candida albicans ATCC 10231

Palabras Clave: Bixa orellana L., fluconazol, Candida albicans.



ABSTRACT

Objetive: Evaluate the in vitro antifungal effect of the ethanol extract of leaves of
Bixa orellana L. "Achiote" on Candida albicans ATCC 10231.

Methods: An experimental study in vitro was performed. Ethanolic extract of the
leaves of Bixa orellana L. "Achiote"was prepared to 5 concentrations: 5% (50 mg
/ ml), 50% (500 mg / ml), 75% (750 mg / ml) and 100% (1000 mg / ml).

The method of Kirby Bauer (disk diffusion) and determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC) was used to evaluate the antifungal activity was
exhibited Candida albicans ATCC 10231 to five concentrations of the extract,
also two control groups were used, one fluconazole and another with the
microbial inoculum with saline; performing 10 repetitions each.

Results: The present study demonstrated the antifungal effect of ethanol extract
of the leaves of Bixa orellana L. "Achiote" on Candida albicans ATCC 10231 to
compare the inhibition halos according scale Duraffourd for 5 concentrations
used, that Candida albicans ATCC 10231fue sensitive concentrations from 50%
to 75% with an average diameter of halos of 11.6 and 16.1mm in diameter
respectivamemte while a concentration of 100% the average diameter of the halo
was 33.8 and showing a similar effect to fluconazole. MIC Candida albicans
ATCC 10231 for at concentration was 5% (50 mg / ml).

Further tests using analysis of variance (ANOVA) and Duncan, it was observed
that there is statistically significant difference between different concentrations of
ethanol extract of Bixa orellana L. "Achiote" on the growth of Candida albicans
ATCC 10231 (P <0.05).

Conclusions: The ethanol extract of the leaves of Bixa orellana L. "Achiote" if
you have antifungal effect against Candida albicans ATCC 10231

Kewwords: Bixa orellana L., fluconazole, Candida albicans.



l. INTRODUCCION

1.1. Marco tebrico:

Uno de los principales problemas que enfrenta el sector de salud tanto en el ambito
intrahospitalario como extrahospitalario es la infeccion de heridas expuestas y esto
se debe a la presencia de microorganismos patégenos en el medio ambiente, como
lo es Candida albicans, que invade tejidos vulnerables causando asi
manifestaciones clinicas localizadas, diseminadas o sistémicas; donde los

mecanismos inmunoldgicos han demostrado estar alterados.™ 2

La importancia clinica de las enfermedades fungicas fue reconocida en la segunda
mitad del siglo pasado, sobre todo por el aumento del nimero de pacientes
inmunodeprimidos y el incremento de la agresividad de las técnicas diagnosticas y
terapéuticas que han hecho crecer la poblacion susceptible de sufrir alguna
infeccion fungica oportunista, siendo el agente mas comun Candida albicans, que
puede causar infecciones en la superficie cutdnea, mucosas (digestiva; oral y

vaginal), y las potencialmente mortales infecciones sistémicas. * *°

C. albicans taxondmicamente es un eumiceto del grupo de los Fungi imperfecti se
presenta como una célula oval levaduriforme de 2 a 4 micras, con paredes finas.
Las levaduras o blastosporas son microrganismos eucariéticos, asimilan y
fermentan azlcares, se reproducen asexualmente por un proceso especifico de
division celular conocido como gemacion. Este proceso de division implica la
produccion de nuevo material celular proveniente de la superficie de la blastospora.
Cuando el brote o yema ha crecido se encuentra en su tamafio 6ptimo, se suscita la

division celular y se forma un tabique o septo ente las dos células. La forma
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filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscopica tubular, la cual
contiene multiples unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir de

blastosporas o de hifas existentes. Esta crece continuamente por extension apical.’

La membrana citoplasmatica de C. albicans es una estructura que reviste gran
importancia, ya que los antimicéticos actian a nivel de la misma, ademas de
contener las enzimas responsables de la sintesis de la pared celular. La pared celular
de C. albicans es esencial para su patogenicidad desde el momento en que es
requerida para su crecimiento. Ademas la pared celular le proporciona rigidez y
proteccion. La composicion quimica de C. albicans esta representada por proteinas

y polisacaridos.®

Entre las caracteristicas del microorganismo que podrian contribuir a su potencial
patdgeno se encuentran la capacidad de adhesion a tejidos, el dimorfismo levadura-
micelio, la hidrofobicidad de su superficie celular, la secrecion de proteinasas, y el
cambio de fenotipo.”® Se cree que la capacidad de adhesion a distintos tejidos y
superficies inanimadas es importante en las fases iniciales de la infeccion por
Candida: La adhesion se lleva a cabo por medio de la combinacion de mecanismos
especificos e inespecificos. La capacidad de transformacion de la fase de levadura a
una forma micelial se encuentra regulada por el pH y la temperatura. La
transformacion dota a Candida de un mecanismo de respuesta a las alteraciones
ambientales. Las hifas de Candida albicans muestran tigmotropismo (sentido del
tacto); esta propiedad les permite crecer a lo largo de surcos y a través de poros, y

podria facilitar la infiltracion de las superficies epiteliales. ®

La composicion de la superficie celular del género Candida puede afectar tanto a la

hidrofobicidad de la célula como a la misma respuesta inmunitaria. El tipo y el



grado de glucosilacion de las manoproteinas de superficie pueden incidir en la
hidrofobicidad de la célula y, por ende, en la adhesion a las células epiteliales. La
capacidad del género Candida de pasar rdpidamente de un morfotipo a otro se
conoce como cambio de fenotipo el cual le permite que el microorganismo se
adapte con rapidez a los cambios acontecidos en su entorno, facilitando su
capacidad de supervivencia, invasion de tejidos y evasion de las defensas del

organismo anfitrién.®®

El tratamiento de candidiasis en mucosas es sencillo en inmunocompetentes en
quienes los antifingicos tdpicos resultan eficaces; sin embargo, en
inmunodepresion existen altas tasas de recurrencias o recidivas, requiriendo terapia
intensiva, tanto sistémica como local; y a pesar de los excelentes resultados con
antifungicos azélicos orales, existen formas clinicas de candidiasis rebeldes al

tratamiento con ketoconazol, fluconazol e incluso anfotericina B. 1%

La creciente aparicion de resistencia, toxicidad e interacciones farmacoldgicas de
los antimicrobianos tradicionales actualmente esta fomentando la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas entre los productos naturales; siendo las mas

estudiadas las plantas con sus respectivos frutos, corteza, raiz y semillas. *?

