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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antifungico in vitro del aceite esencial del clavo de
olor (Syzigium aromaticum) frente a Céndida albicans ATCC 10231. Método:
Estudio de tipo experimental, prospectivo y transversal. El aceite esencial del clavo
de olor (Syzigium aromaticum) se obtuvo por destilacién de arrastre de vapor de
agua. Por el método de Lock se ensayo la marcha de solubilidad y fitoquimica. Se
uso el método de Kirby Bauer para hallar la sensibilidad de Candida albicans en
funcion a la medida de los halos de inhibicion y por dilucibn en medio liquido se
hallé la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Resultados: Por cada 200 g de
muestra de clavo de olor se obtuvo 2 mL de aceite esencial, se observo que es
soluble en vaselina liquida y etanol, insoluble en agua, los componentes quimicos
presentes fueron taninos, glacidos y alcaloide. Se hall6 que Candida albicans
presenté mayor sensibilidad segun tamafio de formacién de halos de inhibicién al
aceite esencial de clavo de olor en las concentraciones de 50% (26.0 mm) y
menor sensibilidad en concentracion del 15% (11.6 mm), seguida de las
concentraciones de 100% (12.1 mm) y 25% (17.2mm) respectivamente siendo
significante al ser comparado con el grupo control (p<0,05). La CMI fue 15% vy la
concentracion maxima inhibitoria fue 50%. Conclusion: El aceite esencial del
clavo de olor (Syzigium aromaticum) presentd efecto antifingico frente a Candida

albicans.

Palabras claves: Syzigium aromaticum, Candida albicans, antimicoético.
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ABSTRACT

Objective: To determine the antifungal effect in vitro of the essential oil of clove
(Syzigium aromaticum) against Candida albicans ATCC 10231. Method:
Experimental, prospective and transversal type study. The essential oil of the clove
(Syzigium aromaticum) was obtained by steam distillation. By the method of Lock,
the march of solubility and phytochemistry was tested. The Kirby Bauer method
was used to find the sensitivity of Candida albicans according to the measurement
of the inhibition zones and, by dilution in liquid medium, the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) was found. Results: For each 200 g of clove sample, 2 mL of
essential oil was obtained, it was observed that it is soluble in liquid petrolatum and
ethanol, insoluble in water, the chemical components present were tannins,
glucides and alkaloids. It was found that Candida albicans showed greater
sensitivity according to size of formation of haloes of inhibition to the essential oil of
cloves in the concentrations of 50% (26.0 mm) and lower sensitivity in
concentration of 15% (11.6 mm), followed by the concentrations of 100% (12.1
mm) and 25% (17.2 mm) respectively, being significant when compared to the
control group (p <0.05). The MIC was 15% and the maximum inhibitory
concentration was 50%. Conclusion: The essential oil of the clove (Syzigium

aromaticum) presented antifungal effect against Candida albicans.

Key words: Syzigium aromaticum, Candida albicans, antifungal.



INTRODUCCION

Las infecciones micéticas superficiales son comunes en todo el mundo y son un
problema de salud para la poblacion en especial en paises tropicales. La
sobrepoblacion, las malas condiciones higiénicas y el clima hdamedo, han
conducido al aumento de la prevalencia de estos patdgenos. Estas micosis
constituyen causa frecuente de consulta médica. Dentro de las infecciones por
hongos, la Candida es uno de los patdbgenos mas comunes y en especial por la

presentacién de cuadros invasivos en pacientes inmunocomprometidos .

La incidencia de infecciones flngicas en especial por Candida albicans adquiridas
en la comunidad y en la nosocomial se han incrementado significativamente en las
tltimas décadas, acompafiando el creciente nimero de pacientes de alto riesgo,
particularmente en aquellos donde su sistema inmunitario es bajo. La mayoria de
antifangicos utilizados clinicamente tienen varios inconvenientes en términos de
toxicidad, interacciones farmaco-farmaco, falta de eficacia fungicida, costo y
emergencia de cepas resistentes causadas por uso frecuente de algunos de estos
farmacos. A pesar de la introduccién de nuevos farmacos antimicéticos todavia
son limitadas en namero. Por lo tanto, hay una gran demanda de nuevos agentes
antifangicos, lo que justifica la busqueda intensa de nuevos medicamentos que

sean mas efectivos y tengan menor toxicidad que las existentes .



1.1

CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion de la realidad problematica

El nUmero de antifungicos disponibles para tratar las micosis invasoras
por hongos filamentosos es muy escaso, entre los de mayor uso
tenemos los de tipo polieno los azoles, triazoles como itraconazol,
fluconazol y nistatinas. La eficacia de éstos farmacos antifungicos para
el tratamiento de infecciones micéticas sistémicas graves es limitada, lo
que puede explicarse por ausencia de técnicas que diagnostiquen la
infeccion de forma precoz, toxicidad y limitaciones que presenta la
dosificacion de algunos antifungicos como anfotericina B, escases de
alternativas terapéuticas, aparicion de cepas resistentes a los
antifingicos. Se encuentran estudios en los que se ha reportado la
actividad antidermatofitica del aceite esencial y otras fracciones
organicas extraidas de plantas como Magnolia liliflora, evaluada contra
varias cepas de hongos tales como Microsporus canis, Trichophyton
rubrum y T. metagrophytes, hongos relacionados con infecciones de
piel en humanos. En este mismo contexto, discuten la eficacia de los
aceites esenciales de eucaliptus, lavanda, canela y menta contra
microorganismos resistentes a los antibidticos de ambientes
hospitalarios dentro de los que se contemplan bacterias como S. aureus

y algunas especies del género Candida ©.

Al clavo de olor (Syzygium aromaticum) se le confiere propiedades
como antiséptico, analgésico, antiséptico, antibacteriano, carminativo y
antifungico. cuyo principal ingrediente activo es el eugenol (85-95 %);
estd compuesto ademas por acetileugeno, a y P cariofilenos y
pequefias cantidades de ésteres, cetonas y alcoholes. Como
antiséptico, la accion del aceite esencial es similar a un efecto
bacteriostatico; sin embargo, algunos de sus componentes quimicos

parecen tener propiedades bactericidas ©.
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Los aceites esenciales son productos naturales de valor e importancia
econOmica. Su bioactividad se investiga por sus efectos farmacologicos,
producidos por sus componentes quimicos obtenidos por diversas
técnicas fisicas y quimicas de las células vegetales ©. Los estudios in
vito resultan ser U(tiles ya que aportan nuevos conocimientos de
actividad biolégica de productos vegetales como es en nuestro caso, el

efecto antifungico del aceite esencial del clavo de olor.

1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
1. ¢Tendra efecto antifungico in vitro el aceite esencial del clavo
de olor (Syzigium aromaticum) frente a Candida albicans?
1.2.2. Problemas especificos
1. ¢Qué concentracion del aceite esencial del clavo de olor
(Syzigium aromaticum) tendra mayor efecto antifungico in vitro
frente a Candida albicans?
2. ¢(Cuales seran los principales grupos de constituyentes
quimicos presentes en el aceite esencial clavo de olor

(Syzigium aromaticum)?

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general.
1. Determinar el efecto antifingico in vitro del aceite esencial del

clavo de olor (Syzigium aromatucum) frente a Candida albicans.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Determinar en qué concentracion el aceite esencial del clavo de
olor (Syzigium aromaticum) tiene mayor efecto antifungico in

vitro frente a Candida albicans.



