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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar la actividad
antimicadtica in- vitro del esmalte de uhas usando el aceite esencial de Origanum

vulgare L. “orégano” frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188

El proceso se inicié con la obtencion del aceite esencial, mediante el método de
destilacion por arrastre de vapor, se determiné la composicion quimica del aceite
esencial por cromatografia de gases acoplado a espectro de masas, luego se
realizé las pruebas de andlisis organoléptico y fisicoquimico del aceite esencial.
Se determino la actividad antimicética del aceite esencial de Origanum vulgare
frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188 y la Concentracion Minina Inhibitoria,

por el método de difusion en discos.

Posteriormente se diseno y elaboré el esmalte de ufias usando aceite esencial
de Origanum vulgare L. y se evalué la actividad antimicética frente a
Trichophyton rubrum ATCC 28188, mediante el método de difusion en discos.
Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas, organolépticas, control
microbioldgico, tiempo de secado, suavidad para fluir y penetracion de ufas del

esmalte elaborado.

Los resultados que se obtuvieron fueron, rendimiento del aceite esencial 0.82%,
los componentes mayoritarios del aceite esencial mediante (CG -SM) fueron:
Terpineol, cis-a 18.46 %, Timol 12.38 %, Acido antranilico, Ester 1,5-dimetil-1-
vinil-4-hexenilico 9.38 % y Carvacrol 0.98%, los resultados de las caracteristicas
fisicoquimicas fueron: densidad 0.8454 g/mL, indice de refraccion 1.3872, indice
de saponificacién 0.0102, indice de acidez 0.8265 g y rotacion optica — 0.542.
Se determind la actividad antimicética del aceite esencial de orégano por difusion
de discos, el resultado fue una CMI de 70% mostrando un halo de 9.75 mm frente
a Trichophyton rubrum ATCC 28188.

Luego se realizd seis formulaciones y se evalud la actividad antimicética, el
esmalte de quitosano al 2% con aceite esencial al 70% fue el que presentd mayor
halo de inhibicion 12.5 mm, mejores caracteristicas organolépticas,

fisicoquimicas y estudios de estabilidad, penetracion de ufa que presento un

Xl



halo de 11.95 mm, suavidad de fluir 14 segundos, tiempo de secado 4 minutos,

comparados con el esmalte comercial de acido undecilénico.

En conclusién, el esmalte en base al aceite esencial de Origanum vulgare L.
“orégano” con quitosano al 2% y aceite esencial al 70% fue el que mostré6 mayor
actividad antimicética frente a Trichophyton rubrum, por lo cual puede ser

considera como un complemento natural para el tratamiento de la Onicomicosis.

Palabras clave: Aceite esencial, actividad antimicotica, Trichophyton rubrum,

esmalte de unas, quitosano, biopolimero, pared celular, hongos.
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SUMMARY

The objective of this research work was to evaluate the in vitro antifungal activity
of nail polish using the essential oil of Origanum vulgare L. “oregano” against
Trichophyton rubrum ATCC 28188

The process began with the obtaining of the essential oil, by means of the steam
entrainment distillation method, the chemical composition of the essential oil was
determined by gas chromatography coupled to mass spectrum, then the
organoleptic and physicochemical analysis tests of the essential oil. The
antifungal activity of the essential oil of Origanum vulgare against Trichophyton
rubrum ATCC 28188 and the Minin Inhibitory Concentration was determined by
the disk diffusion method.

Subsequently, the nail polish was designed and made using Origanum vulgare
L. essential oil and the antifungal activity against Trichophyton rubrum ATCC
28188 was evaluated, using the disc diffusion method. The physicochemical,
organoleptic, microbiological control, drying time, smoothness to flow and nail

penetration of the elaborated enamel were evaluated.

The results that were obtained were, yield of the essential oil 0.82%, the main
components of the essential oil by (CG-SM) were: Terpineol, cis-a 18.46%,
Thymol 12.38%, Anthranilic acid, 1,5-dimethyl ester- 1-vinyl-4-hexenyl 9.38%
and Carvacrol 0.98%, the results of the physicochemical characteristics were:
density 0.8454 g / mL, refractive index 1.3872, saponification index 0.0102, acid
number 0.8265 g and optical rotation - 0.542. The antifungal activity of oregano
essential oil was determined by diffusion of discs, the result was a MIC of 70%
showing a halo of 9.75 mm against Trichophyton rubrum ATCC 28188.

Then six formulations were made and the antifungal activity was evaluated, the
2% chitosan enamel with 70% essential oil was the one with the greatest 12.5
mm inhibition halo, better organoleptic, physicochemical characteristics and
stability studies, nail penetration that | present a halo of 11.95 mm, smooth flow
14 seconds, drying time 4 minutes, compared to the commercial enamel of

undecylenic acid.
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In conclusion, the enamel based on the essential oil of Origanum vulgare L.
“oregano” with 2% chitosan and 70% essential oil was the one that showed the
highest antifungal activity against Trichophyton rubrum, so it can be considered

as a complement Natural for the treatment of Onychomycosis.

Keywords: Essential oil, antifungal activity, Trichophyton rubrum, nail polish,

chitosan, biopolymer, cell wall, fungi.
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ABREVIATURAS

ATCC : American Type Culture Collection

ANOVA : Analisis de varianza.

CMI : Concentracion minima inhibitoria

FDA : Food and Drug Administration

GC-MS : Cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de
masas.

G : Gramo

ML : Microlitros

mL : Mililitro

mm : Milimetro

m.s.n.m : Metros Sobre el Nivel del Mar

NCCLS : National Committe for Clinical Laboratory Standars.
DMSO : Dimetilsulfoxido

UFC : Unidades Formadoras de Colonias

ICH : International Conference on Harmonisation



INTRODUCCION

La dermatofitosis son un conjunto de micosis superficiales que afectan la piel y
sus anexos (uias y pelos), llamadas también tinas de manera comun, la
incidencia es muy variable en todo el mundo, dependiendo mucho de las
condiciones ambientales y de los agentes causales presentes en los
ecosistemas, son causadas por un grupo de hongos parasitos de la queratina
denominados dermatofitos y que, de manera excepcional, invaden tejidos
profundos. Estan comprendidos dentro de tres géneros: Trichophyton,

Microsporum y Epidermophyton. (1)

Las infecciones por dermatofitos son usuales afectando cualquier edad, raza,
sexo se consideran como las mas frecuentes en enfermedades causadas por

hongos, siendo uno de los primeros motivos de consulta dermatoldgica. (2)

Nuestro pais presenta una gran riqueza y diversidad de plantas, que son
utilizadas por sus bondades terapéuticas en el cuidado de la salud. Dentro de
este contexto, los aceites esenciales que son productos naturales de gran valor
e importancia econémica, hoy en dia son utilizadas como materias primas en

areas como: perfumeria, aromaterapia, fitoterapia y nutricion. (3)

El Origanum vulgare L. "orégano” es cultivado en varias regiones del Peru. Las
hojas y sumidades floridas se aplican en el campo farmacéutico, debido a
propiedades como: antibacterianos, antifungicos, antisépticas, diuréticas y

antiespasmadicas. (4)

En los ultimos afios, hay un incremento en la incidencia de enfermedades
fungicas, debido al aumento considerable de pacientes inmunocomprometidos,
quimioterapia, nutricién parenteral, cirugia de trasplante y el uso de agentes
microbianos de amplio espectro, agregados a presencia de SIDA, quienes son
altamente susceptibles a las infecciones oportunistas. Las infecciones fungicas
sistémicas y dérmicas son la causa de gran morbi — mortalidad en este tipo de
pacientes, siendo las micosis superficiales un problema serio para nifos de las
naciones del tercer mundo como una consecuencia del deficiente cuidado

sanitario. (5)

XVI



Se observa una continua y urgente necesidad de descubrir nuevos compuestos
antimicoticos con diversas estructuras quimicas y nuevos mecanismos de accién
que sean aplicables a formas farmacéuticas para poder dar a conocer las
bondades de la naturaleza y asi tener productos de calidad a bajo costo y facil

acceso para toda la poblacion.

Mediante el presente trabajo se intenta fundamentar el uso del aceite esencial
del orégano contenido en un esmalte de ufias en el tratamiento de las
dermatofitosis para ello se determina su composicién quimica y su actividad
antimicética sobre Trichophyton rubrum ATCC 28188, hongo responsable de

dermatofitosis en personas y de esta manera contribuir a validar su uso.

XVII



CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La piel es el érgano principal de localizacion de las infecciones micéticas en el
hombre, siendo estas infecciones clasificadas en superficiales y profundas, estos
hongos se denominan “dermatofitos” y la patologia que ellos producen se llama
dermatofitosis, la incidencia de la dermatofitosis aumenta desde hace afos en
todo el mundo y muchas veces la adquisicion de conocimientos imprescindibles
sobre el tema se dificultan por la existencia de diversas tendencias para su
estudio. Hay profesionales que plantean su estudio por el organismo causante
trazando luego su espectro patdgeno, al igual que se hace en el resto de
enfermedades infecciosas, mas no tiene mucho éxito, pues cada especie tiende
a producir su rasgo clinico propio, muy a menudo varias de ellas provocan

erupciones idénticas, complicando aun mas el estudio de esta patologia. (6)

La incidencia y aislamiento de las distintas especies de dermatofitos varia mucho
de unas regiones a otras del mundo siendo influidas por multiples factores como:

edad, raza y sexo, etc. (7)

Los dermatofitos destruyen y utilizan la queratina como fuente de nitrogeno, las
formas profundas son poco frecuentes, casi exclusivas en personas
inmunocomprometidas. EI género Trichophyton puede invadir pelo, piel y uias,
mientras que Microsporum solo puede invadir pelo y piel; Epidermophyton afecta
piel y unas. En muestras clinicas el orden de frecuencia en forma decreciente
es: T.rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum, T. tonsurans, M. canis y T.

verrucosum. (7)



En el Peru en un estudio realizado por, Béjar, Villanueva y Guevara en la ciudad
de Lima los principales agentes infecciosos encontrados con mayor frecuencia
fueron: Trichophyton rubrum (33,2%), Candida albicans (15,3%), Candida no
albicans (11,8%), Trichophyton mentagrophytes (9,4%), Malassezia spp (9,1%)
y las infecciones mixtas (casos en donde hubieron dos patdgenos responsables)
(7,2%). (8)

En la actualidad, el uso de especies vegetales constituye un sistema curativo de
caracter universal. La utilizacion de diversas especies permite  producir una
serie de compuestos. Una planta puede ser considerada un sistema biodinamico
capaz de modificar o alterar en forma transitoria 0 permanente las funciones

fisiologicas de los organismos. (9)

Los aceites esenciales, son productos volatiles, aromaticos de
amplia distribucion en el reino vegetal, constituido por una mezcla de
moléculas de una o varias sustancias derivadas, generalmente, del terpeno, que
predominan por cantidad o intensidad de su perfume, que se pueden ubicar

en las flores, las hojas, el fruto, el tallo o las raices de la planta. (9)

El aceite esencial del Origanum Vulgare L, es un liquido de color amarillo de
agradable aroma, que se puede encontrar en el interior de las flores y en las
hojas y cuya composicién quimica es bastante compleja: timol, carvacrol, pineno,
cymol,selineno,dipenteno, a-terpineno, Sin duda que el componente mayoritario
es el timol (23,9%). Relevante es la importancia que se le ha encontrado en
industria cosmética, industria farmacéutica por su actividad antibacteriana,

antimicética, antiviral, y diurética. (9)

Tomando en cuenta todo lo anterior mencionado buscamos alternativas
terapéuticas eficaces que puedan brindar mejores opciones como las plantas
medicinales por su facil acceso y bajo costo, él propdsito de esta investigacion
es evaluar la actividad antimicotica del esmalte de ufias elaborado usando el
aceite esencial de Origanum vulgare L. (Orégano) frente a Trichophyton
rubrum ATCC 28188.



1.1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Presentara actividad antimicotica el esmalte de ufias elaborado usando el
aceite esencial de Origanum vulgare L. (Orégano), frente a Trichophyton
rubrum ATCC 281887

1.2 OBJETIVOS

1.21 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la actividad antimicotica in vitro del esmalte de uias elaborado
usando del aceite esencial de Origanum vulgare L. (Orégano) frente a
Trichophyton rubrum ATCC 28188.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el aceite esencial de las hojas Origanum vulgare L. (Orégano),
mediante el método de arrastre por vapor y determinar el porcentaje de
rendimiento.

2. Determinar la composicién quimica del aceite esencial de Origanum
vulgare L. (Orégano) utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrofotometria de masas.

3. Evaluar las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del aceite
esencial de Origanum vulgare L. (Orégano)

4. Determinar la actividad antimicética in vitro del aceite esencial de
Origanum vulgare L. (Orégano) por el método de difusion de discos frente
a cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188 y comparar con
terbinafina como control positivo.

5. Determinar la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de
Origanum vulgare L. (Orégano) sobre Trichophyton rubrum ATCC
28188.

6. Disefar y elaborar el esmalte de ufas usando aceite esencial de
Origanum vulgare L. (Orégano) y evaluar su actividad antimicética frente
a Trichophyton rubrum ATCC 28188.



7. Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas, organolépticas, control
microbioldgico, tiempo de secado, suavidad para fluir, penetracion de unas

del esmalte elaborado.

1.3 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

CONOCIMIENTO: EIl aporte de este estudio demostrara cientificamente la
actividad antimicoética del esmalte de ufias elaborado usando el aceite esencial
de Origanum vulgare L. (orégano) frente Trichophyton rubrum ATCC 28188, asi
poder contribuir en el conocimiento cientifico de plantas naturales y también
revalorar el uso de plantas naturales en la region sur, que pueden ser utilizadas

como un tratamiento alternativo eficaz contra la onicomicosis.