La zona central altoandina es uno de los ecosistemas mas importantes del mundo.
Esta region es una fuente muy rica de especies para la agricultura, la domesticacion
de plantas y las aplicaciones medicinales. Se calcula la existencia de unas 30
millones de especies de plantas, sin embargo, solo unas pocas han sido estudiadas e
identificadas hasta ahora; solo el potencial farmacoldgico de alrededor de 1% de
todas las especies de plantas ha sido evaluado, lo que las hace un gran reservorio

para el descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas y agentes



fitoterapéuticos.’*** Considerandolas asi sustitutos mas seguros o mas eficaces

como fuente de agentes antimicrobianos que los producidos en la industria.*>*°

Entre las especies de la zona central altoandina destaca Bixa orellana L., o mejor
conocida en nuestro pais como achiote . Bixa orellana L. de la familia Bixaceae,
la cual segin Brako y Zarucchi el género, para el Perl, consta de 5 especies
caracterizadas por un porte unicamente lefioso, siendo arbustivas o arbdreas de 2-4
metros, copa baja y extendida. Hojas simples de base redondeada, color verdosas
claras, de largos peciolos. Flores en ramilletes terminales de paniculas, de 5-10 cm
de longitud, con pelos glandulares; hermafroditas, blanquecinas a rosadas vy
el fruto es una cépsula roja, de 2 a 6 cm de largo, con pelos gruesos espinosos,
dehiscente, verdosa oscura a morada (segln variedades), que al madurar pasa a

pardo rojizo o naranja oscuro.'’*8

En el PerG se encuentra distribuido en los departamentos Huanuco (Tingo Maria),
Tumbes, Madre de Dios, Cusco, Loreto, Junin y Amazonas.'® Este arbol crece en
climas calido, semicalido, semiseco y templado, soporta temperaturas de 20 a 35
°C;y, en altitud, de 100 a 1.500 msnm, aunque crece mucho mejor en zonas bajas

de no méas de 500 msnm, sin heladas; y lluvias anuales de 1.000 a 1.500 mm.?* %

En su composicion quimica se han identificado treinta y cinco componentes entre
los principales tenemos: Flavonoides, taninos y terpenoides. En las hojas
encontramos: flavonoides (apigenina, hipoaletina, cosmosiina) diterpenos
(farnesilacetona, garanil geraniol, geranil formato) y un derivado sesquiterpénico,
alcaloides, asteroides, fenoles, taninos pirogalicos, antraquinonas, cumarinas fijas,
aceites esenciales y acido galico, vitaminas (A, B, y C). Las semillas: contienen

bixina (colorante rojo), norbixina, cripthoxantina, euxina, metilbixina, aminas,


http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/Hermafrodita
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://es.wikipedia.org/wiki/Cent%C3%ADmetro

leucoantocianinas, triterpenos y taninos. Presenta carotenoides expresados como
provitamina, también contienen un alto contenido de proteinas, fésforo y bajo

contenido en calcio. 2

La composicion quimica que presentan principalmente los 6rganos fotosintéticos
(hojas) explicarfan sus propiedades terapéuticas como las siguientes:** astringente,
antihelmintico, antitumoral, antiinflamatoria, antimicrobiano, hipoglicemiante y

antiulceroso.??®

En un estudio de analisis retrospectivo sobre las propiedades antifingicas en
plantas superiores se determino que la presencia de Saponinas, flavonoides, taninos,

glicésidos y terpenoides, serfan los que confieren dicha propiedad.?’

Un estudio realizado evalu6 la actividad antimicrobiana y la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los extractos de Bidens pilosa L., Bixa orellana L., Cecropia
peltata L., Cinchona officinalis L., Gliricidia sepium HB & K, Jacaranda
mimosifolia D. Don Don, Justicia secunda Vahl, Piper pulchrum C. DC, p.
Paniculata L. Spilanthes americana Hieron contra cinco bacterias (Staphylococcus
aureus, Streptococcus f hemolitic, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli), y uno de levaduras (Candida albicans).. El etanol, hexano y agua
extractos fueron obtenidos por metodos estandar. Todos los microorganismos se
obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC). La CMI se determind
en los extractos de plantas que mostraron cierta eficacia contra los
microorganismos ensayados. Sulfato de gentamicina (1,0 p g / ml), clindamicina
(0,3 p g / ml) y nistatina (1,0 p g / ml), se utilizaron como controles positivos. El
extracto etandlico de todas las especies se activa frente a Staphylococcus aureus a

excepcion de Justicia secunda. Del mismo modo, Justicia secunda y Piper



pulchrum C. DC mostré un analogo CMI contra Candida albicans (0,5y 0,6 pn g/

ml, respectivamente) en comparacién con la nistatina (0,6 p g / m1).®

En otro experimento se estudiaron 20 plantas usadas en la medicina tradicional
brasilefia por su actividad antifngica contra Candida albicans y Cryptococcus
neoformans. Entre los 20 extractos metandlicos ensayados, los extractos del
Schinus terebintifolius, Occicum gratissimum, Cajanus cajan, y Piper aduncum
fueron los més activos contra C. albicans (CMI de 1.25 mg/mL) mientras que Bixa
orellana, O. gratissimum, y Syzygium cumini mostraron la mejor actividad contra

C. neoformans (CMI de 0.078 mg/ml).%

Algunos curanderos de la Amazonia peruana hacen uso de esta planta en
alteraciones neuroldgicas como la epilepsia, .** Asi mismo como antidiarreico,
antitusigeno, para desordenes de la prostata e inflamaciones internas, hipertension
arterial, cistitis, obesidad, insuficiencia renal, afecciones respiratorias, antiséptico
vaginal y como antiveneno contra Bothrops asper venom y Bothrops atrox venom,

para afecciones respiratorias y antiséptico vaginal.**?