2. Determinar cudles son los principales constituyentes quimicos
presentes en el aceite esencial del clavo de olor (Syzigium

aromaticum).

1.4. Justificacion de la investigacion
Un aspecto que motiva investigar 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 mayor parte de farmacos son
fungistaticos y requieren administracion prolongada en los tratamientos
gue permite que aparezcan clones resistentes. Ante este aumento de
infecciones por hongos, se lleva a cabo una constante busqueda de
alternativas terapéuticas provenientes de las plantas medicinales como
fuente de nuevos y variados agentes antimicoticos. Se reconoce que las
acciones de los aceites esenciales dependen de sus propiedades
fisicoquimicas ©. Existe en el mercado un significativo nimero de
farmacos productos de sintesis quimica, con la presente investigacion se
pretende aportar a los conocimientos actuales del uso terapéutico del
aceite esencial del clavo de olor a la poblaciéon y comunidad académica.
La candidiasis causada por Candida albicans, es una infecciéon que esta
incrementando cada dia, su afeccibn no solo en pacientes
inmunosuprimidos y hospitalizados sino también en aquellos que se
exponen por circunstancias laborales y el hogar en donde viven. Esta
investigacion permitira aportar que el aceite esencial extraida del clavo de
olor tiene efecto antifungico in vitro frente a Candida albicans; de esta
manera se contribuira con nueva alternativa natural para tratar diversas

afecciones micoticas en las personas.



CAPITULO Il: FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes Nacionales

Gastelu V, et al. 2016. Evaluaron el “Efecto antimicético in vitro de aceite
esencial de Origanum vulgare, sobre cepa de Céandida albicans ATCC
10231”. Seleccionaron cuatro especies diferentes de orégano, mediante
destilacion por arrastre de vapor obtuvieron los aceites esenciales;
determinaron cualitativamente su composicion quimica por Cromatografia
de Gases, Espectrometria de Masas (CG/EM). Evaluaron in vitro la
actividad antimicotica por pruebas de sensibilidad con el método de
difusion por discos en cultivo de agar frente a Candida albicans. Hallaron
actividad antimicotica de todos los aceites a partir de las concentraciones
de 12,5%. Concluyen que los aceites esenciales del Origanum vulgare de
los diversos geotipos presentan diferencias en sus efectos antimicoticos.
El aceite esencial obtenido del Origanum vulgare puede ser una

alternativa terapéutica para el tratamiento de infecciones flingicas .

Marca C. 2012. Realizo la investigacion “Actividad antimicética in vitro del
aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn “canela” frente a
Céandida albicans ATCC 6538”. Obtuvieron de la corteza el aceite esencial
de Cinnamomum zeylanicum Breyn "canela" por destilacion de arrastre de
vapor. Utilizaron la técnica de Kirby Bauer, para determinar el grado de
sensibilidad frente a Candida albicans en funcion del tamafio de los halos
de inhibicién, usaron la técnica por dilucibn en medio liquido para
determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y por difusion en
agar para determinar la Concentracion Minima Fungicida (CMF) del aceite
esencial. Demostraron que Candida albicans presentd sensibilidad alta al
aceite esencial. Hallaron que la CMI para Candida albicans fue 0,01895

mg/ml y la CMF fue de 0,020529166 mg/ml. Concluyen que el aceite



esencial de Cinnamomum zeylanicum Breyn presenta actividad

antimicética in vitro frente a Candida albicans ©.

Cano C, et al. 2006. Estudiaron la “Actividad antimicética in vitro y la
elucidacion de algunos de los metabolitos del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia)”. Obtenido del distrito de Huacrapuquio
ubicado a 2700 msnm, Provincia de Tarma. Obtuvieron el aceite esencial
de las hojas de Minthostachys mollis por destilacion de arrastre de vapor.
Realizaron estudios fisicoquimico y determinaron la composicién quimica
mediante técnica de cromatografia de gases (CG), obteniendo los
siguientes monoterpenos: Pulegona, Mentona, Limoneno y Mirceno, a los
gue atribuyeron la actividad funguicida-fungistéatica. Por la técnica de agar
en difusion, determinaron la actividad antimicotica, frente la inhibicion del
crecimiento de los hongos: Trichophytun tonsurans, Trichophytun
mentagophytus, Microsporun canis. Hallaron los didametros de la prueba de
difusion de las cepas de: Candida albicans y por dilucion en tubo de agar
de Candida albicans, fueron de: 30 mm al 100 % del Aceite esencial de la
mufia y 35 mm al 50% del aceite esencial y los dermatofitos (Trichophytun
tonsurans, Trichophytun mentagophytus, Microsporun canis), su

crecimiento se inhibié con el aceite esencial ©.

Apaza S. 2015. Realiz6 el estudio “Efecto antimicotico del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Candida albicans”.
Recolectaron la mufia en el departamento de Puno, la obtencion del aceite
esencial se efectué en Laboratorio de Operaciones y Procesos Unitarios
de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del
Altiplano (UNA) — Puno. Las muestras de esputo se obtuvieron de
pacientes con tuberculosis del Hospital Regional “Manuel Nuiez Butrén”,
la identificacion, el aislamiento y determinacion del efecto antimicético, se
efectud en laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la UNA — Puno. Determinaron el efecto antimicotico
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mediante mediciones de 105 halos de inhibicion, usaron el método de
Kirby — Bauer (antibiograma antimicotico), utilizaron cepa clinica de
Céndida albicans aislados de pacientes con tuberculosis. Los grupos de
estudio fueron concentraciones de 1 mL/25 pyL (T1), 1 mL/50 pL (T2), 1
mL/100 pL (T3), 1 mL/150 pL (T4), 1 mL/200 pL (T5), 1 mL/250 pL (T6),
donde (mL/uL) fue la proporcién de agua destilada y aceite de mufa
respectivamente), un grupo control positivo (Fluconazol), y un grupo
control negativo (agua destilada estéril). Emplearon el andlisis estadistico
ANVA para determinar el efecto antimicético y Tukey para la
concentracion inhibitoria adecuada y la evaluacion de los halos de
inhibicion. Hallaron; la media de los halos de inhibicion del T1 fue de
3,4mm (0,0 — 4,9); del T2 11,2mm (10,1 — 11,9); del T3 15,7mm (14,4 —
16,9); del T4 19,0mm (17,9 — 20,0); del T5 24,1mm (23,4 — 25,2); del T6
29,2mm (28,3 — 30,0); y del grupo de Fluconazol 25,5mm (24,8 — 26,8). No
obtuvieron halos de inhibicion en el grupo de control negativo. Encontraron
diferencia significativa entre el T1 — T6 y el grupo de Fluconazol a (p
<.0001), a un a = 0.05. Concluyen que de los seis tratamientos, el sexto
demostré una concentracion inhibitoria adecuada de 1 mL/250 uL (T6), el
cual fue superior con diametro de halo de inhibicibn mayor, al comparar
con Fluconazol (control positivo), demostraron que el aceite de
Minthostachys mollis tiene efecto antimicotico sobre cepas de Candida

albicans 19,

2.1.2. Antecedentes Internacionales

Moura J, et al. 2012. Estudiaron la “Actividad antifingica del aceite
esencial de Eugenia caryophyllata sobre cepas de Candida tropicalis de
aislados clinicos”, utilizaron el método de difusion en disco, la
concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracién fungicida
minima (CFM). La difusion en disco, con los aceites esenciales de
Cinnamomum zeylanicum, Eugenia caryophyllata y Origanum vulgare

7



obtuvieron mayor valor de inhibicion. La CIM y CFM del aceite esencial de
Eugenia caryophyllata fue 512 y 1024 upg/mL respectivamente, y la
anfotericina B fueron idéntico, 2 pg/mL. Concluyen que el aceite esencial

de Eugenia caryophyllata tiene potente actividad antifngica .