APLICABILIDAD: El presente estudio busca promover y revalorar el uso de
nuestros recursos naturales que tenemos en la region que existe una gran
biodiversidad, debido que en la actualidad se buscan terapias alternativas

eficaces que pueden ser una mejor opcion a las terapias actuales.

Se busca formular un esmalte de ufias como una alternativa terapéutica mas
econdmica contra la onicomicosis, con menos efectos adversos que conlleven al

uso racional de este recurso que tenemos en la region.

PRIORIDAD: El presente estudio esta enfocado en la busqueda de antimicéticos
naturales que sean usados como una alternativa eficaz, ya que el aumento de
las infecciones por hongos y la resistencia a los antimicéticos en el mercado, no

estan siendo eficaces en la erradicacion de la onicomicosis.

Se comparo la efectividad del esmalte de ufas elaborado en base al aceite
esencial de orégano con otro esmalte comercial existente en el mercado, con la
finalidad de evaluar si existian diferencias en cuanto a la efectividad sobre

Trichophyton rubrum.
1.4 HIPOTESIS
El esmalte de ufias elaborado usando el aceite esencial de Origanum vulgare

L. (Orégano) tiene actividad antimicética in vitro frente a Trichophyton rubrum
ATCC 28188.



CAPITULO II
MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

2.1.1 ANTECEDENTES LOCALES

Ibarra Castillo B, Tunqui Neira GH, “ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE
ESENCIAL DE AJENJO (Artemisia Absinthium |.) FRENTE A Trichophyton
rubrum y Candida albicans, DERMATOXICIDAD Y ELABORACION DE UNA
FORMA FARMACEUTICA” Carrera profesional de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de San Antonio Abad, Cusco — Peru. (2009)

El objetivo principal fue demostrar la actividad antimicética in vitro del aceite
esencial de Ajenjo (Artemisia absinthium. L) frente a Trichophyton rubrum y

Candida albicans, Dermatoxicidad y elaboracién de una forma farmacéutica.

Método, el aceite esencial se obtuvo mediante destilacion por arrastre de vapor
de agua de las partes aéreas de la planta. Este fue sometido a analisis
fitoquimico determinandose los siguientes compuestos: taninos, lactonas vy
esteroides. Mediante el método de agar en placa excavada se determiné la
actividad antimicotica frente a cepas de. Trichophyton rubrum y Candida

albicans.

Resultado, los diametros de la prueba de agar en placa excavada para Candida
albicans, fue de 22 mm a un volumen de 50 uL del aceite esencial y para.
Trichophyton rubrum fue de 24 mm a un volumen de 25 pL del aceite esencial
de Artemisia absinthium, se determind la concentracion minima inhibitoria que
fue de 75 mg/500 uL, la concentracién estandar para el aceite que fue de
128.06mg/500 uL obteniéndose halos de inhibicion de 18.36 y 19.24 mm para

Trichophyton rubrum y Candida albicans.

Conclusion, se realizo la elaboracién de la forma farmacéutica donde se probd
diferentes tipos de bases, eligiéndose la base que presento mejor homogeneidad
y mejores caracteristicas, la base elegida fue la emulsién W/O, se formularon y
prepararon cremas a diferentes concentraciones y la formulacion elegida fue la

crema al 2% del aceite esencial de Artemisia absinthium. (10).



Huancachoque Usca B, “ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO DEL ZUMO
DE LIMON FRENTE A Trichophyton rubrum”. Carrera profesional de

Farmacia y Bioquimica, Universidad de San Antonio Abad, Cusco — Peru. (2007)

Objetivo, comprobar la actividad antimicética in vitro del zumo de limén frente a
Trichophyton rubrum ATCC 28188.

Método, se proceso el fruto hasta la obtencion del zumo, con este se realizo las
pruebas de solubilidad para obtener el solvente adecuado, la determinacién de
metabolitos secundarios mediante el analisis fitoquimico cualitativo. La
determinacion de la actividad antimicotica se ejecutd por el método de difusion

en agar excavado-placa (Método de Hufford)

Resultados, se demostro la presencia de flavonoides, alcaloides y quinonas en
mayor proporcion, en la estandarizacion de la concentracién antimicética se
obtuvo que el zumo de limén, posee una concentracién minima de 200mg/500
uL con un halo de inhibicién de 7.2 mm y una concentracion maxima de
249.74mg/500uL con un halo de inhibicion de 11.8 mm frente a cepas de

Trichophyton rubrum.

Conclusion, de la comparacién con el antimicético patrén, el fluconazol resulté

tener una mayor actividad antimicética frente a cepas de Trichophyton rubrum.
(11)

Lovon Salcedo M, Delgado Ramos S, “ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO
DE LOS ACEITES ESENCIALES de Rosmarinus officilais I.(romero) Y
Cinnamomun zeylanicum b.(canela) FRENTE A CEPAS DE Candida
albicans, EVALUADOS POR SEPARADO Y EN COMBINACION” Carrera
profesional de Farmacia y Bioquimica, Universidad de San Antonio Abad, Cusco
— Peru. (2011)

El objetivo del trabajo fue determinar la actividad de los aceites esenciales de
romero y canela por separado y en combinacién, frente a cepas de Candida

albicans

Se determind la actividad antimicotica mediante el método de excavacion en
placa, se realizé la prueba piloto para determinar la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) y la posterior estandarizacion.



Resultados, el aceite esencial de Rosmarinus officilais L. (romero) se observo
una concentracion optima de 304mg/500uL con un halo de 24.08mm.con el
aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum B. (canela) se observé una

concentracién optima de 200mg/500uL, con un halo de inhibicién de 71.67mm.

Conclusiones, los aceites esenciales de Cinnamomun zeylanicum B. (canela) y
Rosmarinus officilais L. (romero) presentan antividad antimicética in vitro frente
a cultivos de Candida Albicans, y el aceite esencial de Cinnamomun zeylanicum
B. (canela) presenta mayor actividad antimicotica que el fluconazol y que la
actividad antimicética de Rosmarinus officilais L. (romero) frente al mismo

farmaco es menor. (12)

2.1.2 ANTECEDENTES NACIONALES

Albado Plaus E, Grabiel Ataucusi S, “COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare
(OREGANO)” Revista Médica Herediana. Lima — Peru. (2001)

Objetivo: Determinar la actividad antimicrobiano en el aceite esencial
(Carvacrol) del Origanum vulgare. Material y métodos: El aceite esencial se
obtuvo por destilacién por arrastre con vapor de agua, a partir de las hojas y
flores desecadas de O. vulgare; se determind la gravedad especifica con un
pinnémetro y el indice de refraccion con refractémetro de Abbc; la composicion
quimica se evalué mediante cromatografia de gas con detector de masa (GL-
SM). La actividad antimicrobiana del aceite de O. vulgare se realizé por el método
semicuantitativo de incorporaciéon y de disco difusién en agar. Resultados: La
densidad especifica del producto resulté 0.9234 a 20°C y el indice de refraccion
1.4774; el cromatograma mostréo un contenido de 9% de carvacrol, 12.19%,
Terpineoly 6.86% de P-cimeno y la presencia de otros compuestos relacionados
metabolicamente con los tres antes citados. Las bacterias gram-negativas:
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella tiphymurium, Salmonella
cholerae suis y Vibrio cholerae y las bacterias gram-positivas: Staphylococcus
aureus y Bacillus cereus, mostraron diferentes grados de sensibilidad. De los
microorganismos  evaluados solo pseudomonas aeruginosa mostro
resistencia. Conclusion: El aceite esencial posee actividad microbiana contra

todas las bacterias evaluadas, excepto antes para P. aeruginosa. (4)



Maravi Inga GG, “EFECTO ANTIBACTERIANO Y ANTIFUNGICO DEL ACEITE
ESENCIAL DE: Menta piperita (MENTA), Origanum vulgare (OREGANO) y
Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA) SOBRE Streptococcus mutans
ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans
ATCC 90028”. Escuela Académica Profesional de Odontologia, Universidad
Privado Norbert Wiener, Lima- Peru (2012)

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto antibacteriano
y antifungico in vitro del aceite esencial de: Menta piperita (Menta), Origanum

vulgare (Orégano) y Cymbopogon citratus (Hierba Luisa)

Método, difusidn en agar con disco, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
Lactobacillus acidophilus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028”

Resultados, para realizar el analisis microbioldgico, se utilizé el aceite esencial
de Menta al 50 y 100%, Orégano al 50 y 100% y Hierba Luisa al 50% y 90%.

Estos aceites esenciales, fueron comparados con Nistatina como control positivo

(para los hongos) y Gluconato de Clorhexidina al 0.12% (para las bacterias).

Conclusioén, el aceite esencial de Orégano y Hierba Luisa tienen mayor
efectividad antibacteriana y antifungica que los controles positivos: Clorhexidina
al 0.12% vy Nistatina, a excepcion de la Menta piperita (Menta) al 50% que su

accién fue menor que los controles positivos. (13)

Quintanilla Bocangel JJ, ‘EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO DEL
CARVACROL (ACEITE DE OREGANO) SOBRE Candida albicans”. Escuela
Académica Profesional de Odontologia, Universidad Privado Norbert Wiener,
Lima- Peru (2016)

Objetivo, determinar el efecto antifungico in vitro del extracto de aceite de
orégano, carvacrol, sobre cepas de Candida albicans. Se preparo el extracto de
aceite de orégano, carvacrol, al 0,1 % in vitro, empleando el método de Kirby
Bauer (difusion en disco) y la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (CMI). Para la evaluacion, se expuso a Candida albicans a cuatro
concentraciones del extracto de aceite de orégano; asimismo, se considero un
grupo control con fluconazol y otro con indculo microbiano, para luego realizar

diez repeticiones en cada caso. Resultados, se determind que existe diferencia
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estadisticamente significativa entre el efecto antifungico de las diferentes
concentraciones de extracto de aceite de orégano sobre el crecimiento de
Candida albicans (P<0.05), y fue sensible a las cuatro concentraciones al
comparar los halos de inhibicion segun la escala de Durafourd. La CMI para la
accioén antifungica fue de 100 %, (1000 mg/ml). Conclusién, el carvacrol, como
extracto de aceite de orégano, si tiene efecto inhibitorio in vitro contra Candida
albicans. (14)

Lachos Miguel EV, Laurente Pachamanco KG, “EFECTO ANTIMICOTICO IN
VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare FRENTE A CEPAS DE
Trichophyton rubrum”. Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
Nacional de Trujillo. Trujillo — Peru (2018).

El objetivo del trabajo de investigacion fue determinar el efecto antimicético in
vitro del aceite esencial de orégano, frente a cepas de Trichophyton rubrum. El
aceite esencial de obtuvo mediante el método por destilacion por arrastre de
vapor al cual se le determino caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas.
Resultados, la concentracién minima inhibitoria fue de 0.25% y la concentracion
minima fungicida de 0.125% se le atribuye el efecto antimicético al timol y
carvacrol. Conclusion, que el aceite esencial de Origanum vulgare presenta

actividad antimicotica frente a Trichophyton rubrum. (15)

Villavicencio Gastelu JE, “EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DEL OREGANO
(Origanum vulgare) EN CEPAS DE Candida albicans PROCEDENTES DE LA
ESTOMATITIS SUB PROTESICA”. Facultad de Odontologia. Universidad

Nacional Mayor de San Marcos. Lima- Peru. (2017)

Objetivo: el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicético
in vitro del aceite esencial del orégano (Origanum vulgare) en cepas de Candida
albicans procedentes de la Estomatitis Sub Protésica (ESP); como alternativo
farmacoldgico para la prevencion y tratamiento de la ESP. Metodologia: Se
efectud la recoleccion de cuatro variedades de orégano: Origanum X intercedens
(chinito), Origanum xmajoricum (nigra), Origanum vulgare L (Jauja) y Origanum
vulgare L (Tacna).Se obtuvo los aceites esenciales mediante proceso de
destilacion por arrastre con vapor de agua. La composicién quimica se determiné

cuantitativamente por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas



(CG/EM). Los principales componentes quimicos encontrados fueron: sabineno
(3,67%); p-cimeno (3,52%); a-terpineno (4,90%); y-terpineno (9,04%); cis-I -
terpineol (3,62%); 4-terpineol (11,56%); 1-metoxi-4-metil-2-(1-metiletil)-benceno
(4,06%); acetato de linalol 8,58; timol (14,71%); carvacrol (0,88%); y-elemeno
(4,76%) y elixeno (3,58%). Se comprobd in vitro el efecto antimicético de los
aceites esenciales a través de pruebas de sensibilidad con el método de difusién
en cultivo de agar frente a C. albicans y se comparé con Miconazol (gel oral
20mg/g) y Clorhexidina (colutorio 0,12%). Resultados: Los aceites esenciales
de orégano de las cuatro especies estudiadas mostraron efecto antimicoético, en
diferentes concentraciones, y mostraron diferencias significativas frente al
Miconazol y Clorhexidina. Conclusién: que el aceite esencial de Origanum
vulgare puede ser una alternativa farmacolégica para el tratamiento de la
Estomatitis Sub Protésica. (16)

Alva Pretell JA, “EFICACIA ANTIMICOTICA DEL EXTRACTO ACUOSO DE
Origanum vulgare “OREGANO” SOBRE Céandida albicans ATCC 10231,
COMPARADO CON METRONIDAZOL, ESTUDIO IN VITRO.”. Escuela

Profesional de Medicina, Universidad Cesar Vallejo. Trujillo — Peru. (2018)