Justificacién:

La actividad antifingica de Bixa orellana L . Achiote™ todavia no esta muy
estudiada, sin embargo, en sus hojas podemos encontrar flavonoides (apigenina,
hipoaletina, cosmosiina) diterpenos (farnesilacetona, garanil geraniol, geranil
formato) y un derivado sesquiterpénico, alcaloides, asteroides, fenoles, taninos
pirogalicos, antraquinonas, cumarinas fijas, aceites esenciales y acido galico,
vitaminas (A, B, y C); los cuales poseen accién antimicrobiana, 2* éstos convierten
a Bixa orellana L. en una potencial fuente de antibidtico y antifungico. Por otro

lado, la aparicion de especies patdgenas con resistencia intrinseca, cepas con
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resistencia secundaria, interacciones farmacologicas significativas,
biodisponibilidad insuficiente y toxicidad de los farmacos tradicionales, han
fomentado la busqueda de nuevas alternativas entre productos naturales contra los
patdgenos mas frecuentes como, Candida albicans.'? Debido a que existen pocos
trabajos publicados de la actividad antifungica de Bixa orellana L.; y siendo nuestro
pais uno de los mas ricos en biodiversidad, se considera pertinente y factible la
realizacion de este proyecto para evaluar su actividad antifingica contra Candida
albicans ATCC 10231 y servir como base para estudios futuros, asi mismo,
aprovechar los recursos biolégicos de nuestro pais con un respaldo cientifico en

beneficio de la salud de la poblacion.

1.2. Formulacion del Problema:

¢Existe efecto antifingico in vitro del extracto etandlico de las hojas de Bixa

orellana L. “Achiote” sobre Candida albicans ATCC 102317

1.3. Hipotesis:

H1: El extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote™" tiene efecto

antifungico in vitro sobre Candida albicans ATCC 10231.

HO: El extracto etanolico de las hojas de Bixa orellana L. ~“Achiote’” no tiene

efecto antifungico in vitro sobre Candida albicans ATCC 10231.

1.4. Objetivos:



Objetivos Generales:

Evaluar el efecto antifungico del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L.

““Achiote”" sobre Candida albicans ATCC 10231.

Objetivos Especificos:

 Determinar el efecto antifingico del extracto etandlico de las hojas de Bixa
orellana L. “Achiote™ en concentraciones de 5%, 25%, 50% 75% y 100%

utilizando el método de kirby-Bauer sobre Candida albicans ATCC 10231.

% Determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de las
hojas de Bixa orellana L. ““Achiote™ utilizando concentraciones al 5%, 25%,

50% 75% y 100% sobre Candida albicans ATCC 10231

II. MATERIAL Y METODO



2.1. Poblacion Muestral:
Conformada por constituida por 52 discos de difusion y las placas inoculadas con la
cepas de Candida albicans ATCC 10231
2.2. Muestra:
% Unidad de analisis.
La unidad de analisis la constituy6 cada uno de los discos de difusion y placas Petri
observadas.
% Unidad de muestreo:
El Unidades formadoras de colonias de Candida albicans ATCC 10231 y producto
del efecto antifungico del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L.

“Achiote”

«+ Tamano muestral

Considerando que los antifingicos de uso comun presentan 80% de alta efectividad

frente al 28% del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote

n = (Za/z + ZB)ZZSZ

(X1 — X2)?

Siendo n= el nimero de repeticiones a efectuar en cada investigacion
Z 4 =1.96 paraa=0.05
Zp =0.84 para$=0.20

S =0.8 (X1 - X2)



n=10

Con estos datos se determind una muestra de 10 observaciones para cada
concentracion del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote™

para Candida albicans ATCC 10231:
10 repeticiones colocandose a una concentracion de 5%
10 repeticiones colocandose a una concentracion de 25%
10 repeticiones colocandose a una concentracion de 50%
10 repeticiones colocandose a una concentracion de 75%
10 repeticiones colocandose a una concentracion de 100%

2.3. Disefio de estudio

% Tipo de estudio

El presente estudio correspondio6 a un disefio experimental.

Preparacion del inoculo de Candida albicans

ATCC 10231 y siembra en las placas. 10



Eadiad

Colonias jovenes de Solucion salina 0.5
Cepade C. C. albicans en caldo de Me farland 1.5 x
albicans glucosilado 108 UFC/ml
—

Placas Petri

e OB agar de
sabouraud
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Concentraciones

A

100 mg/ml

5% 25% 50 %
75 % 100%

DETERMINACION DE LA CMI

halos de
inhibicion (mm)

Susceptibilidad |

CMI (UFC)

Candida albicans
ATCC 10231
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e
We
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— _‘—I-n.._‘v._,.ri—'_
Placas Petr1 con Agar Sabouraud

2.4. Variables y escalas de medicion
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ESCALA

VARIABLES TIPO DE ) INDICADOR
MEDICION
Variable Extracto Cualitativa Nominal | Concentraciones al
Independiente | etandlico  de 5%, 25%, 50%,
las hojas de 75%, 100%  del
Bixa orellana| extracto acuoso.

L. “Achiote”

Variable Efecto Cuantitativo | De razén | Unidades
Dependiente | antifingico in formadoras de
vitro sobre colonias (UFC)
Candida
albicans
ATCC 10231

Cuantitativo De razén | Diametro del halo de
inhibicién

Segun escala de
Duraffourd.