Carranza L, et al. 2016. Evaluaron el “Efecto anti fungico “in vitro” de
aceite esencial y EARO (Extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis) en
concentraciones al 100%,75%,50% y 25% sobre Céndida albicans cepa
ATCC 10231". Sembraron en agar Sabouraud por el método de difusion
en pocillos con las soluciones experimentales y se incubd durante 18 h a
37° C, luego se procedié a la medicién de los diametros del halo de
inhibicion. Los resultados de la medicion fue en promedio de 5,8 mm en
15% de EARO, 9,1 mm en 20% de EARO, 10,66 mm en 25% de EARO,
11,83 mm en 50% de EARO, 12,5 mm en 75% de EARO, 14,73 mm en
100% de EARO, el halo de inhibicion generado por el aceite esencial fue
de 9,2 mm. Comprobaron que el extracto alcohdlico de Rosmarinus
officinalis “Romero”, presentd efecto anti fungico sobre Candida albicans
cepa ATCC 10231 @2,

Chamba L, et al. 2015. Evaluaron el “Efecto antifungico del aceite
esencial del Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba
luisa), sobre cepas de Candida albicans en comparacion con la nistatina
estudio in vitro”. Obtuvieron el aceite esencial mediante técnica de arrastre
a vapor en diferentes concentraciones. Activaron la cepa micologica y la
preparacion del in6culo con una turbidez de 0,5 en la escala Mc Farland,
la siembra se realizé en 19 cajas petri con el medio de cultivo Dextrosa
Sabouraud a una temperatura de 37°C luego procedieron a la colocacion
de discos estériles impregnados de las diversas concentraciones de
aceites esenciales (25%, 50%, 75%, 100%), usaron nistatina como control
positivo y tween 80 como control negativo. Incubaron el material durante

72 horas para la posterior medicién de los halos de inhibicion mediante



una regla pie de rey. Concluyen que existieron discrepancias significativas
por grupo de estudio segin la prueba de Kruswal 2.

Lozada B, al et. 2012. Evaluaron el “Efecto antifingico in vitro de cinco
aceites esenciales (AEs) (AE1, AE2, AE3, AE4 y AEDS) extraidos de Lippia
origanoides, L. citriodora y L. alba sobre aislados de monilia
(Moniliophthora roreri)” obtenidos de los frutos de cacao provenientes de
San Vicente de Chucuri, Santander, Colombia. Las especies vegetales de
Lippia fueron recolectadas en cinco localidades colombianas. Los aislados
de monilia (M1, M2, M3, M4 y M5) se caracterizaron por su morfologia,
germinacién y crecimiento en medios de cultivo. El efecto antifungico de
diversas concentraciones de los AEs se evalu6 contra el aislado M2 y la
cepa de M. roreri (ATCC 64239), para identificar su efecto sobre la
germinacion y la inhibicion del crecimiento micelial. Los AEs estudiados
inhibieron 100% de la germinacion y del crecimiento micelial, usaron
concentraciones de 800 - 1000 ug/ml. Concentraciones de 200ug/ml
mostraron efecto antifungico, siendo los mas activos los AEs obtenidos de
L. origanoides (AE2 y AE3). Sobre la susceptibilidad se observaron en
general mas susceptibilidad el aislado M2 que la cepa ATCC. Los AEs de
L. origanoides son candidatos para ser utilizados como probables
biofungicidas en el control de la moniliasis. Es necesario estudios futuros
orientados a determinar la actividad in vivo antifingica de estos AEs y sus

principales componentes ¥,

Gomez C, et al. 2010. Realiz6é el estudio “Evaluacion de la actividad
antibacteriana y antimicética de los extractos de Myrciantes hallii
(arrayan), Amaranthus asplundii (ataco), Peperomia peltigera (pataku
yuyo), especies reportadas en Peguche — Imbabura, sobre Streptococcus
mutans, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans causantes de
enfermedades bucofaringeas.” Realizaron identificacion botanica,
métodos fitoquimicos para elaborar los extractos usaron solventes de

polaridad creciente hexano, etanol, agua. Efectuaron pruebas



microbiolégicas in vitro mediante la técnica de difusion en agar. EI mejor
extracto fue Myrcianthes hallii (arrayan) en etanol, que inhibié a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Klebsiella pneumoniae, Candida
albicans, consideraron al extracto de gran espectro. En la etapa final se
identificaron metabolitos secundarios del extracto, mediante ensayos
fitoquimicas preliminares, hallaron la presencia de flavonoides, taninos,
alacloides y saponinas. De esta manera se considera la Myrcianthes hallii

(arrayan) para tratar problemas bucofaringeas *°.

Suarez E. 2012. Estudiaron la “Actividad antibacterial que manifiestan los
aceites esenciales de: Zacate de limén (Cymbopogon Citratus DC. Stapf.),
Eucalipto (Eucalyptus ssp.) y Clavo de olor (Sysygium aromaticum L.)
solos y en combinacién contra la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853”. Usaron el método de arrastre de vapor la la obtencion de aceites
esenciales. Los aceites se almacenaron en recipientes de vidrio (vol. 125
mL) a 4 °C. La actividad antibacterial se realiz6 por método de Kirby-Bauer
en réplicas de 10 para cada uno de los aceites esenciales; en cada réplica
usaron los siguientes volimenes 5, 10 y 15 pL y como control positivo,
Polimixina B (300 units). Hallaron que el aceite esencial de Eucalipto no
present6 actividad antibacteriana a un volumen de 5uL, a un volumen de
10uL si mostré actividad antibacteriana intermedia contra la cepa y
volumen de 15pL mostré actividad positiva. La combinacion de aceite
esencial mostré actividad intermedia a volimenes de 5uL y 10uL y positivo
a 15uL. Los aceites esenciales de Zacate de limén y Clavo de olor no
mostraron actividad contra la cepa, en ninguno de los volumenes
estudiados. Se evidencid la actividad antibacterial de los aceites
esenciales principalmente el aceite esencial de Eucalipto procedente del
area periurbana del municipio de Ciudad Sandino, contra la cepa

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (1©),
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2.2. Bases teoricas

2.2.1. Aceites esenciales (AE)

Los aceites esenciales son mezclas de lipidos o grasas peso molecular
bajo muy hidrofébicas, por lo general menos densos que el agua, volatiles,
aromaticos, son producidos por el metabolismo secundario de las plantas,
formados por terpenos, en particular monoterpenos y sesquiterpenos, asi
como sus derivados oxigenados, aldehidos, alcoholes, acidos y ésteres
terpénicos que se denominan respectivamente, monoterpenoides y

sesquiterpenoides .

Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles, generalmente
destilables por arrastre con vapor de agua, contienen las sustancias
responsables del aroma de las plantas y son de importancia en la industria
cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y
saborizantes) y farmacéutica (saborizantes). Los aceites esenciales
generalmente son mezclas complejas. En su gran mayoria son de olor

agradable 9.