Se realizé6 un estudio experimental in vitro con el objetivo de evaluar la
efectividad antimicética del extracto acuoso de Origanum vulgare “orégano”
sobre Candida albicans ATCC 10231, Metodologia: Se realizaron cuatro
diluciones (100%, 75%, 50% y 25%) con control neutro con DMSO; se realizaron
19 repeticiones por cada grupo de estudio. Resultados: Se obtuvo que el
Extracto de Origanum vulgare, mostré halos de inhibicién a partir de la dilucion
al 75% 11.10 mm (DS: 5.68+0.180. IC95% (10.60 -11.51)) con un rango de 10 a
12 mm, mayor fue el halo de inhibicién a la concentracion del 100% con 14.50
mm (DS: 1.080+ 0.342 IC95% (13.73-15.27)) con un rango de 13 a 16 mm,
considerandose resistente segun el CLSI; el grupo control de metronidazol, tuvo
un halo de inhibicion de 25.90 mm (DS: 8.76 +2.77 1C95% (25.27- 26.53)) con
un rango de 25 a 27 mm. Conclusién: El analisis estadistico ANOVA fue
altamente significativo (0.000), al igual que la prueba de Tukey demostré que los
grupos evaluados fueron homogéneos y el grupo con mayor halo de inhibicion
fue para metronidazol, seguido del extracto acuoso al 100% de la planta en

estudio evidenciandose que a mayor concentracion el halo de inhibicién
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<«

aumentaba. Se concluye que el extracto etandlico de Origanum vulgare
orégano” si tiene efecto antimoénico sobre sobre Candida albicans ATCC
10231, pero menor que metronidazol segun el CLSI. Pudiendo ser este producto
utilizado como un tratamiento alternativo en las infecciones vaginales

principalmente las candidiasis vaginales. (17)

Ayala Jara ClI, Castillo Saavedra EF, Villanueva Sedano LC, Medina Espinoza.
TM, “DESARROLLO Y EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DE UNA CREMA
DE Tropaeolum majus |. (tropaeolaceae) SOBRE Trichophyton rubrum
(Arthrodermataceae)” Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Truijillo.
Trujillo — Peru. (2018)

Objetivo: El estudio estuvo orientado en desarrollar una crema a base de flores
de Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae) y evaluar su efecto in vitro en cepas
de Trichophyton rubrum (Arthrodermataceae). Metodologia: Se obtuvo el
extracto estandarizado de las flores, luego se determiné la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion minima fungicida (CMF); se disefid y elaboro
la formulacion de la crema y se evaluo su efecto antifungico in vitro, usando como
patrén la crema de isoconazol al 1%. Resultados: Para determinar diferencia
significativa en ambas cremas, se compararon los halos de inhibicién obtenidos
mediante la prueba “t” de Student con un nivel de significancia estadistica de
0,05. La CMI fue de 1,8 g/mL y la CMF fue de 1,9 g/mL; en el estudio de
preformulacion de excipientes con el extracto estandarizado de Tropaeolum
majus no ocurrieron cambios. Conclusion: Los controles de calidad
organolépticos, fisicoquimicos y microbiolégicos de la crema antimicética
coincidieron con las especificaciones establecidas. Se logré desarrollar la crema
antimicotica con calidad farmacéutica; la evaluacion del efecto in vitro en cepas
de Trichophyton rubrum, con halos de inhibicién semejantes de 33,15 + 3,26 mm,
demuestran que tiene efecto antimicoético similar a la crema patron de isoconazol
al 1%. (18)

Martell Rosales AR, Rodriguez Del Aguila JM, “CALIDAD DE ESMALTES
PARA UNAS QUE SE COMERCIALIZAN EN EL EMPORIO COMERCIAL
ALBARRACIN TRUJILLO, 2015” Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Universidad Nacional de Truijillo. Trujillo — Peru. (2015)
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Objetivo: El presente estudio se realizo la evaluacion “CALIDAD DE ESMALTES
PARA UNAS QUE SE COMERCIALIZAN EN EL EMPORIO COMERCIAL
ALBARRACIN TRUJILLO, 2015” Metodologia: Se trabajé con 03 muestras de
cada marca de esmaltes para ufias de diferentes lotes; Vogue Fantasic, P y W,
NIGHTS, RODER, Briller, Belles, TLM,Gaudy, se determindé la calidad
organoléptica: olor color, aspecto, asi como la calidad fisicoquimica: densidad,
evaporacion, tiempo de secado, retraccion o encogimiento y plasticidad. Dando
como resultado que los esmalte los cumple con la calidad organoléptica.
Resultados: Los fisicoquimicos indican que las marcas BelleS de color amarillo
y RODER de color rojo que se encuentran diferente al parametro de densidad
establecidos segun el Manuel de cosméticos de FDA que establece una
fluctuacion ente 1,10g/ml a 1,35 g/ml. Conclusién: La marca BellerS de color
blanco y amarillo asi como Nights de color rojo no se encuentran dentro del rango
establecido por la FDA, con respecto al tiempo de secado cuyos limites
establecido varian de 4 min hasta 8 min. También se reporta la plasticidad de los
esmaltes, las marcas que muestran dicho parametro fisicoquimico alterado son
BelleS, RODER, Sasha y Nigths. Se observé una alteracion de la retraccion o
encogimiento en las marcas BelleS, RODER, Vogue y Nights. Como ultima
prueba en el tiempo de evaporacion, el parametro que varia de 1 min con 30 seg
hasta 5 min, todas las muestras analizadas se encuentran dentro del rango
establecido. (19)

2.1.3 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Arcilla Lozano CC, Loarca Pifia G, Lecona Uribe S, “EL OREGANO:
PROPIEDADES, COMPOSICION Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE SUS
COMPONENTES” Facultad de Quimica. Universidad Auténoma de Querétaro.
México. (2012)

Objetivo: El orégano comprende varias especies de plantas que son utilizadas
con fines culinarios, siendo las mas comunes el Origanum vulgare, nativo de
Europa, y el Lippia graveolens, originario de México. Metodologia: Entre las
especies de Origanum se encuentran como componentes principales el
limoneno, el B-cariofileno, el r -cimeno, el canfor, el linalol, el a -pineno, el

carvacrol y el timol. En el género Lippia pueden encontrarse estos mismos
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compuestos. Su contenido depende de la especie, el clima, la altitud, la época
de recoleccion y el estado de crecimiento. Resultados: Algunas propiedades de
los extractos del orégano han sido estudiadas debido al creciente interés por
sustituir los aditivos sintéticos en los alimentos. El orégano tiene una buena
capacidad antioxidante y antimicrobiana contra microorganismos patégenos
como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, entre otros. Conclusién: Estas caracteristicas son
muy importantes para la industria alimentaria ya que pueden favorecer la
inocuidad y estabilidad de los alimentos como también protegerlos contra
alteraciones lipidicas. Existen ademas algunos informes sobre el efecto
antimutagénico y anticarcinogénico del orégano sugiriendo que representan una
alternativa potencial para el tratamiento y/o prevencion de trastornos cronicos

como el cancer. (20)

Hernandez Dominguez L. Abraham Juarez M. Martinez Jaime O. “ACEITE
ESENCIAL DE OREGANO COMO POTENCIAL NUTRACEUTICO”.

Universidad de Guanajuato. México. (2016)

Objetivo: El aceite de orégano ha sido investigado cientificamente y ha resultado
ser uno de los mas potentes y efectivos antibidticos conocidos por el hombre. El
ingrediente activo: carvacrol, ha resultado ser uno de los antisépticos mas
potentes. En este proyecto se utilizd orégano proveniente de tres regiones
diferentes del estado de Guanajuato: A) Valle de Santiago, B) Irapuato y C)
Ciudad de Guanajuato, con el objetivo de determinar y determinar si existen
diferencias a nivel fisicoquimico y en su potencial nutracéutico. La variedad
seleccionada fue orégano mexicano (Lippia graveolens). Para obtener el extracto
de orégano de las tres muestras se evaluaron tres Métodos:1) Con solventes
organicos, 2) Por arrastre de vapor y 3) Con solventes organicos (etanol). Los
Resultados nos indican que el mejor método de extraccion fue el 2, ya que el
extracto de orégano obtenido conservo mejor las caracteristicas fisicoquimicas
y algunos nutraceuticos. En cuanto al origen de la muestra de orégano, destaca
el que proviene de la ciudad de Guanajuato, seguido el de Irapuato y de valle de

Santiago, el cual se vio mas afectado en sus propiedades. (21).
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Tapeiro Cuellar J. Montano Escobar Y, Garcia Mendoza M, Marin Reina C.
Escobar Salcedo J. “EXTRACCION, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE
LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO
(Origanum vulgare) DEL MUNICIPIO DE VIJES VALLE DEL CAUCA”.
Universidad de Caldas. Manizales — Caldas, Colombia. (2016)

El objetivo de esta investigacion fue extraer mediante hidrodestilacion asistida
por radiacion con microondas (MWHD) aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare L.) del municipio de Vijes Valle del Cauca, caracterizar sus propiedades
fisicoquimicas, valorar su composicion quimica por cromatografia de gases
espectrometro de masas (GC-MS) y evaluar su actividad antioxidante frente a
los métodos DPPH+, ABTS*+ y ORAC.

Método: Para la extraccion del aceite esencial se us6 muestras vegetales de
orégano procedentes del municipio de Vijes del Valle del cauca; situado sobre el
valle del rio Cauca, con una altitud de 987 m.s.n.m y una temperatura promedio
de 25°C y humedad relativa del 75%.

Resultados: El rendimiento estuvo entre 0,182+0,00067 y 0,229 + 0,00078 para
300 gramos de muestra, con un indice de refraccion a 20°C de 1,5030 + 0,0012.
La solubilidad al etanol (70%) es positiva, con una rotacion oOptica de -
0,200+0,0001 y una densidad a 20°C de 0,9641+0,00034.

Conclusiones: Los analisis cromatograficos exponen al carvacrol como
componente principal (65,06%) y timol (22,79%) e hidrocarburos monoterpenicos
como, B-pineno (1,42%), a-terpineno (9,85%) y Cariofileno (7,58%) entre otros.
La capacidad antioxidante del AE de orégano presentdé buena actividad
antioxidante para cada uno de los métodos analizados; evidenciando que es un
producto a tener en cuenta para la incorporacion en productos agroindustriales

y en peliculas y recubrimientos comestibles para conservar alimentos. (22)
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Solis Campoverde PN, “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
DE LOS ACEITES ESENCIALES DE OREGANO (Origanum vulgare L.) Y
TOMILLO (Thymus vulgaris L.) como potenciales bioconservadores en
carne de pollo”. Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Riobamba —
Ecuador. (2012)

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano de
los aceites esenciales de orégano y tomillo como conservantes naturales, con el
propésito de reducir la carga microbiana durante el almacenamiento de la
pechuga de pollo. Métodos, los ensayos utilizados fueron inductivo-deductivos
y cientifico-experimentales. Los microorganismos de ensayo fueron Samonella
spp Yy microorganismos proteoliticos; se aplicaron pruebas de Screening,
Concentracion Minima Bactericida “in vivo” y tiempo de muerte “in vitro” e “in
situ”. Resultados, se determin6 actividad antimicrobiana con concentraciones al
100 % sin diluir. La concentracion minima bactericida frente a Salmonella spp
fue de 1.56%. In vitro, el tratamiento mas efectivo frente Salmonella spp. Fue
obtenido con el aceite esencial de tomillo en concentracién total mientras que el
aceite esencial de orégano presentd una inhibicion minima. Conclusioén, en el
tiempo de muerte se determind la eficacia de la actividad antibacteriana del
aceite de tomillo ya que presentd una reduccion significativa de Salmonella spp.
Los ensayos “in situ” mostraron que el aceite esencial de tomillo en el
almacenamiento de la pechuga de pollo a temperatura de refrigeracion (4°C)
hasta 48 horas, fue el tratamiento mas efectivo para reducir la contaminacion
bacteriana y la pérdida de las caracteristicas de calidad de la carne, logrando dar
un producto de mejor calidad y libre de contaminacion. Por lo que se recomienda
el uso de los aceites esenciales en carne de pollo como una alternativa natural

a los antibacterianos sintéticos para controlar la contaminacién de la misma. (23)

Valverde Quinaluisa PY, “EFECTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE
ESENCIAL DE OREGANO DE LAS PROVINCIAS DE CHIMBORAZO Y
SANTA ELENA AL 100% DE CONCENTRACION SOBRE Candida albicans”.
Facultad de Odontologia, Universidad Central del Ecuador, Quito — Ecuador.
(2017)
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El objetivo del trabajo fue tratar patologias orales producidas por Céandida
albicans mediante sustancias alternativas a base de plantas medicinales, se
plante6 identificar la efectividad antimicotica de los aceites esenciales de
Orégano de las provincias de Chimborazo y Santa Elena al 100% de
concentracion sobre Candida albicans, cepas que han sido inoculadas en
laminas de acrilico, para lo cual se tom6 como medicamento control a Nistatina.
Metodologia: una vez seleccionado las plantas de orégano, se obtuvo el aceite
esencial de las mismas, al 100% de concentracion a través de la técnica de
arrastre de vapor de agua. La activacion de la levadura se realizé con 0,5 en la
escala Mc Farland, posteriormente fueron colocadas en vasos estériles, donde
se incorpordé 50mL de agua mas 0,3 y 0.5mL de aceite esencial de Orégano.
Resultado, ambos aceites esenciales de orégano mostraron diferencias
significativas sobre las levaduras en comparacion con nistatina. Conclusién, el
aceite esencial obtenido de los oréganos provenientes de las provincias de
Chimborazo y Santa Elena revel6 valores mas altos de efectividad antimicética

frente a Candida albicans. (24)

Salamanca Garcia M, Sanchez Bermidez M,“EXTRACCION Y
CARACTERIZACION DE LA OLEORRESINA DEL OREGANO (Origanum
vulgare). Facultad de Tecnologia Quimica. Universidad Tecnoldgica de Pereira.
Pereira- Colombia. (2009)