2.5. Definiciones de Variables Operacionales:

2.5.1. Variable Independiente:

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de las hojas de Bixa orellana L.
Achiote” por maceracién en contacto con etanol, seguida de la eliminacion de dicho

solvente por un procedimiento fisico, contiene los principios activos de las hojas.

2.5.2. Variable dependiente:

% Efecto antifungico in vitro: Capacidad para evitar la reproduccion o producir
la muerte del microorganismo en condiciones experimentales, determinado luego de
medir el crecimiento del microorganismo mediante la longitud del diametro del halo
de inhibicién (diametro del papel filtro=6mm, por ello se considerard inhibicion

valores mayores a 6mm) y el conteo de unidades formadoras de colonias.

14



«+ Halo de Inhibicién: Zona alrededor del disco donde una sustancia
antimicrobiana es capaz de impedir el crecimiento del microorganismo al cabo de 18
a 24 horas de incubacion. Se utilizard como medida los didmetros de estas zonas en

mm segun la escala de Duraffourd y cuantitativamente segin la CMI.
¢+ Concentracion minima inhibitoria (CMI):

Concentracion minima del extracto etanolico que es capaz de impedir el crecimiento
fangico in vitro en condiciones normales. Se midié mediante el conteo de las UFC,
considerandose como CMI a la menor concentracion en la cual no se observaron
UFC. Este método nos ofrece informacién sobre la sensibilidad de los
migroorganismos S (sensible), I (intermedio) y R (resistente). Se puede realizar

mediante:
Difusion en agar: Disco placa y E test
Dilucién: Medio sélido y Medio liquido (micro/macrodilucion)

Mecanizados y Automatizados

% Escala de Duraffourd: Escala utilizada para determinar cualitativamente el

efecto inhibitorio in vitro, segtin diametro de inhibicion.
e Nula (-) para un didmetro inferior a 8 mm.

e Sensibilidad limite (sensible = +) para un didmetro comprendido

entre 8 a 14 mm.

e Medio (muy sensible = ++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

15



e Sumamente sensible (+++) para un diametro superior a 20 mm.

2.6. Procedimiento

2.6.1. Aprobacion del proyecto:

Para la realizacion del presente estudio de investigacion se obtuvo el permiso para
la ejecucion mediante la aprobacion del proyecto por el Comité permanente de
Investigacion Cientifica de la Escuela de Medicina de la Universidad Privada

Antenor Orrego a través de la Resolucion Del Decanato.

2.6.2. Recoleccion de la muestra:

2 kilos de hojas frescas de Bixa orellana L. fueron recolectados en la localidad de
Quillabamba, Provincia de La Convencién en el Departamento del Cusco ubicada a

1050 m.s.n.m.

2.6.3. Preparacion del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L.:

La preparacion del extracto etandlico se realizé en el Laboratorio de Farmacognosia
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo.

s Tratamiento del material vegetal:

1. Seleccidon: Se seleccionaron las hojas en buen estado, eliminandose todas
aquellas que estuvieron con manchas, con signos de ataque de insectos y hongos

o deterioradas. %

2. Lavado y secado: Las hojas seleccionadas fueron lavadas con agua destilada

estéril, y luego fueron extendidas sobre papel Kraft y oreadas a temperatura
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ambiente durante 24 horas. Trascurrido este tiempo se llevaron a la estufa a

temperatura de 40°C durante 24 horas.

3. Pulverizacion y tamizacion: Una vez secadas las hojas, se pulverizaron con
ayuda de un mortero. Luego se pasaron a través de un tamiz N° 22,
obteniéndose particulas moderadamente gruesas, que se conservaron en frascos

de boca ancha de color ambar debidamente rotulado.
Obtencion del extracto etanolico de Bixa orellana L.
«» Maceracion

En un recipiente de vidrio de boca ancha y de color &mbar, se colocaron 100 g de
polvo moderadamente grueso. Luego se afiadieron 1000 mL de etanol a 70°GL
(Gay-Lussac), dejandose macerar en ausencia de luz y a temperatura ambiente por
7 dias, agitandose manualmente durante 10 minutos 2 veces al dia. EI macerado se
filtrd con papel filtro Whatman N° 1 y el filtrado se evapord en un rotavapor
(Heidolph WB 2000) a presion reducida y temperatura controlada, no mayor a
50°C. Finalmente, el extracto se colocé en cépsulas de porcelana y se llevé a secar
a la estufa a 40 °C. *® A partir del extracto seco se prepararon las concentraciones
5%, 25%, 50%, 75% Yy 100% disueltas en etanol a 70°GL. Luego cada
concentracion del extracto fueron esterilizadas por filtracion con membrana, usando
filtros Millipore de 0.44 pum y 0.22 um.*’ Finalmente, las concentraciones
preparadas, del extracto etanolico, se colocaron en viales ambar de 10 mL y fueron

almacenadas a 4°C hasta su posterior utilizacion.

2.6.3. Obtencidn de la cepa
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La cepa de Candida albicans ATCC 10231 fue obtenida del Laboratorio GenLab del
Per( SAC- Lima y conservada en el cepario del Laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo.
2.6.4. Preparacion de la cepa

Una vez obtenida la cepa, ésta fue reactivada en tubos de ensayo con tapa rosca en
medio Agar Sabouraud dextrosa 4% a 25°C por 48 horas para Candida albicans

ATCC 10231.

2.6.5. Preparacion del inéculo

La cepa de Candida albicans ATCC 10231 se diluyd en caldo glucosado hasta
obtener una suspension semejante a la turbidez del tubo N° 0,5 del nefelémetro de

MacFarland, que corresponde a 1,5 x10® UFC/ml
2.6.6. Sembrado

Con un hisopo estéril, el cual fue embebido en el tubo del cultivo preparado y a una
distancia de 10 cm de la llama de un mechero, se sembr6 en placas Petri conteniendo
agar Sabouraud para Candida albicans ATCC 10231, hisopando uniformemente
sobre toda la superficie del agar y girando cada placa 30°C por 10 veces

aproximadamente.
2.6.7. Determinar el efecto inhibitorio (prueba de susceptibilidad)

Para la prueba de susceptibilidad se prepararon 5 diluciones del extracto etandlico de
las hojas de Bixa orellana L. las concentraciones de 5%, 25%, 50%, 75% y 100%.