2.2.1.1. Propiedades antibacterianas y antifungicas de los aceites
esenciales.

El aceite esencial con gran espectro de accion tenemos al tomillo, seguido
de orégano, clavo, nuez moscada, geranio y pimienta negra. La actividad
biolégica de los aceites esenciales estaria relacionada con los
componentes de los volatiles de los aceites de las plantas y sus grupos
funcionales, y una posible interaccion sinérgica entre sus componentes.
Los componentes con estructura fenolica como el carvacrol, el eugenol y
el timol, fueron muy efectivos frente a los microorganismos fungicos en
estudio in vitro. La aplicacién de aceites esenciales es un muy atractivo
para controlar enfermedades tanto en cosecha como en postcosecha.
Estos materiales son mezclas complejas de componentes volatiles
producidos en diversas partes de las plantas, y han sido reconocidos por

poseer diferentes funciones, incluyendo resistencia a plagas vy
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enfermedades; algunos aceites esenciales, asi como sus componentes,

han demostrado poseer propiedades antifingicas y antibacterianas 9.

2.2.2. Clavo de olor

Pertenece a la familia Myrtaceae (Mirtaceas), su nombre cientifico es
Syzigium aromaticum o Eugenia caryophyllus. Se origina en los climas
tropicales, es un arbol grande que puede alcanzar los 15 m de altura, los
botones que aun no abren se cosechan y seca, esos son los indicados
para comercializar. Fue utilizado en la antigiedad para calmar el dolor
dental y en la actualidad se conoce que sus propiedades son atribuidas a
Su aceite esencial, este aceite se obtiene mediante un proceso llamado

destilacién por arrastre de vapor 9.

2.2.2.1. Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae

Clase: Magnoliosida

Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Syzygium

Especie: aromaticum

2.2.2.2. Estructura

- Flores: Tiene 4 pétalos, su caliz posee un tubo de 1,5 cm de longitud
y con pediculos pequefios .

- Fruto: Con una longitud que oscila de 2 a 2,5 cm y con una semilla
(19)_

- Tallo y hojas: El tronco posee un diametro de 40 cm y las hojas de
forma eliptica a lanceolada, con una longitud de 12 cm y un ancho de

3,5 cm 19,
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2.2.2.3. Composicién quimica del clavo de olor

El Eugenol (2-metoxi-4alil fenol) y el aldehido cindmico (3-fenil-2-
propenal), son los principales constituyentes volatiles del clavo y de la
canela, con alta actividad antimicrobiana ©.

El tomillo y el orégano poseen terpenos Carvacrol, p-cimeno y timol como
componentes volétiles y de alta actividad inhibitoria sobre bacterias,
hongos y levaduras, siendo el timol el que se encuentra en mayor
proporcidn en ambas especias. La composicion del aceite esencial de
clavo de olor segun, contiene Eugenol en un 83.6%, acetato de Eugenilo
en un 11.6% y cariofileno al 4,2% #%.

Las esencias son mezclas complejas en cuya componentes se encuentran
los hidrocarburos como terpenos, aldehidos, ésteres y compuestos
fendlicos, los cuales son responsables del aroma que caracteriza a los

aceites esenciales V.

La actividad antifungica de los aceites esenciales se asocia al contenido de
fenoles monoterpenos especialmente el de tomillo (Thymus vulgari L.),

orégano (Origanum vulgare L.) y clavo (Eugenia caryophyllata Thunb.) @,

Su mecanismo de accion se asocia con la capacidad de interactuar con el
citoplasma del patégeno y su modo de accidén parece estar estrechamente
relacionado con la solubilidad de cada compuesto @Y.

2.2.2.4. Compuestos activos

- Aceite esencial. Liquido amarillento, olor caracteristico e intenso,
sabor picoso y fresco, soluble en alcohol no en agua ©?.

- Fitoesteroles. Son esteroles de las plantas es decir que tiene un origen
vegetal, aqui tienen la misma funcion que cumple el colesterol en los
animales que al formar parte de la membrana celular repara y forma
nuevas células que se llama blogue de construccién @.

- Taninos. Son compuestos fenolicos es decir en su estructura tienen

minimo un grupo fenol, un grupo funcional y un anillo aromatico, le
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proveen a la planta una defensa contra patdgenos. Tiene efecto
astringente 2
- Flavonoides. Son compuestos fendlicos, pigmentos que contienen las
plantas y que a su vez va a protegerla de dafios oxidantes hacia a ella.
En su estructura quimica se encuentra varios grupos hidroxilo fendlico
(22).
2.2.2.5. Mecanismo de accion
La accion del aceite esencial del clavo de olor lo atribuye a los compuestos
fendlicos ya que desnaturalizan las proteinas de la membrana del
microorganismo reaccionando con los fosfolipidos y asi cambian la
permeabilidad del celular produciendo su muerte. Para que exista dicha
labor del aceite en el microorganismo va a influir en gran magnitud la forma
0 método utilizado para la extraccion ya que variard su composicion y por
ende accion @2,
2.2.2.6. Método de extraccion del aceite esencial
La extraccion del aceite esencial se aplicé el método de destilacion por
arrastre de vapor de los capullos aun no abiertos de las flores o de las hojas
del arbol, el aceite es méas pesado que el agua y tiene un color amarillo que
se vuelve pardo cuando entra en contacto con el aire, su aroma es fuerte y

dulzén @,
2.2.3. Hongos

Crecen en una gran variedad de habitats, se han descrito alrededor de
100,000 especies de hongos, pero la biodiversidad del reino Fungi aiin no
se conoce totalmente. Los hongos son un grupo de microorganismos
eucariotas que incluyen a las levaduras, los mohos, asi como las setas
(macromicetos). Son productores de esporas, y su reproduccion puede ser
sexual y/o asexual, presentan crecimiento levaduriforme por lo general dan
lugar a colonias lisas en medios de cultivo solido, las cuales son agregados
de células individuales a los que se les denomina levaduras. Existen

alrededor de 1,500 especies de levaduras descritas, son microorganismos
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unicelulares, algunas especies pueden ser multicelulares a través de la
formacion de pseudohifas. El tamafio de la levadura varia entre especies,
tipicamente miden entre 3 y 4 ym de diametro, puede haber algunas

especies que alcancen los 40 pm 2.
2.2.3.1 Reino Fungi

Organismos diferenciados estructural y morfolégicamente de las bacterias,
animales y vegetales. A lo largo de la historia los seres humanos han
implementado el uso de los hongos a su vida cotidiana, para la
fermentacion y maduracion de quesos, embutidos, pan, alcohol. Se emplea

los hongos para producir &cido glutamico, citrico, antibiéticos y antifungicos
(24)

2.2.3.2. Candida albicans

Es una levadura gram positiva, aerobia, gemante, capaz de desarrollar
seudofilamentos y producir clamidosporas (tipo de espora asexual). Sus
colonias son de tamafio mediano, hiumedas, cremosas que tienen un olor
dulzén y en medios de cultivos cromogénicos adoptan coloracion verde
esmeralda. La membrana esta constituida por una doble capa de diversos
fosfolipidos entre los que destacan la fosfatidilcolina y Ia

fosfatidiletanolamina @,

Candida albicans, es la especie que comunmente produce infecciones
orales, comprendiendo hasta el 70 % de los aislados, éstas son cada vez
mas prevalentes, especialmente en pacientes hospitalizados, nifios, adultos
y adultos mayores. La resistencia de Candida sp representa un reto
terapéutico que deja un menor numero de posibilidades para el tratamiento
de estas infecciones que se caracterizan, a sSu vez, por una alta

morbimortalidad .
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2.2.3.3. Caracteristicas del género candida.