El objetivo de este estudio fue realizar la extraccion, analisis fisico-quimicos y
microbioldgicos a la oleorresina del Orégano. Las extracciones realizadas fueron
obtenidas a partir del orégano previamente lavado y deshidratado a 40°C por dos
dias. El método Soxhlet utilizando como solvente etanol al 75% presentd un
mayor porcentaje de rendimiento y buenas caracteristicas organolépticas en la
extraccion. Se realizaron pruebas de cenizas, densidad, indice de refraccion,
indice de acidez, analisis GC-MS, analisis microbioldgicos, actividad antioxidante
y analisis sensorial; todas las pruebas fueron realizadas por triplicado. Los
resultados obtenidos para los analisis microbioldgicos fueron satisfactorios
presentando negativo para coliformes totales, coliformes fecales E-coli y
mesofilos aerobios viables; teniendo en cuenta que este estudio preliminar
puede dar paso a otros estudios para la comercializaciéon de esta oleorresina

como un producto comestible segun la norma ISO 22000. Conclusién: el
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extracto de orégano tiene poca actividad antioxidante ya que el extracto de
orégano presentd un IC50 a una concentracion de 35200 ppm, lo cual se puede
concluir que el extracto etandlico no presenta compuestos con potencial
antioxidante, y ademas el control positivo (acido ascérbico) presenta un IC50 de
415 ppm. Por GC-MS se obtuvieron los siguientes compuestos en mayor
porcentaje: Timol (96.351%), 2,5-ciclohexadieno1,4-diona, 2-metil-5-(1-metiletil)
(1.596%). La oleorresina reporto: 0.266 % de cenizas, densidad de 0.988 g/cm3,
indice de refraccién 1.345 ND 24 y 49,00% de grados Brix, Humedad 13.635%

m/m, indice de Acidez 5.028 %m/m &cido oleico. (25)

Traynor MJ, Turner RB, Evans CR, Jones SA. “EFECTO DE UN
POTENCIADOR NOVEDOSO EN LA PERMEACION UNGUEAL DE LOS
AGENTES ANTIFUNGICOS” (2010)

Objetivo: Evaluar el poder de penetracion del miconazol a diferente
concentracion y del cociclopirox , Metodologia. Se realizaron discos de pezunas
estériles de 0,5-1,0 mm de grosor, similares al grosor de las ufias humanas, Se
colocaron en la superficie de las placas de agar sembradas con un inéculo de
Trichophyton estandarizados a una concentracion de 2-5 x 10 conidios /.

Trescientos microlitros de nitrato de miconazol comercializado 2% p/p y 8% p/p.

Resultados, Luego se aplicaron p / p de formulacion tdpica de ciclopirox a la
superficie del disco de pezuia para. Las placas se incubaron durante 4 dias y
las zonas de inhibicion (ZOl) fueron posteriormente medido. Como se esperaba,
los controles no tratados no mostraron halos de inhibicion, mientras que el 50%
de nitrato de miconazol 2% p / p, luego de 60 minutos de exposicion, mostro
significativamente mayor halo de inhibicidon en comparacion con 8% p / p de laca
de ciclopirox, (26.5 £ 9.7 y 2.8 + 3.4 mm, respectivamente) (P < 0.05) (26)
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2.2 BASE TEORICAS Y CIENTIFICAS
2.21 ASPECTOS BOTANICOS DE LA ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO

2.2.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

REINO: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: LAMIALES

FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: ORIGANUM

ESPECIE: VULGARE (27)
2.2.1.2 NOMBRE CIENTIFICO: Origanum vulgare L.

2.2.1.3 NOMBRES COMUNES: Orégano, mejorana silvestre.
FUENTE: HERBARIO VARGAS (CUZ) (ver Anexo 1)

2.2.1.4 DESCRIPCION BOTANICA DE LA ESPECIE

Planta herbacea, perenne, rizomatosa. Los tallos son erectos, de unos 90 cm o
mas, generalmente ramificados en la parte superior, Las hojas, de 10-40(-50) x
4- 25 mm, son ovaladas, enteras o ligeramente crenacio-serradas, glabras o
pilosas, punteado glandulosas y pecioladas. Flores dispuestas en espiga de
verticilastros de 5-30 mm, ovoide, oblonga o prismatica, formando en conjunto,
una inflorescencia corimbosa densa. Bracteas florales de 4-5 mm, diferentes a
las hojas, casi dos veces mas largas que el caliz, ovaladas u oblongas, no
apiculadas, pilosas o glabras, sin glandulas o ligeramente punteado-glandulosas,
herbaceas, generalmente de color purpura violaceo o grisaceo. El caliz,
punteado de glandulas amarillas, con 5 dientes iguales, es piloso o glabro. La
corola de 4-7 mm, es bilabiada, con el labio superior entero o escotado y el
inferior trilobulado, blanco o rojo-purpura. Androceo formado por 4 estambres

fértiles, con los filamentos divergentes, didinamos (28).
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2.2.1.5 ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS Y ETNOFARMACOLOGICOS
Segun antecedentes etnobotanicos y etnofarmacologicos del orégano:

» Es utilizado para trastornos digestivos por ejemplo dispepsia de origen
nervioso, flatulencia, espasmos o cdlicos de los 6rganos digestivos.

» Afecciones respiratorias que cursan son tos seca o irritativa, como la
laringitis. El orégano tiene también accion expectorante y antitusigena,
tanto como en uso interno y como externo es cicatrizante, analgésico,
antiséptico y antifungico.

» Dolores musculares, torticolis y lumbago. (29)
2.2.1.6 FITOQUIMICA, FARMACOLOGIA Y TOXICOLOGIA

Contiene aceite esencial, cuya composicion puede variar segun su procedencia.
Generalmente contiene fenoles (timol 18.80% y carvacrol 2,24%) hidrocarburos
monoterpénicos (limoneno 0,85%, a-pineno 0.36 %, b-pineno 0.18%, m-cimeno
3.27%) sesquiterpenos (b-cariofileno 1.87%) y linalool 2.25%, L-4-terpinoel
26.56%, y-terpineno 11,77%, careno 6.53%. entre otros presentes en menor

proporcion. (28)

2.2.2 ACEITES ESENCIALES
2.2.2.1 DEFINICION

Los aceites esenciales son mezclas de componentes volatiles, producto del
metabolismo secundario de las plantas; en su composicién quimica entran
hidrocarburos del grupo de los terpenos, junto con compuestos oxigenados de
bajo peso molecular (alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos), que son

los que les dan a los aceites esenciales el aroma que los caracteriza.

Los metabolitos secundarios volatiles tienen una distribucion restringida en la
naturaleza, la cual se limita a ciertas plantas llamadas “aromaticas”, en algunos
casos, a solo algunas especies o subespecies, por lo que son consideradas
como una manifestaciéon individual del organismo que las contiene y se les
atribuye una gran variedad de funciones especificas, por lo que éstos deben
tener algun significado bioldgico, ya que son biosintetizados y biodegradados.
(30)
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2.2.2.2 COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

La composicion quimica de los aceites esenciales es muy compleja, los

metabolitos secundarios volatiles se pueden clasificar en base a los grupos

funcionales que contienen sus moléculas. (31)

TABLA 1. COMPOSICION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Sesquiterpénicos

GRUPO FUNCIONAL NATURALEZA EJEMPLO
QuiMICA

HIDROCARBUROS Terpenicos Limoneno, a-terpineno
Aromaticos Cumeno, p-cimeno

Trans-pCariofileno

ALDEHIDOS Monoterpénicos Citral
Alifaticos Nonanal, octadenal
Aromaticos Cinamaldehido
ALCOHOLES Monoterpénicos Geraniol, citronelol
Alifaticos 3-Decanol
Sesquiterpénicos | Espatulenol, cedrol
Aromaticos Alcohol bencilico
FENOLES Aromaticos Timol, carvacrol

Grupos funcionales de las moléculas constituyentes de los aceites esenciales (31)

Fuente: MARTINEZ ALEJANDRO; 2001
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2.2.2.3 CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se pueden clasificar de la siguiente manera: (30)

2.2.2.3.1 POR SU COMPOSICION ELEMENTAL

1.

Aceites esenciales pobres en oxigeno: (ricos en terpenos) Como los
aceites esenciales de trementina, limoén, bergamota, romero, eucalipto,
Ciprés, tomillo, laurel, naranja, etc.

Aceites esenciales ricos en oxigeno: Como los aceites esenciales de anis,
hinojo, comino, menta, manzanilla, rosas, violeta, etc.

Aceites esenciales sulfurados: Como los aceites esenciales de ajo,

cebolla, mostaza, etc. (30)

2.2.2.3.2 POR SU PUNTO DE EBULLICION

1.

Aceites esenciales fijos: Son comunmente llamados “fijadores” su
frecuencia ondulatoria es muy amplia, y su peso molecular generalmente
elevado. Se incluye en este grupo a los productos balsamicos y a los aceites
resinosos.

Aceites esenciales persistentes: Son mas volatiles que los anteriores. Su

accion dura varios dias e imprime un caracter especial a los perfumes. (30)

2.2.2.3.3 POR SU ORIGEN

1.

3.

Aceites esenciales naturales: Se obtienen directamente de la naturaleza,
generalmente son de origen vegetal, aunque pueden ser de origen animal.
Pueden ser productos de secrecion o de algunos estados patolégicos.

Aceites esenciales sintéticos: Son productos de sintesis organicas y
pueden obtenerse a partir de los componentes obtenidos de los diversos
aceites esenciales, como de compuestos ajenos a estos. Pertenecen a este
grupo las yanonas con olor a violeta, que son muy empleadas en perfumeria.
Aceites esenciales artificiales: Son la mezcla de los dos anteriores, son de
aroma analogo al de los aceites naturales. Se les clasifica en dos subgrupos:
los productos extraidos a partir de aceites esenciales; caso de geraniol,

acetol y mentol y los obtenidos por sintesis quimica, caso de la vainilla. (30)
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2.2.2.4 CONSTITUCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales estan constituidos por muchas clases de compuestos
quimicos, algunos con un solo componente en alto porcentaje y otros por
mezclas complejas de compuestos aciclicos, aromaticos, etericiclicos, y sus

derivados oxigenados, etc.

Quimicamente la mayor parte de todos los aceites esenciales consisten en
terpenoides, sus derivados oxigenados y una pequena cantidad de residuos no

volatiles (estearoptenos). (30)
2.2.2.4.1 TERPENOIDES

Los terpenos forman una amplia familia de compuestos quimicos; estrictamente
hablando, son hidrocarburos ciclicos y aciclicos cuyas formulas moleculares son
multiplos del isopreno C5H8. Generalmente se extiende tal definicidn para incluir
alcoholes, aldehidos, cetonas y otros derivados, que poseen el mismo esqueleto
carbonado del hidrocarburo terpénico fundamental; semejantes compuestos son
llamados mas propiamente terpenoides, término que se aplica también a los

terpenos propiamente dichos. (30)
A. Monoterpenoides:

Estas sustancias constituyen un importante grupo de hidrocarburos, alcoholes y
cetonas, que son los componentes mayoritarios de los aceites esenciales
obtenidos de las hojas, raices y cortezas de varias plantas. Pueden subdividirse

en tres clases segun posean o no anillos:
1. Monoterpenoides Aciclicos:

La estructura de los compuestos incluidos en este grupo se basa, salvo algunas

excepciones, en el esqueleto del 2,6-dimetil octano.
2. Monoterpenoides Monociclicos:

La gran mayoria de estos compuestos poseen esqueletos carbonados derivados

del p-mentano.

3. Monoterpenoides Biciclicos:
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Los principales hidrocarburos y derivados oxigenados monoterpénicos biciclicos
poseen esqueletos bicarbonados del tipo de los hidrocarburos saturados:
Tuyano, pinano, canfano, etc. La a-pineno es uno de los mas importantes por su
gran disponibilidad y el gran niumero de productos obtenidos a partir de él. Esta
muy distribuido en la naturaleza y es uno de los componentes principales de los

aceites esenciales de las coniferas. (30)
B. Sesquiterpenoides:

Este grupo de terpenoides puede considerarse como constituido por tres
moléculas de isopreno. Los hidrocarburos sesquiterpénicos, son con frecuencia
constituyentes de los aceites esenciales y a semejanza de los monoterpenoides
suelen ser liquidos a las temperaturas ordinarias. Entre los derivados oxigenados

se han encontrado alcoholes, epdxidos y cetonas sesquiterpénicas. (30)
2.2.2.4.2 SUSTANCIAS OXIGENADAS

Son las primeras portadoras de los olores especificos de los aceites esenciales.
Se trata principalmente de alcoholes, aldehidos, cetonas y esteres, entre estas
sustancias hay compuestos saturados y no saturados, alifaticos y aromaticos,

terpénicos y sesquiterpénicos. (30)
2.2.2.4.3 ESTEAROPTENOS

Después de su obtencion por destilacion en vapor en todos los aceites
esenciales se encuentra una cantidad considerable de residuo no volatil; dejando
en reposo a los aceites mucho tiempo, se separan de las mismas sustancias

semejantes a la cera. Estos residuos reciben el nombre de estearoptenos.. (30)
2.2.2.5 DISTRIBUCION Y ESTADO NATURAL

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en unas 60
familias de plantas que incluyen las Compuestas, Labiadas, Lauraceas,
Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc. Se les puede
encontrar en diferentes partes de la planta: en las hojas (ajenjo, albahaca,
eucalipto, hierbabuena, menta, etc.), en las raices (azafran, calamo, curcuma,
jengibre, etc.), en el pericarpio del fruto (limén, mandarina, naranja, etc.), en las

semillas (anis, cardamomo, comino, etc.), en el tallo (canela, etc.), en las flores
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(arnica, lavanda, manzanilla, rosa, etc.) y en los frutos (alcaravea, cilantro, laurel,
etc.). (31)