Dichas diluciones se conservaron a 4°C para el estudio microbiolégico.

18



Luego de realizar el sembrado de la cepa de Candida albicans ATCC 10231 en
placas Petri, se realizo la prueba de susceptibilidad utilizando el método de Difusion
en Discos 0 método de Kirby-Bauer. Se prepararon discos de papel filtro estériles
sumergiéndolos dentro de cada una de las concentraciones de extracto etanolico; y
después, con aguja estéril fueron colocados sobre los cultivos de Candida albicans
ATCC 10231 en las placas Petri preparadas previamente. Se utilizaron como grupos
controles el fluconazol y suero fisiologico estéril. Posteriormente las placas se

incubaron a 37°C durante 48 horas.

La siembra de los microorganismos fue para cada una de las concentraciones del
extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. Los valores que se obtuvieron se

compararon con los respectivos grupos controles.

Finalmente la lectura se llevé a cabo a las 48 horas. Luego de la cual se midieron los
halos de inhibicion (susceptibilidad) de cada una de las concentraciones, incluyendo
el area del disco de papel de filtro, con una regla milimetrada, procediéndose de
igual manera con ambos controles. La lectura de los halos de inhibicion producidos

se midi6 en milimetros, teniendo en cuenta la escala de Duraffourd.

2.6.8. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se prepararon seis tubos de ensayo cinco de los cuales fueron para las
concentraciones de 5% (50 mg/ml) , 25% (250 mg/ml), 50% (500 mg/ml), 75% (750
mg/ml) y 100% (1000 mg/ml), a los cuales, se afadieron 0.8 mL de cada
concentracion, luego se realizd la inoculacion de 0,2 mL del hongo (en
concentraciones semejantes al tubo 0.5 de la escala de Mac Farland); el sexto tubo
correspondio al control con fluconazol, se afiadio 0.8 ml de fluconazol y 0.2 ml del

hongo y un tubo con cultivo de C. albicans sin tratamiento. Después los tubos
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fueron incubados a 37°C por 48 horas. Posteriormente, se determinaron las cuentas
viables sembrando 0.1ml de solucion de cada uno de los tubos en 10 placas con agar
Sabouraud por cada concentracion y grupos controles, utilizando el asa de Driglasky
para dispersar la muestra; dichas placas se colocaron en la estufa por 48 horas a
37°C y luego se observo el crecimiento del microorganismo mediante el conteo de
unidades formadoras de colonias, considerdndose como CMI a la menor
concentracion en la cual no se observaron UFC. Todo el procedimiento se llevo a

cabo dentro del didametro de 10 ¢cm de la llama de un mechero. %’

Los resultados obtenidos fueron registrados en las fichas de recolecciéon de datos

(Anexo 1y 2) para su posterior analisis.

2.7.Procesamiento, andlisis e interpretacion de la informacion.

Los datos obtenidos fueron procesados con el soporte del paquete estadistico SPSS

20.0

7

% Estadistica descriptiva: Para analizar la informacion se construyeron tablas de
frecuencias de una entrada con sus valores absolutos. Se calculé su media y su

desviacion estandar.

« Estadistica Analitica: Para determinar el efecto inhibitorio de cada tipo de
solucion se hizo un analisis de varianza de un disefio completamente aleatorizado, el
cual tuvo como objetivo béasico la comparacion de las medias de méas de dos
poblaciones. Es decir en el ANOVA se compararon siempre las medias de varias
poblaciones, el cual se hizo a traves de un contraste de hipdtesis, ademas también se
analizaron las diferencias de medias que hay entre las muestras, y también, se

analiz6 el tamafio de muestra.
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Luego se utilizd la prueba de Duncan para comparaciones mdltiples, este es un test
que permiti6 comparar las medias de los niveles de un factor después de haber
rechazado la hipétesis nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA. Este
test trabaja con un umbral cambiante, el cual dependerd del nimero de medias
implicadas en la comparacion. Para determinar el nimero de medias implicadas en
la comparacién se ordenaron las medias muéstrales de menor a mayor y asi al hacer
una comparacion entre dos medias sabremos ademas, cuantas medias quedan dentro.
Para la comparacién de medias se us6 parametro p de este umbral, ambos con un

nivel de significancia del 95%.

2.8. Aspectos éticos:

Con respecto a la ética, por realizarse el trabajo de investigacion in vitro, no hay
incumplimiento de normas éticas. Sin embargo en el presente trabajo se respeto el
principio ético adoptado en el capitulo 6 del cédigo de ética del Colegio Médico del
Per0 titulado: “Del trabajo de investigacion”, especificamente el 6 Art. 48°, donde
habla de la veracidad en la publicacion de los resultados obtenidos en el estudio. Asi
mismo, se tuvo en cuenta los principios de bioseguridad correspondiente a trabajos

in vitro. %8
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I11.  RESULTADOS

TABLA N° 1: Diametro promedio de halo del efecto antifungico a diferentes
concentraciones del extracto etanolico de las hojas de Bixa orellana L. y del
fluconazol sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Concentraciones del

Extracto etandlico de ni Promedio Desv.
Bixa orellana L. Est.