Los cultivos de candida crecen como levaduras ovales en gemacion (3 a 6
pm de tamafo). También forma seudohifas cuando las yemas contintdan su
crecimiento, pero sin desprenderse, para generar cadenas de células
alargadas pinzadas o constrefiidas en los tabiques entre las células. Las
especies de candida producen colonias blandas, lisas, de colores cremosos
con olor a levadura y las pseudohifas se manifiestan como crecimiento bajo

la superficie del agar "

2.2.3.4. Aislamiento

El género candida se utiliza el cultivo en agar dextrosa Sabouraud con y sin
cicloheximida. Crecimiento de colonias levaduriformes, de bordes enteros,
limitadas, poco elevadas y de color blanco. Crecen en un promedio de 3 a
5 dias a temperatura ambiente. Al examen microscopico, se observan
multiples levaduras, redondas u ovales, Unicas o0 en gemacién y en

ocasiones formando pseudomicelio 7.
2.2.3.5. Factores de virulencia
a. Adherencia

En la superficie de la candida encontramos moléculas implicadas a la
adherencia, que son las adhesinas. Dichas adhesinas incluyen las
monoproteinas, las adhesinas se unen a los receptores, los cuales son el

componente de la célula huésped con que la adhesina interactta “®.
b. Morfologia

Crecen en varios estadios morfolégicos, como gemaciones de la célula de
levadura, pseudohifas e hifas filamentosas, que reduce la probabilidad de

fagocitosis ®.
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c. Dimorfismo fenotipico

Indican que se refiere a la modificacién antigénica a través de frecuentes

cambios en la superficie celular 2,

c. Enzimas hidroliticas
Contribuyen a la destruccién de los tejidos del huésped #®.
d. Fosfolipasas

Son aquellas enzimas que hidrolizan fosfolipidos en los acidos grasos.
Existen 4 tipos (A, B, C, D). Se cree que pueden contribuir al dafio de la

membrana del huésped ©®.
e. Secrecion de aspartil proteasa

En estudios dicen que es confuso el papel exacto de esta enzima, sin
embargo, se conoce la capacidad de degradar proteinas extracelulares de
la matriz del huésped. Se han encontrado 10 diversos genes que codifican
para la Candida SAP ®,

2.2.3.6. Farmacos Antifungicos

La resistencia a los medicamentos por parte del hospedero hace que
constantemente se requiera nuevas alternativas de farmacos, capaces de
inhibir y combatir patologias; es por eso que es necesaria la investigacion
de nuevos productos capaces de actuar frente a levaduras que han
desarrollado formas de resistencia. Se requiere encontrar medicamentos
capaces de provocar acciones fungicidas o fungistaticos sin provocar dafio
al organismo humano. Agente antifingico es toda aquella sustancia que
actua directamente sobre la membrana plasmatica del microorganismo
deteniendo su desarrollo, desactivando su crecimiento y retirando su

capacidad de supervivencia ¢,
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2.2.4. Agar Sabouraud

El agar Sabouraud es un medio de cultivo que por sus caracteristicas
funciona como medio de enriquecimiento para hongos y que, en caso de
contener cloranfenicol u otro antibidtico, se convierte en un medio selectivo
para los mismos. El medio contiene peptonas y una elevada concentracion
de glucosa que favorece el crecimiento de los hongos sobre las bacterias.
Es utilizado para el cultivo de hongos, especialmente dermatofitos, aunque
también pueden desarrollarse en él cierto tipo de bacterias filamentosas
tales como Nocardia. Fue utlizado por primera vez por Raymond
Sabouraud en 1892. Mas tarde Chester W. Emmons mejoré el medio
acercando el pH al neutro y disminuyendo el nivel de glucosa para permitir

el crecimiento de otros sub cultivos de hongos ©°.

2.3. Marco conceptual

1. Aceite esencial. Liquido oleoso volatil, generalmente insaponificable,
algo soluble, contiene terpenos, alcoholes, cetonas, fenoles, &cidos,
aldehidos, éteres, se encuentran generalmente en las flores, hojas y tallos

de plantas.

2. Solubilidad: Los aceites esenciales suelen ser insolubles en agua
(aunque hay ciertas esencias que son parcialmente solubles porque alguno

de sus componentes se solubiliza, como por ejemplo los fenoles).

3. Antimicético. Sustancia que tiene la capacidad de evitar el crecimiento

de algunos tipos de hongos.
4. Candidiasis. Infeccion producida por el género Candida.

5. Candidiasis genital: una de las mas habituales, afecta a la mucosa
vaginal y/o al endocérvix, provocando la aparicion de flujo espeso y

blanquecino y la apariciéon de enrojecimiento, guemazon e hipersensibilidad.
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6. Concentracién minima inhibitoria (CMI). Concentracion minima de una

sustancia necesaria para impedir el crecimiento microbiano.

7. Cepa. Conjunto de virus bacterias u hongos que tienen el mismo

patrimonio genético.

8. Destilacion. Separacion de una mezcla de varios componentes
aprovechando sus distintas volatilidades, o bien separar los materiales

volatiles de los no volatiles.

9. Destilacion por arrastre de vapor con agua. Destilacion por medio de
una corriente de vapor que arrastra selectivamente algunos compuestos de

la mezcla.
10. Hongo. Organismo eucariota que pertenece al reino fungi.
11. Inhibicion. Impedir o reprimir el ejercicio de facultades o habitos.

12. Inmunosupresion. Disminucion o anulacion de la respuesta

inmunoldégica del organismo mediante tratamiento médico u otras causas.

13. Levadura. Hongo unicelular redondeado u ovoide que se reproduce

sexual o asexualmente.

14. Micosis. Enfermedad infecciosa producida por hongos microscépicos
que puede afectar a cualquier parte del organismo.

15. Planta medicinal. Especie vegetal que contiene en toda o en alguna de
sus partes constitutivas, principios activos (tiles para combatir

enfermedades.

2.4. Hipotesis y variables

2.4.1. Hipotesis general

1. El aceite esencial del clavo de olor (Syzigium aromatucum) tiene
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2.4.2.

efecto antifungico in vitro frente a Candida albicans.

Hipotesis especificas

La concentracion al 50% del aceite esencial del clavo de olor
(Syzigium aromaticum) tienen mejor efecto antifingico in vitro
frente a Candida albicans.

Los principales constituyentes quimicos del aceite esencial del
clavo de olor (Syzigium aromaticum) son alcaloides, taninos y

glucidos.