2.2.2.6 EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

2.2.2.6.1 DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR DE AGUA

En la destilaciéon por arrastre de vapor de agua se lleva a cabo la vaporizacion
selectiva del componente volatil de una mezcla formada por este y otros "no
volatiles". Lo anterior se logra por medio de la inyeccion de vapor de agua
directamente en el seno de la mezcla, denominandose este "vapor de arrastre”,
pero en realidad su funcion no es la de "arrastrar" el componente volatil, sino
condensarse formando otra fase inmiscible que cedera su calor latente a la
mezcla a destilar para lograr su evaporacion. En este caso se tendra la presencia
de dos fases inmiscibles a lo largo de la destilaciéon (organica y acuosa), por lo
tanto, cada liquido se comportara como si el otro no estuviera presente. Es decir,
cada uno de ellos ejercera su propia presion de vapor y correspondera a la del

liquido puro a una temperatura de referencia. (32)
2.2.2.6.2 EXTRACCION CON SOLVENTES VOLATILES

La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes tales como alcohol,
cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también solubilizan
y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una
esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta
costoso por el valor comercial de los solventes, porque se obtienen esencias

impurificadas con otras sustancias, y ademas por el riesgo. (32)
2.2.2.6.3 ENFLEURAGE (METODO DE ENFLORADO)

En el método de enflorado o enfleurage, el material vegetal (generalmente flores)
es puesto en contacto con un aceite vegetal. La esencia es solubilizada en el
aceite vegetal que actua como vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una
mezcla de aceite esencial y aceite vegetal la cual es separada posteriormente
por otro medio fisico-quimico. Esta técnica es empleada para la obtencion de
esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la dificil

separacion del aceite extractor la hacen costosa. (32)
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2.2.2.6.4 EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

Es de desarrollo mas reciente. El material vegetal cortado en trozos pequenos,
licuado o molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace
circular a través de la muestra un liquido supercritico (por ejemplo, bidéxido de
carbono liquido), las esencias son asi solubilizadas y arrastradas y el liquido
supercritico que actia como solvente extractor y se elimina por descompresion
progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura ambiente, y finalmente se
obtiene una esencia pura. Aunque presenta varias ventajas como rendimiento
alto, es ecolégicamente compatible, el solvente se elimina facilmente e inclusive
se puede reciclar, y las bajas temperaturas utilizadas para la extraccion no
cambian quimicamente los componentes de la esencia, sin embargo, el equipo
requerido es relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta presion

y sistemas de extraccion también resistentes a las altas presiones. (32)

2.2.3 DERMATOFITOS
2.2.3.1 DEFINICION

Los dermatofitos, son hongos filamentosos pluricelulares, potencialmente
patdgenos para el hombre y los animales, poseen gran capacidad de adaptacion
a las condiciones ambientales mas diversas y tienen especial afinidad para
parasitar las estructuras queratinizadas (piel, pelos y unas) por lo que reciben el
nombre de hongos queratinofilicos. No afectan las mucosas ni semimucosas.
(33)

Los dermatofitos son un grupo extenso y homogéneo de hongos con
caracteristicas taxonomicas, antigénicas, fisioldgicas y patogénicas similares,
distinguiéndose entre si por sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas,
asi como sus propiedades enzimaticas y nutricionales. Se clasifican en tres

géneros: 1) Trichophyton, 2) Microsporum, y 3) Epidermophyton. (33)

La dermatofitosis es una infeccion superficial de la piel ocasionada por hongos
queratinofilicos que afectan estructuras que contienen queratina: piel, pelo y
unas. (33)
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2.2.3.2 MANIFESTACIONES CLINICAS

2.2.3.2.1 TINEA CAPITIS

Afecta el area de la cabeza, y usualmente es causada por miembros del género
Microsporum y Trichophyton. Cuando es ocasionada por especies del género
Microsporum es una afeccién de la infancia, que cura espontaneamente al llegar
a la pubertad. Por excepcion puede observarse en mujeres después de la
menarca y en estos casos es frecuente comprobar hipoplasia de las glandulas
sebaceas o alteraciones de la inmunidad mediada por células ocasionadas por
otras enfermedades o por medicamentos inmunosupresores, Las fuentes de
infeccidn suelen ser animales domésticos, como perros y gatos, o también el
suelo. (34)

2.2.3.2.2 TINEA CORPORIS

Afecta hombros, tronco, miembros inferiores y superiores y la cara. Son placas
de bordes bien limitados, tanto el eritema como las vesiculas y las escamas
predominan en la parte periférica, en tanto que la zona central presenta un color
ligeramente pardo y se cubre de escamas muy finas. Las especies mas
frecuentemente aisladas son: M. canis, T. rubrum, T. tonsurans y E. floccosum.
Las placas de tinea corporis producidas por M. canis muestran, con frecuencia
una doble Tinea capitis descamativa Dermatofitosis circinacion, con dos circulos
conceéntricos de vesiculas sobre una base eritematosa; son pequeias, multiples

y ubicadas en lugares descubiertos del cuerpo. (34)
2.2.3.2.3 TINEA MANUUM

Estan afectadas las areas palmar e interdigital de la mano, que frecuentemente
se presenta como una hiperqueratosis unilateral difusa. Usualmente es causada

por miembros del género Trichophyton. (34)
2.2.3.2.4 TINEA PEDIS

Afecta la planta del pie, bordes laterales, dorso y espacios interdigitales. La
manifestacion clinica mas comun es la de intertrigo entre el 4° y 5° dedo del pie
con maceracion, fisuras y prurito. Las dermatofitosis plantares de evolucion
aguda o subaguda suelen presentar un aspecto clinico enteramente semejante,

sin embargo, su evolucion es continua, puede comprometer una sola de las
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plantas y cuando afectan a las manos habitualmente so6lo atacan a una de ellas
(sindrome de dos pies y una mano). Su presentacion suele estar precedida de
alguna marcha prolongada con calzado de suelas gruesas y con sudoracién
abundante de los pies. Esta forma clinica es habitualmente producida por T.
interdigitale (antes T. mentagrophytes). Cuando la dermatofitosis plantar se hace
crénica, se torna menos pruriginosa, desaparecen casi todas las vesiculas y las
zonas de la piel afectadas se cubren de escamas gruesas. Por lo general,
abarcan la planta, los bordes laterales de los pies y los talones (tifia en mocasin).
El agente causal habitual de este proceso es T. rubrum y con frecuencia se
acompafia de una onicomicosis subungueal distal o de una leuconiquia proximal
profunda, esta ultima es mas comun en los pacientes inmunocomprometidos. La
dermatofitosis cronica en mocasin suele evolucionar por afos y muchas veces
el paciente no consulta por este problema, que atribuye a sequedad de la piel.
Las dermatofitosis plantares son muy raras en la infancia, las formas agudas son
patrimonio casi exclusivo de los jévenes, en tanto que las crénicas de tipo

hiperqueratdsico son observadas en adultos y en ancianos. (34)
2.2.3.2.5 TINEA UNGUEAL (ONICOMICOSIS)

La onicomicosis es una infeccion cronica y progresiva del aparato ungueal
causada por hongos.

En la mayoria de los casos se trata de dermatofitos y reciben el nombre de Tinea
ungium, con menor frecuencia son levaduras y hongos miceliales, que se
localizan, generalmente, en las ufias con algun tipo previo de distrofia

(onicomicosis por candida).

La forma subungueal distal y lateral es la mas frecuente, casi siempre causada
por dermatofitos y generalmente afecta a la primera ufia del pie. Afecta,
inicialmente, al hiponiquio y a los bordes laterales. Se extiende en direccion
proximal y produce hiperqueratosis subungueal. La ufia cambia de color y puede
partirse, engrosarse o abombarse. En la parte inferior de la lamina ungueal se
depositan restos de queratina alterada en forma de un detritus blanquecino.
Finalmente, la uia puede afectarse profundamente y en su totalidad, incluida la
matriz ungueal, y desprenderse. Es un proceso lento que puede afectar a una o
varias ufias. La especie mas frecuentemente aislada es Trichophyton rubrum.
(3%5)
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2.2.3.3 AGENTES ETIOLOGICOS

Anamorfo (hongos mitospdricos, asexuales): los agentes etiologicos de los
dermatofitos son clasificados en tres géneros anamorficos: Microsporum,
Epidermophyton y Trichophyton, de Ila clase Hifomicetes dentro de

Deuteromicotina.

Teleomorfo (hongos meiospdricos, sexuales): algunos dermatofitos,
principalmente de las especies Microsporum y Trichophyton, son capaces de
reproducirse sexualmente produciendo gimnotecios con ascos y ascosporas.
Los teleomorfos se clasifican en el género Arthroderma, familia

Arthrodermataceae, orden Onygenales, filo Ascomycota. (33)
2.2.3.4 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnostico definitivo de las infecciones producidas por dermatofitos es
necesario antes de la iniciacion de la terapia antifungica debido a que los
tratamientos son largos, de elevado costo y pueden producir efectos colaterales.

Para el diagnéstico de laboratorio hay que considerar los siguientes pasos:

Datos previos: el conocimiento previo del paciente y del problema diagnostico es
invaluable para el micdlogo en el procesamiento de muestras. Para ello se

aconseja usar fichas para tener un mejor aprovechamiento de estos datos.
Preparacion adecuada del paciente:

a) Se debe suspender toda medicacion antifungica, topica o
sistémica, entre 15 a 30 dias antes de la extraccion.

b) Suspender la colocacién de pomadas, cremas o talcos,
medicinales o cosméticos por lo menos 1 dia antes de concurrir al
laboratorio.

c) Se debe higienizar por lo menos 3 horas antes de la extraccion de
la muestra con agua y jabon.

d) Cuando el material a estudiar es de uha se recomienda no cortarlas
y cepillarlas con frecuencia usando agua y jabon y concurrir al

laboratorio sin esmaltes. (33)
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2.2.3.4.1 RECOLECCION DE LA MUESTRA

Escamas de piel: Generalmente las escamas se obtienen por raspado del borde
activo de la lesidn, ya que alli hay mas probabilidades de encontrar elementos
fungicos viables. Con un bisturi estéril se recoge el material en un portaobjeto
flameado a la llama y después de la extraccion se cubre con otro portaobjeto
estéril. (33)

UAas: Los métodos para la recoleccion de las ufias afectadas varian de acuerdo

al tipo de cuadro clinico:

a) Onicomicosis subungueal distal lateral: la muestra se obtiene por raspado
del lecho ungueal, por el borde libre distal y lateral de la uia.

b) Onicomicosis superficial blanca: se raspa con un bisturi la superficie
afectada.

¢) Onicomicosis subungueal proximal: se debe recoger el material
blanquecino de la porcién mas profunda de la tabla ungueal.

d) Onicomicosis distrofica total: se debe raspar preferentemente el material

subungueal.

Pelos: Si se trata de zonas pilosas se obtendra el material con una pinza de
depilar estéril arrancandolos con la raiz intacta, depositandolos entre
portaobjetos estériles. Exudado y contenido vesicular. El material se tomara con

un bisturi estéril.

Transporte de la muestra: Se debera realizar en un contenedor seco. El
almacenaje de muestras dermatoldgicas se debe realizar a temperatura
ambiente. (33)

2.2.4 AGENTE ETIOLOGICO EN ESTUDIO

2.2.4.1 Trichophyton rubrum

Es el dermatofito aislado con mayor frecuencia, produciendo diversos tipos de
tina, predominando en la localizacion corporal, las dermatofitosis son las micosis
mas comunes, siendo Trichophyton rubrum el agente causal hasta en el 80% de

los casos.
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De acuerdo a la distribucién por grupo de edad se evidencia que Trichophyton
Rubrum predomina en aquellos pacientes cuyas edades estan comprendidas
entre 31 y 40 anos (23.48%), seguido por aquellos con edades comprendidas
entre 41 y 50 afos (20.03%), y los de 21 a 30 anos. (36)

2.2.4.2 PATOGENIA

Es la principal y unica causa de dermatofitosis. No es una infeccion
potencialmente mortal. Tiene la capacidad de segregar y producir enzimas

proteoliticas que han demostrado ser mas virulentas.

Entra en la piel a través de la degradacion de la queratina de la piel. La queratina
es una proteina fibrosa presente principalmente en la piel. Trichophyton rubrum
invade a través del estrato corneo, que es la capa mas externa de la piel de la

epidermis.

Como resultado, la dermatosis ocurre en forma de pie de atleta, tifia inguinal,
infeccidn por hongos entre los dedos y las uias de los dedos. Es una enfermedad

dolorosa

2.2.4.3 POSICION TAXONOMICA

Posicion taxonémica
Phylum: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Onygenales
Familia: Arthrodermataceae

2.2.4.4 SINONIMOS
Trichophyton megninii, Trichophyton purpureum, Trichophyton vinosum. (37)

2.2.4.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Hongo filamentoso con microconidios piriformes (de 3-5,5 x 2-3,5 uym), sésiles
sobre las hifas formando racimos. Macroconidios muy escasos (de 40-55 x 6- 7,5
pm), con varios tabiques, de formas irregulares, de pared fina y lisa, al final de la
hifa. Abundan las clamidosporas intercalares, presencia de hifas en raqueta y

ausencia de filamentos espirales. (37)
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2.2.4.6 CULTIVO DE Trichophyton rubrum
Se cultiva en agar glucosado de Sabouraud con NaCL al 5% y en otros con agar

Littman Oxgall, agar peptona al 1% medio de urea de agar Trichophyton.

Si se realiza un examen del cultivo se observan hifas largas, delgadas,
abundantes microconidias de piriformes a redondeadas de 3,0-5,5 x 2.0-3,5 ym,
rara vez hay microconidias, en forma de puro, de tamafio variable de pared

delgada y multiseptada. (38)

2.2.5 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo son las soluciones nutritivas que usan en el laboratorio
para el cultivo de microorganismo. Existen medios de cultivo comerciales como
del agar Sabouraud dextrosa, agar mycosel y agar papa dextrosa, que permiten

el aislamiento del hongo. (38)

2.2.5.1 CULTIVO DE HONGOS

1. Se tomara con el asa de siembra (previamente esterilizado por flameado),
una cantidad adecuada de muestra problema depositando el inoculo en
uno de los extremos superiores de la placa.