> 10 6.0 0.67
25% 10 S, 067
oo% 10 11.6 1.07
75% 10 16.1 1.97
0% 10 338 4.26
Grupo Control

Fluconazol 10 36.2 210

Fuente: Datos obtenidos por la investigadora, afio 2015
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GRAFICO 01. Promedio de efecto antifungico del fluconazol y las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. sobre la
cepa de Candida albicans ATCC 10231
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5% 25% 0% TE% 100% Fluconazal

Concentraciones del extracto etandlico de las hojas de Bixa
oreffana L. y el grupo control fluconazol
Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.
Se observa que el efecto inhibitorio esta en relacion directa con la concentracion del
extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L., es decir conforme aumenta la
concentracion, también aumenta el diametro de halo de inhibicién. Asi mismo con el

uso de fluconazol se hallé el mayor diametro de halo de inhibicion.
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TABLA N° 2: Analisis de varianza del efecto antifungico a diferentes
concentraciones del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. y el

fluconazol sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231

Fv sC GL CM F P
Tratamientos g 73613 5 1,747.227 30574  0.000
Error 30860 54 5715

Total

9,044.73 59

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador afio2015
Esta tabla muestra que existe diferencia significativa entre el efecto antiflngico in
vitro de las diferentes concentraciones del extracto etandlico de las hojas de Bixa
orellana L. y del fluconazol sobre el crecimiento de Candida albicans ATCC 10231,
dado que el valor de P de la tabla de analisis de varianza es menor que 0.05 indica

que es altamente significativa.
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TABLA N°03: Comparaciones multiples del efecto antifingico a las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. y el
fluconazol sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231. Mediante la prueba
de DUNCAN

Concentraciones
del

) ni Grupos para Alfa =0.05
Extracto etanolico
de Bixa orellana L.

Gl G2 G3 G4 G5

5% 10 6.0
25% 10 1.7
50% 10 11.6
75% 10 16.1
100% 10 33.8
Fluconazol 10 36.2

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador afio 2015

Esta tabla muestra que existen cinco grupos significativamente diferentes sobre el
crecimiento de Candida albicans ATCC 10231: un primer grupo conformado por las
concentraciones de 5% Yy 25% siendo ambas semejantes entre si por no presentar
efecto antifungico, es a partir de la concentracion de 50% que se observa efecto
antifungico, mientras que a la concentracion de 100% se asemeja a la efectividad con
el Gold estandar de los antifingicos que es el fluconazol. Estos grupos son

estadisticamente diferentes entre si a un nivel de significancia de 0.05.
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TABLA N°5: Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de Candida
albicans ATCC 10231 en funcion de cinco concentraciones del extracto etandlico
de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote” y del Fluconazol.

Concentracion del extracto etanolico | Control | Control
de Bixa orellana L. “Achiote” Positivo | Negativo
Repeticiones 5% | 25% | 50% | 75% | 100% | Fluconazol

Medida 1 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 2 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 3 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 4 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10’ cel/ml
Medida 5 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10" cel/ml
Medida 6 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 7 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 8 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 9 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10" cel/ml
Medida 10 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Promedio 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.

Se puede apreciar que no hay unidades formadoras de colonias promedio de Candida
albicans ATCC 10231 en ninguna de las 5 concentraciones de extracto etanolico de
Bixa orellana L.; asi como tampoco con el farmaco utilizado como control, el

fluconazol
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Tabla N° 6: Andlisis de varianza para evaluar los bloques (cepa Candida
albicans ATCC 10231) y los tratamientos (actividad inhibitoria del extracto

etanolico de las hojas de Bixa orellana L. y actividad inhibitoria de Fluconazol)

FV Sumade Grados Promedio F Probabilidad
cuadrados de de los
libertad cuadrados
TRATAMIENTOS 0 5 0 --- ----
ERROR 0 54 0
Total 0 59

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.

En esta tabla se muestra que no existe una diferencia estadistica significativa en el
crecimiento de UFC de Candida albicans ATCC 10231 de acuerdo a la
concentracion del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L “Achiote”. y

actividad inhibitoria de Fluconazol, dado que el valor P de la tabla (P = infinito) es

mayor que 0,05.
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IV. DISCUSION

Segun la Organizacion Mundial de Salud, la medicina tradicional comprende a las
practicas, los enfoques, los conocimientos y las creencias sanitarias diversas que
incorporan medicinas basadas en plantas; en animales o minerales; y en ejercicios
aplicados de forma individual, o en combinacion, para mantener el bienestar, ademas

de tratar, diagnosticar y prevenir las enfermedades. *°

El empleo de las plantas y sus frutos con fines terapéuticos es una préactica que se ha
realizado desde el origen de la humanidad y actualmente es enorme la difusion y
popularidad de las terapias vegetales en el mundo. De esta forma, el uso de las
especies vegetales medicinales que se ha venido haciendo en forma empirica y
basada en la tradicion tiene hoy una base cientifica. “>*?

El afio 2007 se realizd6 una cumbre internacional organizada por el Colegio Médico
del Perd, conocida como La Declaracion de Lima, la cual reconoce la importancia de
la medicina tradicional y recomienda su armonizacion y articulacion con los sistemas
de salud oficiales de cada pais.** La medicina occidental y tradicional no son
excluyentes sino que coexisten dependiendo de la disponibilidad de los servicios de
salud.*

En este contexto podemos referirnos a numerosos estudios sobre los extractos
etanolicos, en los cuales se destaca su gran utilidad en diversas actividades bioldgicas
tales como antioxidantes, antiinflamatorios, analgésico, antibacteriano y antifungico.
Esta Gltima actividad es la que cobra gran importancia debido al aumento del nimero
de pacientes inmunodeprimidos y el incremento de la agresividad de las técnicas

diagnosticas y terapéuticas que han hecho crecer la poblacion susceptible de sufrir

alguna infeccion fangica oportunista, siendo el agente mas comun Candida albicans,
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que puede causar infecciones en la superficie cutanea (intertrigo de grandes pliegues,
erosion interdigital, candidiasis del pafal), y mucosas (infeccién oral o muguet,
esofagitis, , vulvovaginitis y balanitis). Las infecciones fungicas sistémicas y
dérmicas son la causa de gran morbi-mortalidad en este tipo de pacientes, siendo las
dermatomicosis un problema serio para nifios de las naciones del tercer mundo como
una consecuencia del deficiente cuidado sanitario.”> Los farmacos disponibles
actualmente tienen una toxicidad importante, producen recurrencia 0 causan
resistencia, razon por la cual se estd procurando el uso de nuevos antifingicas mas
potentes pero sobretodo mas seguros que los existentes.*®

El Perd, un pais con gran diversidad de especies vegetales, el tema ha sido trabajado
mediante varios estudios de etnobotanica realizados en poblaciones diversas, aun asi,
muchas permanecen desconocidas en el ambito terapéutico.*” Entre las cuales
tenemos a Bixa orellana L. “Achiote”, Conocido por su uso en la industria
alimentaria. Pero poco estudiada sobre su actividad antifangica.