2.4.3. Operacionalizacion de variables e indicadores

] o Dimension o Indicadores
Variables Definicion conceptual
aspecto

El clavo de olor es un arbol que puede

alcanzar hasta los 15 m de altura
variable pertenece a la familia Myrtaceae su | Constituyentes Taninos
. . nombre cientifico es Syzigium | quimicos Alcaloides
independiente

aromaticum. Se origina en los climas Gldcidos

Aceite esencial

del clavo de olor

tropicales, su aceite esencial se suela
usar para calmar el dolor dental, este
aceite se obtiene mediante un proceso
llamado destilacion por arrastre de
vapor, su principal componente es el
eugenol. 9

Variable
dependiente
Efecto

antimicotico

Actividad antimicética es la capacidad o | Muestras de cepas | Porcentaje de

propiedad que tiene toda sustancia de Céandida inhibicién
natural para evitar el crecimiento de albicans ATCC antimicotica.
algunos tipos de hongo. 10231
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CAPITULO llIl: METODOLOGIA

3.1. Tipo y nivel de la investigacion
El presente estudio es un estudio experimental, prospectivo, transversal

de nivel aplicado.
a. Prospectivo: Porque se realizé del presente al futuro
b. Transversal: Porque se realizdé una sola medida

c. Experimental: Porque se manipulé la variable independiente y se

trabaj6 con grupo control

3.2. Descripcion del método y disefio de la investigacion

3.2.1. Recoleccién, identificacion y preparacion de la muestra del
clavo de olor (Syzigium aromaticum).

La muestra del clavo de olor (Syzigium aromaticum) fue obtenido en el
mercado “Mayorista de la Parada” distrito de La Victoria, provincia de
Lima, se compr6é 1000 gramos de muestra, fue seleccionada, se realizo la
desinfeccion de las semillas de uno en uno a temperatura 37°, verificando
gue no tenga productos u objetos que altere el desarrollo de la
investigacion, fueron almacenados en papel Kraft para su traslado y
conservacion. Para la extraccion del aceite esencial se usé un molino,
para reducir el tamafio del clavo de olor y facilidad la extraccion,
posteriormente fue almacenado en papel kraft.

3.2.2. Método de destilacion por arrastre de vapor / también conocida
como hidrodestilacion (HD)

Para la obtencidon de la muestra se utilizd6 1000 gramos, se coloca
aproximadamente 200 gramos de la muestra molida en cada destilacion.
Luego se procede a llenar agua el balén destilador; previa instalacion del

conducto refrigerante, haciendo circular el agua a través del mismo y se
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realiza calentamiento hasta desprendimiento de un liquido inmiscible

conteniendo vapor de agua condensada y el aceite esencial, siendo

recolectados en un beacker, para posteriormente decantar y obtener la

muestra del aceite y guardar en un frasco de vidrio color ambar a

temperatura ambiente.

3.2.3. Determinacion de los principales grupos de metabolitos

secundarios.

Se realiz6 las siguientes pruebas en el aceite esencial de clavo de olor

(Syzigium aromaticum).

a)

b)

Determinacion de taninos

Gelatina. En 1 mL de muestra se agrega gotas de reactivo en donde
se observa en el fondo un precipitado de color blanco que confirma la
presencia de taninos.

Cloruro férrico. En la muestra se agregd gotas de cloruro férrico
observandose una coloracion verde el cual nos indica presencia de
taninos.

Determinacion de glucidos

Reactivo de benedict. En una muestra problema se agrego6 gotas del
reactivo de benedict, se calenté de 5 a 10 min en bafio maria en
donde aparece la coloracion de rojo ladrillo que indica presencia de

azucares reductores.

Determinacion de alcaloide

Reactivo de Dragendorff. En la muestra se agregd unas gotas de
este reactivo en donde se observo la aparicion de un precipitado de
color rojo naranja el cual nos indica presencia de alcaloides.

Reactivo de Mayer. En la muestra se agreg6 unas gotas del reactivo
mayer en donde se observo la aparicion de un precipitado de blanco

gue confirma presencia de alcaloides.
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3.2.4. Preparacion de la dilucion

a. Método de Kirby Bauer (difusion en disco)

El aceite esencial de clavo de olor, se diluyo con vaselina liquida para
obtener las concentraciones de 15%, 25%, 50% y 100%, teniendo en
cuenta la siguiente formula. Las cuales fueron colocadas en discos,
también se prepar6 discos con la dilucion del aceite esencial de clavo
de olor con el solvente (vaselina liquida) y se colocaron en las cajas
Petri.

b. Calculo para cada porcentaje:

Formula Ejemplo al 15%
C1 XV1=C2 X V2 100%x v1=15%x1ml

v1=0.15ml de AEs

3.2.5. Determinacién de la actividad antimicotica in vitro del aceite
esencial del clavo de olor (Syzigium aromaticum) frente a cepas de
Céndida albicans.
a) Cepas de candida albicans
Las cepas de Candida albicans ATCC 10231 Fue adquirido con
fines de estudio experimental del hospital Edgardo Rebagliati
conservado a temperatura ambiente.
b) Preparacion de los medios de cultivo
Métodos diagndésticos convencionales
El medio de cultivo agar Sabouraud fue preparado segun las
instrucciones del fabricante en este caso fue 6.5 gramos para
100ml, la preparacion se realizé en un matraz Erlenmeyer que fue
llevada a la cocinilla hasta obtener una mezcla homogénea en

estado de gelificacion fue llevado al proceso de esterilizacion.
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Luego de este proceso el preparado fue distribuido de manera
equilibrada en las placas Petri, a razon de un espesor de 5 mm por
placa aproximadamente.

c) Desactivacion de las cepas candida albicans.
Con ayuda del asa de siembra se inocula las cepas de Candida
albicans en las placas de agar sabouraud utilizando mecheros para
evitar la contaminacion.

d) Aplicacion de los discos a las placas inoculadas con cepas de

candida albicans.
Se procedié a colocar en cada placa reactivada con cepas de
Céandida albicans los respectivos discos (dos discos por placa)
embebidos cada uno en 1ml de las sustancias de clavo de olor a
concentraciones de “15% 25%, 50% y 100%".

e) Incubacion
Posteriormente se empaqgueta con papel kraft las placas Petri con
los cultivos, y se deja en incubaciébn a temperatura ambiente

durante 24 horas.

3.3. Poblacion y muestra
3.3.1. Poblacién
Cepas de Céandida albicans.
3.3.2. Muestra

12 placas Petri con cultivos de Candida albicans a una temperatura de

25 °C y 60 % de humedad, las 24 horas cubiertas con papel kraff.
3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.4.1 Técnica
Observacion directa.

3.4.2 Instrumento

De los resultados obtenidos de cada muestra se registraron los datos
de los halos formados en los cultivos en una ficha formulada para tal
fin, esta actividad fue realizada de forma manual y visual con la

ayuda de un vernier o regla pie de rey, la lectura consistio en medir
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los halos de inhibicién alrededor del disco, siendo esta zona

directamente proporcional a la actividad de las diferentes

concentraciones del aceite.

Tabla 1: Concentraciones del aceite esencial clavo de olor (Syzigium

aromaticum) en los discos.

. Volumen Solvente .
Porcentaje . ) o N° Discos
aceite (vaselina liquida)
15% 0.15ml 0.85ml 3
25% 0.25ml 0.75ml 3
50% 0.50ml 0.50ml 3
100% Iml 0.0ml 3

Tabla 2: Preparaciéon de volimenes para Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI).

_ Volumen Solvente Volumen
Porcentaje . ) o
aceite (vaselina liquida) total
15% 0.15ml 0.85ml
iml
25% 0.25ml 0.75ml iml
50% 0.50ml 0.50ml iml
100% 1ml 0.0ml
iml

Se lleva a incubacion por un espacio de 24 horas a temperatura ambiente.

Luego los diferentes tratamientos se compararon entre los porcentajes
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15%, 25%,50%,100%. Al terminar las 24 horas se observo y se comparé
el desarrollo de los halos al tratamiento a diferentes concentraciones 15%,
25%, 50%, 100%.