2. A partir de aqui se realizan movimientos en zigzag de un extremo a otro
de la placa con un asa de siembra estéril.

3. Todo este procedimiento se debe realizar en condiciones de asepsia y
con un mechero bunsen encendido.

4. Concluida la siembra, etiquetar la placa y dejarla en la estufa a 26°C y se
lee dentro de 7 dias. (38)

2.2.5.2 CRECIMIENTO Y REPRODUCCION MICOTICA

El crecimiento de un organismo se define como el aumento de los componentes
celulares del mismo, el crecimiento celular conduce a un incremento en el

numero de células y en consecuencia al crecimiento poblacional.

Los hongos se reproducen por esporas, que son estructuras unicelulares de
resistencia que contiene toda la informacion genética necesaria para el

desarrollo completo de un hongo.

Los tipos de esporas, su tamafo y modo de esporulacion son las caracteristicas

principales para clasificar e identificar a los hongos.
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Las esporas pueden reproducirse de forma asexual (por simple diferenciacion
del micelio) o de forma sexual (por fusion de los nucleos haploide con formacién

de un cigoto sexual). (39)

2.2.5.3 ESTANDARIZACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

1. Fase de latencia

Cuando una poblacion micoética es inoculada en medio fresco, el crecimiento
usualmente no comienza de inmediato sino después de un tiempo llamado de
latencia, que puede ser corto o largo dependiendo de las condiciones. La fase
de latencia representa un periodo de transicion para los microorganismos
cuando son transferidos a una nueva condicion. En esta fase se producen las
enzimas necesarias para que ellos puedan crecer en un nuevo medio ambiente.
En esta fase no hay incremento en el nimero de células, pero hay gran actividad
metabdlica, aumento en el tamafo individual de las células, en el contenido
proteico, ADN y peso seco de las células. Si un cultivo que esta creciendo en
fase exponencial es inoculado al mismo medio de cultivo bajo las mismas
condiciones de crecimiento, no se observa fase de latencia y el crecimiento
exponencial sigue a la misma velocidad. Si el indculo se toma de un cultivo viejo
(fase estacionaria) y se inocula en el mismo medio, generalmente se presenta la
fase de latencia esto se debe a que las células generalmente agotan una serie
de coenzimas esenciales u otros constituyentes celulares y se requiere cierto
tiempo para su resintesis. También se observa latencia cuando el inéculo esta
formado por células que han sido dafadas, pero no muertas, bien sea por
tratamiento con calor, radiaciones o sustancias quimicas, puesto que requieren
reparar dicho dano. En el caso de que una poblacion se transfiera de un medio
de cultivo rico a un medio pobre, se observa latencia puesto que es necesario
que las células para poder seguir creciendo tengan una serie de enzimas para
poder sintetizar algunos metabolitos esenciales que no estan presentes en el
medio. (40)

2. Fase exponencial o fase logaritmica

Es el periodo de la curva de crecimiento en el cual el microorganismo crece
exponencialmente, es decir que cada vez que pasa un tiempo de generacion la

poblacion se duplica. Bajo condiciones apropiadas la velocidad de crecimiento
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es maxima. Las condiciones ambientales (temperatura, composicién del medio

de cultivo, etc.) afectan a la velocidad de crecimiento exponencial. (40)
3. Fase estacionaria

En cultivos en recipientes cerrados una poblacién no puede crecer
indefinidamente en forma exponencial. Las limitaciones del crecimiento ocurren
ya sea por agotamiento de algun nutriente esencial, por acumulacion de
productos toxicos, porque se alcance un numero de células elevado para el
espacio disponible o por una combinacion de las causas anteriores. Este periodo

durante el cual cesa el crecimiento se conoce como fase estacionaria. (40)
4. Fase de muerte

Si la incubacion continta después de que una poblacion microbiana alcanza la
fase estacionaria, las células pueden seguir vivas y continuar metabolizando,
pero va a comenzar una disminucién progresiva en el niumero de células viables

y cuando esto ocurre se dice que la poblacién ha entrado en fase de muerte. (40)

2.2.6 CEPARIO

Los procesos de validacion son los procesos que se requieren para asegurar que
los parametros de funcionamiento de los test, tanto comerciales como los de uso
domeéstico, son los esperados y las pruebas pueden ser utilizadas como métodos
de diagnéstico en el laboratorio. La mayoria de los procedimientos en
microbiologia clinica, dependen de que los microorganismos viables en el cultivo
sean capaces de mantener sus caracteristicas, morfologicas, fisiolégicas y que

sean tipicas y reproducibles. (41)
Existen varias colecciones de cepas utilizables para el control de calidad.

» ATCC: American Type Culture Collection — Rockville, USA.

» NCIC: National Collection of Industrial Bacteria Survey,Inglaterra.

» JFCC: Japonese Federation of Culture Collection of Microorganism —
Japon.

> RIA: USSR,Research Institute for Antibiotics — Moscu, Rusia.

> NCIB: Collection Nacional Industrial — Aberdeen, Escocia.

» DSM: Deutsche Samsung von Mikroorganismen — Gottinger, Alemania.
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En todo caso, las cepas de referencia deben tener requisitos especificos.

» Caracteristicas tipicas.
» Caracteristicas estables.
» Reproducibilidad. (41)

2.2.6.1 CEPAS ATCC

Las cepas ATCC son una herramienta indispensable y eficaz para el control de

calidad interno en cultivos de microbiologia.

Son microorganismos certificados para el control de calidad en microbiologia y
es utilizado en disciplinas como la clinica, alimenticia, farmacéutica, cosmética o
ambiental. Sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas garantizan la identidad

del microorganismo. (42)
2.2.7 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

Las pruebas de susceptibilidad “in vitro”, han sido tema de bastante interés en
los ultimos afios. Es importante conseguir una adecuada valoraciéon cuantitativa
(CMI) que permite predecir si un aislamiento clinico o resistente “in vitro” a un
antifungico y una certera valoracion cualitativa que sirva de prediccion para

confirmar dicha actividad.

A partir de 1986, al National Comittee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS)
crea el subcomité en pruebas de susceptibilidad a los antifungicos y comienza a
estandarizar un método a través de estudios colaborativos. En diciembre de 1992
se publica un macro método de referencia en medio liquido para pruebas de

susceptibilidad de hongos y lavaduras. (42)
2.2.7.1 METODO DE DIFUSION EN AGAR

El microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de agar, sobre el
cual se colocan discos impregnados con una concentracidn conocida del
antimicético. Las placas se incuban por 16-18 horas a 35- 37°C. Durante la
incubacién, el antibidtico difunde radialmente desde el disco a través del agar,
por lo que su concentracién va disminuyendo a medida que se aleja del disco.
En un punto determinado, la concentracién del antibiético en el medio es incapaz

de inhibir al germen en estudio. El diametro del area de inhibicion alrededor del
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disco puede ser convertido a las categorias de sensible, intermedio o resistente
(S, 1, o R) de acuerdo a tablas publicadas por los organismos encargados del
control de tales métodos, por ejemplo el Comité Nacional de Estandar de
Laboratorios Clinicos de los Estados Unidos de Norteamérica (National

Committee for Clinical Laboratories Standards). (43)
2.2.7.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA

Se refiere al agente o solucion que disminuye en 99.9% el crecimiento del hongo

a partir de un inéculo de subcultivo

Los métodos mas utilizados para la determinacion de la concentracion minima

inhibitoria (CMI) son los métodos de dilucién. (44)
DILUCION EN AGAR

Se inoculan placas con concentraciones dobles progresivas de antibiético y un
testigo sin farmaco con varias cepas fungicas. Tras la inoculacion pertinente se
determina la CMI. (44)

DILUCION EN CALDO

Puede hacerse en forma de macrodiluciéon o microdilucién fungico estandarizado
y diluciones dobles progresivas de antibiético. tras la incubacién se hacen
subcultivos en placas y de esta forma se calculan la CMI en relacién a un control

sin farmaco. (44)
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2.2.8

DESCRIPCION DEL ANTIMICOTICO USADO COMO PATRON
COMPARATIVO

2.2.8.1 TERBINAFINA:

Terbinafina, es un derivado sintético de alilamina.

CHa
CHa

| CH
N Z

Estructura quimica del terbinafina. (45)

Fuente: nttp:/icorinto.pucp.edu.pe/quimicageneral/contenido/72-grupos-funcionales.html

2.2.8.1.1 MECANISMO DE ACCION

La terbinafina inhibe el escualeno epoxidasa, esencial en la biosintesis

enzimatica del esterol fungico. La terbinafina provoca una deficiencia del

ergosterol y una acumulacion intracelular del escualeno causando la muerte del

hongo. Su espectro incluye: Microsporum spp, Epidermophyton spp,

Trichophyton ssp, Candida albicans. (46)

2.2.8.1.2 FARMACOCINETICA

>

>
>
>

Biodisponibilidad: 40 %

Tiempo de vida media: de eliminacion 17 horas.

Absorciéon: Buena, en TGI se absorbe en mas del 70%

Distribucion: Se distribuye rapidamente en la dermis y el estrato corneo
incluyendo las glandulas sebaceas. Mantiene concentraciones elevadas
en los foliculos pilosos, en los cabellos y la piel grasa. Penetra en las uias
y esta presente por semanas. Se excreta en leche materna. Union a
proteinas plasmaticas 99%.

Metabolismo: Hepatico, a metabolitos inactivos.

Excrecién: Renal, 80% como metabolitos, fecal 20%. (46)
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2.2.8.1.3 INDICACIONES Y USOS

Esta indicado en el tratamiento: Onicomicosis por dermatofitos de los dedos de

la mano y de los pies. (46)
2.2.8.1.4 PRECAUCIONES

Se ha descrito alteraciones en el cristalino y en la retina durante su uso, se
suspende el tratamiento si se presenta hipersensibilidad, fiebre, astenia, orina

cargada o ictericia. (46)
2.2.8.1.5 EFECTOS ADVERSOS

Via oral

Gl: Diarrea, dispepsia, cdlico, nauseas, flatulencia.

HEMA: Neutropenia severa, trombocitopenia y agranulocitos.
OFT: Trastornos visuales.

Via topica

Enrojecimiento, picor o urticaria en el lugar de aplicacién. (47)

2.2.8.1.6 PRESENTACION
e Lamisil, comp 250 mg Novartis

e Lamisil, crema al 1% Novartis (47)

2.2.9 PREFORMULACION

Los estudios de preformulacion consisten en la aplicacion de los conceptos
biofarmacéuticos a las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo con el
objetivo de disefiar el sistema de liberacion adecuado, es decir la forma

farmacéutica o cosmética. (48)

Cualquier principio activo que se pretenda incluir en una forma farmacéutica o
cosmética debe de pasar por una serie de etapas para la obtencién de un

medicamento seguro y eficaz. (48)

Esta fase inicial de la investigacion se conoce como preformulacion la cual se
describe como los procesos por medio de los cuales se caracteriza fisica y
quimicamente al principio activo antes de formularlo y de esta forma poder
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conseguir calidad durante el desarrollo de la forma farmacéutica, pudiéndose
anticipar a los problemas que se pudieran presentar durante la formulacion,
identificando el mejor camino para la eleccion de la tecnologia requerida para su
manufactura y para obtener un producto efectivo, seguro y estable dentro de la

formulacion seleccionada.

2.2.9.1 CONSIDERACIONES GENERALES PARA FORMULAR
CONSIDERACIONES PREVIAS:

PROPIEDADES FARMACODINAMICAS

» Finalidad terapéutica
» Efectos toéxicos

» Reacciones adversas. (48)
CARACTERISTICAS A LAS PERSONAS A LOS QUE SE DIRIGE
» Aceptacion y comodidad de la forma farmacéutica.
CONSIDERACIONES BIOFARMACEUTICAS

» Biodisponibilidad
» Via de administracion

» Caracteristicas biofarmacéuticas de la formulacién. (48)

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y FARMACOTECNICAS

» Solubilidad

pH

Fluidez

Estabilidad
Compatibilidad (48)

YV V VYV VY

2.2.9.2 ENSAYOS DE PREFORMULACION

Estos ensayos de preformulacion sirven para determinar que no exista
incompatibilidad entre el principio activo y los auxiliares de formulacion, que

pueden afectar la estabilidad del producto final. (49)

38



Para determinar la forma farmacéutica se tiene que tomar en cuenta los

siguientes aspectos:

» Sustancias compatibles.
» Material apropiado para la elaboracion.
» Concentraciones adecuadas.

» Forma adecuada y comoda de aplicacién del producto. (49)
2.2.10 FORMAS COSMETICAS

Los cosméticos se pueden presentar de diversas formas ya sean liquidos
(lociones, colonias, etc.), solidos (polvos, lapices, barras, etc.) y semisdlidos o

pastosos (cremas, geles, mascarillas, etc.).

Para establecer su forma, depende de varios factores:

» En funcién de su forma farmacéutica.

» En funcién de su lugar de aplicacién.

» En base a su funcidon principal, cosméticos de higiene vy
acondicionamiento, mantenimiento y proteccion de la piel y cabello,
decorativos y para el tratamiento de las alteraciones estéticas del cabello.
(50)

2.2.101 FORMAS COSMETICAS QUE DEPENDEN DEL EXCIPIENTE:

La forma cosmética es la presentacion final del producto y esta determinada por

el excipiente o por el tipo de envase en el que esta incluido.
A. Esmalte

El esmalte para ufas es una dispersion liquida nitroceluldsica pigmentada que
debido a su composicion posee propiedades tales como: buen brillo, secamiento

rapido, excelente dureza y buena adherencia.
B. Soluciones

Son formas liquidas en las que se han disuelto varios componentes que forman

una sola fase (sistemas monofasicos)

Pueden ser hidroéfilas como los tonicos, las lociones capilares o las lociones para

después del afeitado; o lipdfilas como los aceites de masaje. (50)
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C. Suspensiones

Son formas liquidas en las que uno o varios componentes liquidos dispersan a

unos componentes solidos insolubles.