La presente investigacion demostrd la actividad antifungica del extracto etandlico de
Bixa orellana L. “Achiote” frente a Candida albicans ATCC 10231 utilizando el
método de Kirby y Bauer (difusion en disco) y determinando la concentracion
minima inhibitoria.

La actividad antimicrobiana de Bixa orellana L. “Achiote”, se puede explicar por el
gran contenido de compuestos glucosidos flavonicos, taninos, y terpenoides. Aunque
los mecanismos mediante los cuales la producen no estan bien esclarecidos, algunos
estudios hacen mencion sobre la actividad antifingica de los flavonoides, podria
darse por la inhibicion de la conversion dimorfica mediante dos mecanismos: el
primero seria inhibiendo la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs)

durante la formacion del tubo germinativo, ya que los EROs juegan un rol durante la
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invasion e infeccion de los tejidos, en la formacion del tubo germinal y crecimiento
de las hifas; se ha demostrado que existe una estrecha correlacion entre la formacion
del tubo germinal y el incremento de la adherencia de C. albicans a las células
epiteliales de la mucosa, por lo que se ha sugerido desde entonces que este pudiera
ser uno de los mecanismos relacionados con la virulencia por parte de las especies
de Candida albicans; el otro mecanismo seria inhibiendo la degradacion del
glutation, principal regulador no enzimatico del equilibrio redox intracelular; durante
la elongacién de las hifas. 44

En el presente estudio se encontrd que el extracto etandlico de las hojas de Bixa
orellana L. “Achiote”, tuvo efecto inhibitorio in vitro frente a Candida albicans
ATCC 10231, Como se observa en la Tabla N ° 1 se presentan de manera descriptiva
las 10 observaciones registradas para cada una de las 5 concentraciones evaluadas
del extracto etanolico de Bixa orellana L. “Achiote” y del antimic6tico de referencia
que correspondi6 al efecto del fluconazol; se expresaron en términos del didmetro en
milimetros del halo de inhibicién, en funcion de estos valores se determinaron los
correspondientes promedios como cifra representativa de cada concentracion del
extracto y del fungicida; tomando en cuenta la asignacién cualitativa categorizando
el halo a través de los valores de corte de la Escala de Duraffourd, observando un
efecto que se incrementa de manera directamente proporcional al incremento de la
concentracion del preparado es asi que a concentraciones de 5% y 25% el halo de
inhibicidn es nulo por tener un didmetro promedio de 6 mm en el primer caso y 7.7
mm en el segundo; mientras que al 50% (500 mg/ml) el didmetro promedio es de
11.6 + 1.07 estableciendo un grado de sensibilidad limite; a partir de la concentracion
de 75% se alcanza el efecto in vitro de sensibilidad media por presentar halo de

inhibicidn promedio de 16.1 = 1.97 mm, mientras que a concentraciones del 100% se
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obtiene un efecto in vitro de suma sensibilidad, la cual es semejante al efecto in vitro
que consigue el fluconazol puesto que solo con estas 2 exposiciones se alcanzaron
halos de inhibicién mayores a 20 mm en las 10 repeticiones con un promedio de 33.8
+4.26 mmy 36.2 £3.19mm.

En relacion a los referentes previos observamos cierta coincidencia con los hallados
en el estudio realizado.

En el Grafico N°01, se observa que el efecto inhibitorio esta en relacion directa con
la concentracion del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote”, a
mayor concentracion, mayor didmetro de halo de inhibicion. Asi mismo con el uso
de fluconazol se hall6 el mayor didmetro de halo de inhibicion.

Para comprobar si existia diferencia entre los promedios de las cinco concentraciones
como se observa en la Tabla N°02 se verifica mediante el andlisis de Varianza la cual
indica que las cinco concentraciones utilizadas si tuvieron una diferencia dosis
dependiente debido que los grupos mostraron tener diferencias altamente
significativas (p<0.00)

En la Tabla N°03 la prueba de comparaciones multiples Duncan respectivamente la
comparacion de los efectos fungicidas expresados como una medida de los
promedios en los halos de inhibicion, en este sentido la tendencia observada
condiciona 5 categorias: el primer grupo conformado por las concentraciones de 5%
y 25%, las cuales no tienes no tienen diferencia significativa entre si ni efecto
inhibitorio, por otro lado el efecto inhibitorio minimo se da a partir del segundo
grupo perteneciente a la concentracion de 50 %, asi mismo a concentraciones de
100% se logra un efecto semejante mas no igual que el grupo control con fluconazol,
el cual es minimamente superior. Tras esta valoracion analitica es posible precisar a

partir de que concentracion es que se empieza a obtener el efecto anti fangico
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esperado y por lo tanto la concentracion que tendria relevancia para su aplicacion en
la practica clinica diaria.