3.5. Técnicas de procesamiento y andlisis de datos
En el presente trabajo de investigacion se calculd la media y desviacion
estandar que son presentadas en tablas y gréaficas, para establecer la
distribucion de los datos recolectados a través de medidas de tendencia
central, forma, dispersion y posicion. Los datos fueron procesados en el
programa estadistico SPSS, y se utilizd el Andlisis de Varianza (ANOVA),
ya que permite la comparacion de las puntuaciones medias entre dos o

mas grupos muestrales.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados
Tabla 3. Obtencién y caracteristicas organolépticas del aceite esencial del

clavo de olor (Syzigium aromaticum).

Clavo de | Aceite esencial o Caracteristicas
} Descripcion o
olor obtenido organolépticas
Aspecto Liguido translucido
Color Marron
1000g 10 mL
Olor Caracteristico
Sabor Picante

Fuente: Elaboracion propia

Mediante el método de destilacion por arrastre de vapor de agua, a partir
de 200g de clavo de olor con cinco destilaciones de un total de 1000g de
muestra se logré obtener un total del aceite esencial puro de Syzigium
aromaticum de 10ml. En la tabal 3 se observa las caracteristicas

organolépticas del aceite obtenido.

Tabla 4. Principales grupos de constituyentes quimicos presentes en el

clavo de olor (Syzigium aromaticum).

Metabolito secundario | Reactivo utilizado Resultados
Taninos Cloruro férrico (+)
Gelatina (+)
glacidos Benedict (+)
Alcaloide Dragendorff (+)
Mayer (+)

Fuente: Elaboracion propia
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En la tabla 4 se aprecia que los principales constituyentes quimicos del
aceite esencial del clavo de olor (Syzigium aromaticum) segun el analisis
cualitativo de reacciones de coloracion y precipitacion son taninos,
glucidos y alcaloides.

Tabla 5. Determinacion de solubilidad del aceite esencial del clavo de olor

(Syzigium aromaticum)

N° Solvente Resultado
1 Agua -
2 Vaselina liquida +
3 Etanol +

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 5 se observa que el aceite esencial de clavo de olor mostré ser
insoluble en agua y soluble en vaselina liquida y etanol.

Tabla 6. Ensayo de actividad antimicética del aceite esencial del clavo de
olor (Syzigium aromaticum) frente a cultivos de Candida albicans ATCC

10231 por el método de difusion en disco (kirby Bauer)

Promedio
Solvente )
Placal | Placa2 Placa3 Final
Concen | Volumen | Vaselina N°
» ) o ) Halos
tracién aceite liquida Discos
Halos Halos Halos (mm)
(mm) (mm) (mm)
15% 0.15ml 0.85ml 3 11.6 12.2 11
11.6
25% 0.25ml 0.75ml 3 16.35 17.25 18 17.2
50% 0.50ml 0.50ml 3 25.05 26.95 26 26.0
100% Iml 0.0ml 3 11 12.9 12.45 12.1
vaselina - 1ml 3 0 0 0 0
Flucona
- - 3 26 25.5 26 25.8
zol 1ml

Fuente: Elaboracion propia
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En la tabla 6 se aprecia las medidas y los promedios de halos de inhibicién
producidos por las diferentes concentraciones del aceite esencial del clavo
de olor (Syzigium aromaticum) frente a Candida albicans ATCC 10231.
Los resultados obtenidos indican mayor promedio de halo de inhibicién a
la concentracion de 50% (26 mm) seguido del fluconazol (25.8 mm) y el de
menor promedio de inhibicién fue del 15% (11.6 mm) de diametro.

30
25 ] —
20 —
050% =26mm
O fluconazol=25.8mm
15 —
_ 025%=17.2mm
10 — 0100%=12.12mm
B 15%=11.6mm
5 |
B vaselina=0mm
0 T T T T T

vaselina  15% 100% 25%  fluconazol ~ 50%

Grafica 1. Distribucién de promedios de halos de inhibicion con las
diferentes concentraciones del aceite esencial del clavo de olor (Syzigium
aromaticum) frente a cultivos de Candida albicans ATCC 10231

En el grafico 1 se observa que la actividad antimicotica del aceite esencial
del clavo de olor fue mayor con la concentracion 50% y es
estadisticamente significante con las otras concentraciones estudiadas
del aceite (p<0.05), y no es significante al comparar con el fluconazol
(p>0.05).
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Tabla 7. Determinacion del grado de sensibilidad de Candida albicans
ATCC 10231 a diferentes concentraciones del aceite esencial del clavo de

olor (Syzigium aromaticum)

Aceite esencial Grado de sensibilidad

Sensibilidad | Sensibilidad | Sumamente

Concentraciéon | Volumen Solvente limite media sensible
de aceite 9-14mm 15-19mm 20mm a
(sensible=+) (muy mas

sensible=++) | (S.S.=+++)

15% 0.15ml 0.85ml 11.6 - -
25% 0.25ml 0.75ml - 17.2 -
50% 0.50ml 0.50ml - - 26
100% Iml oml 12.12 - -

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 7, se presenta el grado de sensibilidad de Candida albicans al
aceite esencial de clavo de olor, segun la escala de Duraffourd y Lapraz.;
se observa que, no en todas las concentraciones del aceite esencial dan
halos de inhibicion mayores a 20,0 mm; por lo cual indican que Candida
albicans ATCC 10231 es sumamente sensible a la concentracion de 50%,
presenta sensibilidad media al 25% y sensibilidad limite al 15% y 100% al

aceite esencial del clavo de olor (Syzigium aromaticum).

30



30

25 p—t

/25.8 <6

172

20

) ,’/
1212
10 /11.6 ——

L

vaselina 15% 100% 25% fluconazol 50%

Gréfica 2. Grafica del grado de sensibilidad de Candida albicans ATCC
10231 a diferentes concentraciones del aceite esencial del clavo de olor

(Syzigium aromaticum)

En la grafica 2 se muestra el grado de sensibilidad de los promedios de los
halos de inhibicion de acuerdo a la escala de Duraffourd y Lapraz. La
sensibilidad de la concentracion de 50% y el fluconazol son similares
(p>0.05) y el promedio de halos es mayor de 20 mm, por lo tanto, el aceite
esencial del clavo de olor al 50% se encuentran en la categoria de

sumamente sensible frente a cultivos de Candida albicans.
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Tabla 8. Andlisis de varianza de (ANOVA) de la actividad antimicoética del

aceite esencial del clavo de olor (Syzigium aromaticum)

Fuente de | Suma de | Grados de | Cuadrado F. Sig.F Tabular
variabilidad | cuadrados libertad medio Calculado | 0.05 0.01
Tratamiento | 280,627 5 56,125 0,893 0,524 0,029
Error 565,674 9 62,853

Total 846,301 14

Se observa los resultados de analisis de varianza (ANOVA) del promedio de los
halos de inhibicibn de Candida albicans producidas a diferentes
concentraciones del aceite esencial del clavo de olor (Syzigium aromaticum) a
niveles de confiabilidad al 95% con 5 y 9 grados de libertad. Siendo el F
calculado 0,893 mayor a los valores del F Tabular que nos demuestra que
existe diferencias estadisticas significativas entre los promedios de los halos de
inhibicién de las diferentes concentraciones del aceite (Syzigium aromaticum)
frente a Candida albicans ATCC 10231.