Se utilizan sobre todo en cosmética decorativa como maquillajes fluidos o

esmaltes de ufias. (50)
D. Emulsiones

Son mezclas heterogéneas de dos o mas sustancias liquidas de distinta
naturaleza, hidrofilas y lipdfilas, que se mantienen estables por la incorporacion
de otra sustancia emulgente. Las emulsiones fluidas se comercializan como
leches (por ejemplo, leche corporal hidratante) y las semisélidas, como cremas

(crema antiarrugas, crema acondicionadora para el cabello, etc.). (50)
E. Geles

Son dispersiones coloidales viscosas y transparentes. Dentro de este grupo

estan las gominas, los contornos de ojos, etc.

Dentro de este tipo se incluyen los cristales liquidos, que son formas irisadas

obtenidas con productos derivados del colesterol. (50)
F. Pastas

Son formas semisélidas deformables y humedas. Contienen un alto porcentaje
de sustancias solidas pulverizadas, dispersas en liquidos acuosos u oleosos.

Ejemplo: mascarilla antiarrugas. (50)

2.2.10.2 FORMAS COSMETICAS QUE DEPENDEN DEL ENVASE

La forma cosmética es la presentacion final del producto y esta determinada por

el excipiente o por el tipo de envase en el que esta incluido.
A. Vaporizadores

Son envases que contienen aire y liquido. El producto sale presionando el
envase o la valvula que contiene. Ejemplo: pulverizadores de agua termal, de
perfume. (50)
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B. Aerosoles

Son mezclas de un gas propelente y un liquido contenidos en un envase metalico
a presion. Al pulsar la valvula, la mezcla sale en forma de gotas muy finas.

Ejemplo: laca. (50)
C. Espumas

Son dispersiones gas en sdlido o gas en liquido que se presentan en envases a
presion. Poseen una valvula que permite la salida de la mezcla, dando la forma

cosmética. Ejemplo: maquillaje en espuma. (50)
D. Envases monodosis

Son pequenos envases herméticos que se presentan como dosis Unica. Ejemplo:

ampollas faciales. (50)
2.2.11 ESMALTE DE UNAS

El esmalte de ufas, barniz de ufas es un cosmético que tiene como objetivo
pintar las ufias de los dedos de las manos y los pies a través de una laca. En
general los productos cosméticos de este tipo son compuestos organicos con
contenido de nitrocelulosa, tolueno, formaldehido entre otros. Es comun el

agregado de perlas y otros tipos de brillos propios de la industria. (51)

22111 TIPOS DE ESMALTES DE UNAS

Los esmaltes de uias son productos cosméticos ideados especialmente para
embellecer y decorar las ufias, aunque no todos cuentan con las mismas
propiedades. Los mejores esmaltes de ufias son aquellos que, ademas de
cumplir con su funcién decorativa, cuidan y respetan la estructura natural de la
ufa. Son formulaciones resistentes y de gran dureza, que aseguran una
permanencia mayor, y ademas forman una capa protectora sobre la ufa,

proporcionando acabados cubrientes y sin estrias.
A. Crema: Se dice del esmalte de acabado cremoso, liso y brillante.

B. Efecto Arena / Texturados: Estos esmaltes son de los mas recientes, imitan
el efecto arena, al igual que los crackelados se aplican normalmente y se hace

el efecto una vez van secando
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C. Escamas: Se trata de los esmaltes que incluyen una especie de particulas

plasticas de formas irregulares, de menor o mayor tamano, algunas de ellas

pueden ser (0 no) hologréficas.

D. Glossy: Este tipo de lacas se caracterizan por tener un acabado muy brillante,

tipo gel.

E. Duocromo: Este tipo de esmalte son de acabado metalico y se caracterizan

por cambiar de tono (dos colores) segun la incidencia de la luz. (52)

2.211.2 COMPOSICION QUIMICA DEL ESMALTE

Los esmaltes estan compuestos por sustancias quimicas, en una proporcion

donde al individuo no le hagan mucho dafio y den el color deseado.

Principalmente estan compuestos por los siguientes:

> Nitrocelulosa: Derivado de la celulosa uso en la elaboracion de diversos

productos como esmaltes, lacas y plasticos. (INCI: Nitrocellulose)

Formaldehido: Producto quimico que se usa como bactericida,
conservante, fabricacion de plasticos, lacas y esmaltes. (INCI:

Formaldehide)

> Acetato de etil: Liquido incoloro caracteristico de los esteres, es miscible

en hidrocarburos y cetonas y poco soluble en agua, es usado como

solvente de barnices, lacas y esmaltes.

» Alcohol isopropilico: Alcohol incoloro con olor intenso y muy miscible con

el agua, usado en la industria farmacéutica y cosmética. (INCI: Isopropyl
alcohol) (53)

22113 Usos

>

vV V V V

Laca conteniendo medicamentos antihongos es ideal para tratar
infecciones producidas por los hongos de las ufias de manos y pies.
Elimina verrugas

Regeneracion y recuperacion de la ufa.

Onicomicosis, causadas por dermatofitos, levaduras y mohos.

Pintar las ufias de las manos y los pies. (53)
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22114 ESMALTE HIDROSOLUBLE DE QUITOSANO

Esmalte que mejora la penetracion y la liberacion del principio activo en la ufia

La tecnologia TUD (Trans Ungueal Delivery) basada en el quitosano, es una
nueva tecnologia basada en el producto quitosano, un agente filmogeno
hidrosoluble, que mejora la liberacién del principio activo en la ufa. Es un
biopolimero semisintético derivado de la quitina, que se extrae del caparazon de

los cangrejos.

Una vez aplicada sobre la ufa, seca rapidamente y forma pelicula invisible en la

superficie ungueal. (54)

22115 PROPIEDADES DE ESMALTE CON QUITOSANO

Y

Forma un film elastico y facilmente eliminable con agua.
Transporta activos a través de la capa cornea.

Atraviesa la queratina.

No téxico, no irritable.

Permeable al aire y a la humedad.

Cosméticamente aceptable en hombres.

Penetra en los espacios intercelulares y cavidades de la ufa.

Hidrata la superficie de la ufa.

Y V V V VYV VY V VY

Proporciona una proteccién natural frente a agentes externos. (54)
221151 COMPONENTES

» Acetato etilico: Liquido incoloro caracteristico de los esteres, es miscible
en hidrocarburos y cetonas y poco soluble en agua, es usado como
solvente de barnices, lacas y esmaltes.

» Alcohol cetoestearilico: Es una mezcla de alcoholes grasos, insoluble en
agua, se usa como agente viscosante en la elaboracion del esmalte.
(INCI: Cetoestearyl alcohol)

» Alcohol etilico: Liquido incoloro, que se obtiene por destilacién, se emplea
como disolvente en la preparacion de farmacos y perfumes. (INCl:Alcohol)

» Quitosano: Es un agente filmégeno hidrosoluble, que mejora la liberacién

del principio activo en la ufia. (INCI: N-carboximetilquitosano)
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» Agua purificada: Agua tratada por osmosis inversa o destilacién, si

minerales en su composicién (55)
22116 PREPARACION DEL ESMALTE DE UNAS

1. Disolver el alcohol cetoestearilico (viscosante), en el acetato de etilo
(disolvente).

2. Alamezcla se le agrega el alcohol etilico (disolvente) y se agita, evitando
la formacion de grumos.

3. Se agrega chitosano (mejora la liberacion del principio en la ufa) y se
remueve.

4. Se anade agua purificada hasta que se forme una mezcla viscosa. . (55)

2.2.11.7 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS, FISICOQUIMICOS Y
MICROBIOLOGICOS DEL ESMALTE DE UNAS.

» Organolépticos: Aspecto, color y olor.
» Fisicoquimicos: Viscosidad, pH.
» Microbioldgicos: Microrganismos mesdfilos, Pseudomona aeruginosa,

Staphylococcus aureus , Escherichia coli, Candida albincans (56)
22118 EVALUACIONES DEL ESMALTE DE UNAS

» Tiempo de secado

» Suavidad para fluir

» Penetracion de ufa

» Estudio de estabilidad (57)

22119 MARCO CONCEPTUAL

Dermatofitosis: Son un conjunto de micosis superficiales que afectan la piel y
sus anexos (ufias y pelos), llamadas también tifas de manera comun, son
causadas por un grupo de hongos parasitos de la queratina denominados
dermatofitos. (1)

Volatil: Es una medida de la tendencia de una sustancia a pasar a la fase de
vapor. Se ha definido también como una medida de la facilidad con que una

sustancia se evapora.
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Preformulacion: Sirven para determinar que no exista incompatibilidad entre el
principio activo y los auxiliares de formulacion, que pueden afectar la estabilidad
del producto final. (49)

Enfleurage: Esta técnica es empleada para la obtencién de esencias florales
(rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la dificil separacion del

aceite extractor la hacen costosa. (32)

Teleomorfo: Estructura reproductiva, de un hongo, resultado de Ia
plasmogamia, con nueva combinacidon nuclear (reproduccion sexual).
Coenzima: Moléculas organicas que se unen de manera temporal o permanente

a la enzima en una zona bastante préxima al centro activo. (58)

Propelente: Gas utilizado para impulsar las sustancias contenidas en los

aerosoles

Chitosano: Agente filmogeno hidrosoluble, que mejora la liberacion del
principio activo en la ufia. Es un biopolimero semisintético derivado de la

quitina, que se extrae del caparazon de los cangrejos. (54)

Ergosterol: Es un componente lipidico de la membrana sobre el cual actua la
mayoria de los farmacos antimicéticos. Es el esterol que predomina en las
células fungicas y, entre sus funciones, da fluidez e integridad a la membrana,
permite la funcién apropiada de muchas enzimas unidas a ella y, al favorecer la

funcién de la quitina sintetasa, permite el crecimiento y la division celular. (59)

Lecho ungueal: Area modificada de la epidermis situada debajo de la ufia, sobre

la cual se desliza esta al crecer.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES
3.1.1 MUESTRA VEGETAL

Se emplearon las hojas de Origanum vulgare L. (Orégano) que fueron
recolectadas en la Provincia de Andahuaylas que se encuentra a una altitud de
2836 m.s.n.m, localizada en la zona noroccidental del departamento de

Apurimac.
3.1.2 MUESTRA MICROBIOLOGICA

Trichophyton rubrum ATCC 28188 Microbiologics, Inc.(ver anexo 2)

3.1.3 PATRON COMPARATIVO ANTIMICOTICO

Terbinafina al 3% y esmalte antimicotico de acido undecilénico al 25%

3.1.4 MEDIO DE CULTIVO

Agar Dextrosa Sabouraud

3.2 MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO
3.21 MATERIALES DE CAMPO

» Tijera podadora
Bolsas de papel Kraff
Bolsas de polietileno
Camara fotografica
Lapiceros

Etiquetas de campo

YV V V V VY V

Cuaderno de campo
3.2.2 MATERIALES DE LABORATORIO

» Vaso de precipitados
Matraz 100, 200, 250 mL
Pipetas de 100,200, 500, 1000 uL

Placas Petri

YV V VY
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Tubos de ensayo

Discos de difusion estériles de 6 mm
Fiola

Gradilla

Papel filtro

Termdémetro

Goteros

Asas de siembra y aguja de kohle
Mecheros

Pinzas

Baguetes

YV V.V V VYV V V VYV VYV VYV V V

Embudos

3.2.3 EQUIPOS DE LABORATORIO

» Autoclave: marca INDUMELAB, modelo AT — TM50.

» Incubadora: marca BINDER, modelo DIN 12880

» Micropipetas marca DRAGONLAB, modelo KE 0024257
» Balanza analitica: marca OHAUS, modelo PA313.

3.2.4 INSUMOS PARA LA ELABORACION DEL ESMALTE

» Alcohol isopropilico: 13% (INCI: Isopropyl alcohol)
Propilenglicol: 82% (INCI: Propylene glicol)
Acetato de etilo: 4%

Chitosano: 0.5% (INCI: N-carboximetilquitosano)
Acido lactico: 1% (INCI: Lactic acid)

Aceite esencial de oregano: 0.5% (Origanum Vulgare Oil)

Y V V VY VY

3.2.5 OTROS MATERIALES
» Algodon
» Gasas
» Guantes no quirurgicos
» Detergente
>

Barbijos
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Papel aluminio
Papel filtro

Vernier

Crondmetro

Jeringas de 1 mL

Hisopos estériles

Pinzas metalicas

3.3 DISENO METODOLOGICO

3.3.1 TIPO DE ESTUDIO

Para la evaluacion de la actividad antimicotica del esmalte de ufias elaborado

con aceite esencial de Origanum vulgare L. (Orégano) frente Trichophyton
rubrum ATCC 28188 se realiz6 un estudio.

» Experimental. Porque se manipula deliberadamente una o mas variables

independientes para analizar las consecuencias que la manipulacién tiene

sobre una o mas variables dependientes.

3.3.2 DISENO DE ESTUDIO

3.3.2.1 DE PRUEBA ANTIMICOTICA DEL ACEITE ESENCIAL

Grupo Tratamiento Medicion de prueba
experimental (observacion)

G1 X1 01
G2 X2 02
G3 X3 03
G4 X4 04
G5 X5 05
G6 X6 06
G7 X7 o7
G8 X8 08
G9 X9 09

G10 X10 010

G11 X11 011

G12 X12 012
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Simbologia:

G: Grupo

X: Tratamiento experimental

O: Observacion después de 7 dias.