En la Tabla N°04 se expone de manera descriptiva las observaciones, en esta ocasion
respecto a las unidades formadoras de colonias de Candida albicans ATCC 10231
registradas con las 6 exposiciones en estudio; en este sentido se observa una
distribucion homogénea en el sentido de no registrar crecimiento de colonias con
ninguna de las 5 concentraciones del extracto y evidentemente tampoco con la
exposicion al fluconazol, el grupo control de Candida albicans ATCC 10231, sin
tratamiento confirmé el efecto de Bixa orellana L. “Achiote”, ya que el resultado fue
de 10° Cel./ml. Esta informacién se complementa en la Tabla N° 6 con el analisis de
varianza respectivo tras el cual se puede concluir que la concentracion inhibitoria
minima del extracto etanolico de las hojas de Bixa orellana corresponde al 5%; y en
términos de este criterio se le puede asignar a esta preparacion un efecto in vitro
similar al observado para el fluconazol. Cabe aclarar que la razon entre la
discordancia entre la ausencia de UFC en una concentracion de 5 % vy el efecto
inhibitorio minimo que se da a partir del 50%, podria ser debido a que el extracto de
Bixa orellana L. no difunde con facilidad con la técnica de dilucién en placa.
Tomamos en cuenta también las conclusiones a las que llegaron Braga y Cols. En
Brasil quienes estudiaron 20 plantas usadas en la medicina tradicional brasilefia por
su actividad antifungica; entre los 20 extractos metandlicos ensayados; se incluyo a
Bixa orellana el cual en esta serie; evidencidé la mejor actividad contra Criptococus
neoformans con una concentracion inhibitoria minima de 0.078 mg/ml; valor que
corresponde a una concentracion baja del extracto; lo cual resulta coincidente con
nuestros hallazgos puesto que evidenciamos que fue la concentracion al 5% la que

fue suficiente para alcanzar esta denominacién *
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V. CONCLUSIONES

1. El extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote” tiene efecto
antifungico in vitro sobre Candida albicans ATCC 10231, el cual esta en relacion a

la concentracion utilizada.

2. La concentracion inhibitoria minima para Candida albicans ATCC 10231 por

parte del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana L. “Achiote” fue al 5%.
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VI. RECOMENDACIONES

. Dada la importancia de precisar las asociaciones definidas en la presente
investigacion; se recomienda la realizacion de nuevos estudios experimentales,
para otro tipo de hongos y otros microorganismos.

. Utilizar concentraciones menores al 5%, para estudios posteriores

. Realizar estudios in vivo en animales de laboratorio con infecciones flngicas
experimentales.

. Seria conveniente desarrollar la intervencion experimental aleatorizada en el

contexto clinico de interés; con la aplicacion del preparado en pacientes.
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ANEXOS



ANEXO N° 1

Tabla N° 1: Diametro de halo de inhibicion de Candida albicans ATCC 10231 en
funcién de cinco diferentes concentraciones del extracto etandlico de Bixa

orellana L. “Achiote” y del Fluconazol

Concentracion del extracto etanolico de Bixa Control
Ndmero de orellana L. “Achiote” Positivo
repeticiones 5% 25% 50% 75% 100% Fluconazol
Halo 1 (mm) 6 7 11 16 30 40
Halo 2 (mm) 5 7 12 15 32 36
Halo 3 (mm) 6 8 12 20 36 40
Halo 4 (mm) 7 8 13 18 42 38
Halo 5 (mm) 6 8 10 15 30 38
Halo 6 (mm) 7 7 11 14 34 32
Halo 7 (mm) 6 9 12 14 32 32
Halo 8 (mm) 6 8 12 18 40 36
Halo 9 (mm) 5 7 10 16 30 38
Halo 10 (mm) 6 8 13 15 32 32

Fuente: Datos obtenidos por la investigadora, afio 2015.
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ANEXO N° 2

TABLA N°2: Namero de unidades formadoras de Colonias (UFC) de Candida
albicans ATCC 10231 en funcion de cinco concentraciones del extracto etanélico

de Bixa orellana L. “Achiote” y del Fluconazol.

Concentracion del extracto etanolico | Control | Control
de Bixa orellana L. “Achiote” Positivo | Negativo
Repeticiones 5% | 25% | 50% | 75% | 100% | Fluconazol

Medida 1 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 2 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 3 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 4 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10’ cel/ml
Medida 5 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10" cel/ml
Medida 6 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 7 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 8 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Medida 9 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10’ cel/ml
Medida 10 (UFC) | 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml
Promedio 0 0 0 0 0 0 10° cel/ml

Fuente: Datos obtenidos por la investigadora, afio 2015.
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ANEXO N° 3

IMAGENES

Fotografia 1: Seleccion: de las hojas de
Bixa orellana L. “Achiote”

Fotografia 2: Secado de las hojas en la
estufa a 40°C

Fotografia 3: Molienda en mortero

Fotografia 4: hojas pulverizadas de Bixa
orellana L. “Achiote”
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Fotografia 5:
Whatman N°1

Filtracion con papel

Fotografia 6: Filtracion de la muestra en el
equipo de filtracion al vacio.

L {

-

Fotografia 7: Concentracion del extracto
etanolico en un equipo de rotavapor a una
temperatura de 40°C

Fotografia 8: Concentraciones listas al
5%. 25%, 50%, 75% y 100% de B.
orellana L. “Achiote”

{tracto etandlico biracto etagiet biracty etandico
| Achiote Achiote Achiote
54 S/ [ 25% 15000 s, e
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ANEXO N°4

Preparacion y sembrado

Fotografia 8: Cepa de Candida albicans
ATCC 10231

Fotografia 9: Siembra de Céndida albicans
ATCC 10231

Fotografia 10: Reactivacion de inocuo
en caldo glucosado

Fotografia 11: Comparacion de la turbidez
de Mac Farland y solucion salina
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Fotografia 12: Siembra de Candida Fotografia 13: Siembra de Candida
albicans ATCC 10231 albicans ATCC 10231
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ANEXO N°5

Fotografia 14: Preparacion de las
concentraciones de B. orellana L.
“Achiote ” 0. para la determinacion CIM

Fotografia 15: Inoculacion de las
concentraciones para determinacion de la
CIM

Fotografia 16: control de resultado de la
CMI al 100% comparado con el grupo
control de C. albicans ATCC 10231 sin
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