4.2. Discusion
El aceite esencial del clavo de olor mostré ser soluble en vaselina liquida y
etanol (tabla 3) esto indica la presencia de taninos que son solubles en etanol
asi también los alcaloides, respecto a la solubilidad de la vaselina se debe a la
presencia de compuestos apolares en el aceite ®Y. Dfaz V. 2016 hall6 la
presencia de compuestos fendlicos en el aceite esencial de clavo de olor al cual
atribuyeron su actividad frente a Streptococcus mutans al actuar sobre los
fosfolipidos y proteinas de membrana de la bacteria *®. Armas C y col. 2011
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reportaron que el aceite esencial de clavo de olor tienen efecto antifingico
frente a Aspergillus flavus en estudio in vitro con maxima actividad a la

concentracion de 0,20% ©2).

Estos estudios son compatibles con nuestros
resultados ya que se hall6 la presencia de taninos que son compuestos
fendlicos y alcaloides al cual puede deberse su propiedad antifungica frente a
Céandida albicans, la maxima actividad fue a concentracion del 50% el cual
mostré halo de inhibicion de 26 mm (tabla 6 y figura 1) y al comparar con el
fluconazol no es significante el efecto (p>0,05) el cual podria constituir una
alternativa de tratamiento frente a este tipo de hongo que infecta con frecuencia
a la poblacion. Se ha descrito que los alcaloides poseen diversas propiedades
terapéuticas como bloquear los canales de calcio, actuar como analgésico
como es el caso de la morfina asi como propiedades antimicrobianas . De la
misma forma a los taninos se le atribuye propiedades como bactericida,
antioxidantes, precipitar proteinas ©¥. Por otro lado el aceite de clavo de olor ha
mostrado tener actividad antibacteriana frente a S. aureus y E. coli en estudio in
vitro a concentraciones de 150 mg/mL y 100 mg/mL respectivamente
atribuyeron esta propiedad al eugenol principal componente del aceite al inhibir
enzimas extracelulares como la proteasa y amilasa provocando deterioro de la
pared y lisis celular del microorganismo ©®. Se requiere otros estudios
especificos para determinar el mecanismo de accién del aceite de clavo de olor

frente a la actividad de Candida albicams.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. La concentracion del aceite esencial del clavo de olor que tuvo mayor
efecto antimicético in vitro fue 50% frente a cultivos de Candida

albicans.

2. Los constituyentes quimicos presentes en el aceite esencial del clavo
de olor son taninos, glucidos y alcaloides a los cuales puede atribuirse
su efecto antimicético, sin embrago se debe realizar estudios para

determinar su mecanismo de accion.

5.2. Recomendaciones

1. Realizar estudios de investigacion del aceite de clavo de olor, para

evaluar otros posibles efectos antiinfecciosos.

2. Realizar estudios de elucidacion estructural de sus constituyentes

quimicos y evaluar efectos bioldgicos a nivel molecular
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ANEXOS

Anexo 1: Matriz de consistencia

Titulo: “Efecto antifingico in vitro del aceite esencial del clavo de olor

(Syzigium aromaticum) frente a Candida albicans ATCC 10231.

Problema Objetivos Hipodtesis Variables e indicadores
Problema Objetivo Hipdtesis
general general general Dimensiones indicador N°
¢Tendra  efecto | 1. Determinar el | 1. El aceite Indica
antifangico in vitro | efecto antifingico | esencial del clavo dor
el aceite esencial | in vitro del aceite | de olor (Syzigium Componentes Metabolitos
del clavo de olor | esencial clavo de | aromatucum) activos secundarios 3
(Syzigium olor (Syzigium | tiene efecto
aromaticum) aromatucum) antifungico in - —
Estudio de | Determinacién
frente a Candida | frente a Candida | vitro frente a .
actividad del % de
albicans? albicans Céandida albicans o S
antimicotica inhibicion de la | 4
o . . actividad
Problemas Objetivos Hipdtesis L
_ ) _ antimicoética
especificos especificos especificas
1. ¢Qué | 1. Determinar qué | 1. La
concentracion del | concentraciéon del | concentracion del Estudio de | Determinacién
aceite esencial del | aceite esencial del | 50% del aceite actividad de laCMA
clavo de olor | clavo de olor | esencial del clavo antimicotica 1
(Syzigium (Syzigium de olor (Syzigium frente a
aromaticum) aromaticum) aromaticum) Candida
tendra mayor | tendra mayor | tienen mejor | | albicans

efecto antifingico
in vitro frente a
Céndida albicans?
2. ¢Cuales
seran los
principales grupos
de constituyentes
quimicos

presentes en el
aceite esencial
clavo de olor
(Syzigium

aromaticum)?

efecto antifingico
in vitro frente a
Céandida albicans.
2. Determinar
cudles seran los
principales
constituyentes
guimicos
presentes en el
aceite esencial del
clavo de olor
(Syzigium

aromaticum).

efecto antifungico
in vitro frente a
Céndida albicans.
2. Los
principales
constituyentes
quimicos del
aceite  esencial
clavo de olor
(Syzigium
aromaticum) son
alcaloides,

taninos y glucidos
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Técnicade

Método y disefio Poblacién . Método de andlisis de datos
instrumento

Tipo y nivel de la | Poblacién Técnica Se calcul6 la media y desviacion
investigacién Cepas de | Observacion directa. estdndar se presentan en tablas y
Estudio Céandida albicans. | Instrumento graficas para establecer la distribucién de
experimental, Muestra Los resultados se | los datos recolectados a través de
prospectivo, 12 placas Petri | registraron de forma | medidas de tendencia central, forma,
transversal y | con cultivos de | manual y visual con | dispersion y posicion. Para constatar la
aplicado. Céandida albicans | la ayuda de wun | hipétesis, se utiliz6 el Andlisis de
a. Prospectivo: | a una temperatura | vernier o regla pie de | Varianza (ANOVA), con la finalidad de

Porque se realizd

del presente al
futuro
b. Transversal:

Porque se realizd
una sola mediciéon

c. Experimental:

Porque se
manipuld la
variable

independiente.

de 25 °C y 60 %
de humedad, las
24 horas cubiertas
con papel kraff.

rey, la lectura
consistié en medir los
halos de inhibicién
alrededor del disco,

siendo esta zona
directamente
proporcional a la
actividad de las
diferentes
concentraciones  del

aceite.

establecer si existen diferencias
significativas entre los grupos. Asi
mismo, se emple6 el método de

Diferencia Significativa Honesta (DSH)
de Tukey.
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Anexo 2. Testimonios fotograficos

Foto 1. El clavo de olor Syzygium aromaticum, molido se pesé cantidades iguales
de 200 gramos.

Foto 2. Se instala el equipo de destilacién por arrastre de vapor, luego se inicia la

extraccion del aceite del Syzygium aromaticum
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Foto 3. Decantacion del aceite del Syzygium aromaticum, usando la pera

decantadora.

ANEXO 4: Preparacion del agar sabouraud y el autoclavado
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Foto 5. Preparacion de los discos y dilucién del aceite mientras mediante la
Técnica de Kirby Bauer

Foto 6. Siembra de cepas del hongo candida albicans. Activacion de Candida

albicans, en medio agar Sabouraud.

44



Foto 7. Sensibilidad de Candida albicans frente al aceite esencial de Syzigium
arotamaticum (clavo de olor), después de 24 horas
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