G1, G2,.....G11, G12: Cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188.

X1, X2....X10: Concentraciones del aceite esencial que fueron utilizados a
concentraciones (12.5, 25, 50, 70,75,80,85,90,95,100 %)

X11: Concentracién del farmaco terbinafina que se utiliz6 como patron para la
prueba antimicotica

X12: Dimetilsulfoxido, solucion que se usa como blanco para la prueba
antimicética

o1, O2...... 010: Medicién del halo de inhibicién que fueron producidos por el
aceite esencial de orégano después de 7 dias.

011: Medicion de los halos de inhibicion que fueron producidos por el patrén
después de 7 dias.

012: Medicion de los halos de inhibicién que fueron producidos por el blanco
después de 7 dias.

3.3.2.2 DISENO DE LA PRUEBA ANTIMICOTICA DEL ESMALTE
ELABORADO A BASE DEL ACEITE ESENCIAL DE Origanum
vulgare L. (OREGANO)

Tratamiento
Grupo experimental Medicion de la prueba
G1 X1 o1
G2 X2 02
G3 X3 03
G4 X4 04
Simbologia:
G: Grupo

X: Tratamiento experimental
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O: Observacion después de 7 dias.

G1, G2...G4: Cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188

X1: Esmalte elaborado con aceite esencial al 70% con quitosano al 1%.

X2: Esmalte elaborado con aceite esencial al 70% con quitosano al 2%.

X3: Esmalte antimicético de acido undecilénico que se usé como patron.

X4: Dimetilsulféxido (DMSO) solucion que se usé como blanco.

01, 02...... 04: Medicién del halo de inhibicién después de 7 dias.

3.4

IDENTIFICACION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.4.1 VARIABLES IMPLICADAS

3.4.1.1 VARIABLE INDEPENDIENTE

A. CONCENTRACION DEL ACEITE ESENCIAL OBTENIDA DE LAS HOJAS
SECAS DE Origanum vulgare (OREGANO).

DEFINICION CONCEPTUAL

La concentracién es la relacion que existe entre la cantidad de una sustancia

disuelta en este caso aceite esencial y la del disolvente dimetilsulfoxido. Cantidad

de aceite esencial que se requiere para que cumpla la accién farmacologica
adecuada (60)

DEFINICION OPERACIONAL

>

Y V VYV VY

Y

Naturaleza: Cuantitativa

Medicidn: Directa

Escala: Razén

Instrumento de medicién: Micropipeta

Procedimiento de medicion: Se procedié a medir el volumen del aceite
esencial de Origanum vulgare (orégano), la cual luego se anadié a
diferentes concentraciones en la formulacion y elaboraciéon del esmalte.
Indicador: cantidad de aceite esencial expresado en microlitros

Expresion final: (mg/mL).
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B. CONCENTRACION DEL ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare L.
(OREGANO) Y DEL QUITOSANO EN EL ESMALTE DE UNAS.

DEFINICION CONCEPTUAL

La concentracién es la relacion que existe entre la cantidad de una sustancia
disuelta en este caso aceite esencial y el quitosano en la formulacion del esmalte.
(60)

DEFINICION OPERACIONAL

Naturaleza: Cuantitativa
Medicion: Directa
Escala: Razon

Instrumento de medicién: Micropipeta

YV V V VY V

Procedimiento de la medicion: Se procedié a medir el volumen del
quitosano (mL), posteriormente se midié el volumen de aceite esencial
(mL) para luego ser incluidas en la formulacién y elaborar el esmalte de
unas.

» Indicador: Porcentaje

» Expresion final: (mg/mL)
3.4.1.2 VARIABLES DEPENDIENTES

A. Actividad antimicética del aceite esencial del Origanum vulgare |. (orégano),
frente a cepas de Trichophyton rubrum.

B. Evaluacion del esmalte de ufas

C. Actividad antimicoética del esmalte de ufias elaborado con el aceite esencial

de orégano.

A. ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE ESENCIAL DEL Origanum
vulgare (OREGANO), FRENTE A CEPAS DE Trichophyton rubrum

DEFINICION CONCEPTUAL

Es la capacidad de una sustancia capaz de producir una alteracién tal de las
estructuras de una célula fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su
viabilidad o capacidad de supervivencia, directa o indirectamente, lo que facilita

el funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped. (61)
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DEFINICION OPERACIONAL

>

Y V VYV VY

Y

Naturaleza: Cuantitativa

Medicion: Directa

Escala: Razon

Instrumento de medicién: Vernier

Procedimiento de medicion: Se mide los halos de inhibicién del
crecimiento fungico producido por las diferentes concentraciones del
aceite esencial usando el vernier.

Indicadores: Diametro de halo de inhibicion del crecimiento

Expresion final: Milimetros (mm)

B. EVALUACION DEL ESMALTE DE UNAS

B.1 PARAMETROS ORGANOLEPTICOS
DEFINICION CONCEPTUAL

Permite evaluar inmediatamente el estado en que se encuentra la muestra, las

caracteristicas organolépticas determinan los parametros de aceptacion del

producto por el consumidor. (62)

SUB INDICADORES
B.1.1 COLOR
DEFINICION CONCEPTUAL

Impresion que produce en la vista la luz reflejada por un cuerpo. (62)

DEFINICION OPERACIONAL

>

>
>
>

Naturaleza: Cualitativa

Medicion: Directa

Escala: Nominal

Procedimiento de medicion: Se toma una pequefa cantidad de muestra
en un vaso de vidrio limpio y seco, se observa el color, se informa los
resultados

Expresion final: Conforme (color amarillo transparente) o No conforme

(Diferente al color amarillo transparente)
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B.1.2 OLOR
DEFINICION CONCEPTUAL

El olor es la sensacién resultante provocada por particulas aromaticas
desprendidas de los cuerpos volatiles.(63)

DEFINICION OPERACIONAL

»> Naturaleza: Cualitativa
Medicion: Directa
Escala: Nominal

Instrumento de medicién: Ficha de recoleccion de datos

Y V VYV VY

Procedimiento de medicién: Con una tira de papel se introdujo en la

muestra, se determind las caracteristicas del olor.

Y

Indicador: Presencia de olor caracteristico

Y

Expresion final: Conforme (olor caracteristico) o No conforme (olor no

caracteristico)

B.1.3 ASPECTO
DEFINICION CONCEPTUAL

Dicho de una sustancia o de una mezcla de varias, de compensacion y estructura
uniforme. (62)

» Naturaleza: Cualitativa
Medicion: Directa
Escala: Nominal

Instrumento de medicion: Ficha de recoleccion de datos

Y V V VY

Procedimiento de medicion: Se determina observando contra luz la
presencia de particulas, modificaciones macroscoépicas y/o turbidez.
» Expresion final: Conforme (No presenta modificaciones macroscopicas)

o No conforme (presenta modificaciones macroscopicas)

B.2 PARAMETROS FISICOQUIMICOS
DEFINICION CONCEPTUAL

Procedimiento que permite estudiar alteraciones en la estructura de la
formulacion que no son comunmente perceptibles a simple vista haciendo
énfasis en la determinacion de sus propiedades. Permiten detectar futuros

problemas que pueden afectar la estabilidad y la calidad del producto. (64)
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B.2.1 pH

DEFINICION CONCEPTUAL

EL pH es una medida de acidez o alcalinidad e indica la concentracion de iones
hidronio, presentes es determinadas sustancias. La determinacién es medida
directamente por electrodos inmersos en la muestra en estudio. Cuando este se
encuentra fuera del rango, puede provocar alteraciones no favorables a la piel.
(64)

DEFINICION OPERACIONAL

» Naturaleza: Cuantitativa
Medicion: Indirecta
Escala: Razon

Instrumento: pH — metro

Y V VYV VY

Procedimiento de mediciéon: Ajustar el equipo con la solucion
reguladora de pH adecuado al rango en que se realizara la determinacion.
Posteriormente determinese el valor del pH directamente en la muestra.

» Expresion final: Valor del pH dentro del rango de referencia de 5-7.

Conforme (dentro del rango) o No conforme (fuera del rango). (65)

B.2.2 ESTABILIDAD
DEFINICION CONCEPTUAL

La estabilidad de un cosmético proporciona indicaciones sobre el
comportamiento del producto, en un determinado intervalo de tiempo y frente a
condiciones ambientales a las que pueda estar sujeto, desde la fabricacién hasta

su expiracion. (64)
DEFINICION OPERACIONAL

Naturaleza: Cuantitativa

>

» Medicién: Indirecta
» Escala: Nominal

>

Instrumento de medicion: Estufa
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> Procedimiento de la medicion: Se mantuvieron en la estufa a 37 °C
durante 30 dias.

» Expresion final: Estable o Inestable

C. ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ESMALTE DE UNAS ELABORADO
CON EL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO.

DEFINICION CONCEPTUAL

Es la capacidad del esmalte de ufias de producir una alteracion tal de las
estructuras de una célula fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su
viabilidad o capacidad de supervivencia, directa o indirectamente, lo que facilita

el funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped. (61)

C.1 DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO
MICOTICO

Los halos de inhibicidon es la zona alrededor de un disco de antibiéticos en un
antibiograma en el que no se produce crecimiento micotico en una placa de agar

inoculada con el germen. (66)
DEFINICION OPERACIONAL

Naturaleza: Cuantitativa
Medicion: Directa
Escala: Razon

Instrumento de medicion: Vernier

Y V V VYV VY

Procedimiento de medicion: Se mide los halos de inhibicion del
crecimiento fungico producido por las diferentes concentraciones de
aceite esencial y de quitosano.

» Indicador: Diametro del halo de inhibicion del crecimiento

» Expresion final: milimetros (mm)
C.2 CONTROL MICROBIOLOGICO
DEFINICION CONCEPTUAL

Consiste en una inspeccion de sustancias en este caso del esmalte, por medio
de pruebas que permiten detectar si se presentan o no elementos patégenos. de

acuerdo con la cantidad de agentes patégenos encontrados y el grado de
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contaminacién que tengan las sustancias analizadas se puede determinar si es
apta o no para su uso. Se realiza el recuento de Microorganismos mesodfilos,
Pseudomona aeruginosa, Staphycoccus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans (67)

DEFINICION OPERACIONAL

Naturaleza: Cualitativa
Medicion: Indirecta
Escala: Nominal

Instrumento de medicién: Ficha de recoleccion

Y V V VYV VY

Procedimiento de medicion: Se sembré el esmalte de ufas en
diferentes agares.

> Expresion final: Presencia (desarrollo microorganismos) o ausente
(ausencia de desarrollo de microorganismos), Microorganismos
mesofilos, Pseudomona aeruginosa, Staphycoccus aureus, Escherichia

coli, Candida albicans
3.4.2 VARIABLES NO IMPLICADAS

3.4.2.1 VARIABLES INTERVINIENTES

> DEL HONGO
Se tomd en cuenta

Microorganismo: Se trabajo con Trichophyton rubrum ATCC 28188

Medio de cultivo: Para reactivar los microrganismos se utilizaron el Agar

Dextrosa Sabouraud y el caldo BHI que se encontraban en buenas condiciones.

Temperatura de crecimiento: Se conservo el Trichophyton rubrum ATCC

28188 a una temperatura de 26 °C entre 5 — 7 dias.

> DE LA PLANTA DE ESTUDIO

Se tomé en cuenta:

Lugar de recoleccion: Se realizé la recoleccion de la especie en estudio en la
provincia de Andahuaylas en el departamento de Apurimac.

Temporada de recoleccion: la es especie Origanum vulgare L. (orégano) se
recolecto en el mes de mayo.
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Partes de la planta a estudiar: Se estudié las hojas del Origanum vulgare

L.(orégano).
Estadio de crecimiento: Especies maduras

3.4.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

A. CRITERIOS DE INCLUSION:

DE LA ESPECIE VEGETAL

De la planta se tomaron hojas libres de hongos, ataques de plagas o aquellos
que no presenten dafos evidentes.

DEL HONGO

Se trabajo con cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188, que se
encontraron en buenas condiciones y libres de contaminantes.

B. CRITERIOS DE EXCLUSION:
DE LA ESPECIE VEGETAL

Se excluyeron aquellas muestras que presentan algun deterioro o algun grado

de contaminacion y aquellos que estén expuestas a agroquimicos.

DEL HONGO

No se trabajaron con aquellas cepas que no estén en buenas condiciones o que

no cumplan las caracteristicas basicas de la cepa.

DE LA FORMULACION

No se trabajo con las formulaciones que no pasen el control de calidad.
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METODOLOGIA
3.5 DESARROLLO DE LA INVESTIGACION
3.51 RECOLECCION DE LA MUESTRA

La especie vegetal fue recolectada en bolsas de papel kraff, en la provincia de
Andahuaylas que se encuentra ubicada a la altitud de 2836 m.s.n.m en el
departamento de Apurimac, se recolectaron las hojas en buen estado y enteras
el 30 de mayo del 2018.

3.5.2 SELECCION DE LA MUESTRA

Una vez obtenida las muestras se seleccionaron las hojas enteras, sanas libre

de (hongos, manchas).
3.5.3 SECADO DE LA MUESTRA

El secado de las hojas se realizo en un ambiente limpio, ventilado y a

temperatura ambiente protegidos del sol, durante 2 meses.
3.5.4 DETERMINACION DE LA HUMEDAD

La determinacién de la humedad se realiz6 por triplicado en placas Petri con 5
gr de muestra, las mismas que fueron introducidas a la estufa a una temperatura

de 105°C hasta peso constante.

Luego se determindé el porcentaje de humedad mediante la siguiente formula:

M1-M2

% de humedad = v

X100

Férmula 1.
Donde:
%H= porcentaje de humedad
M1= peso de la muestra fresca

M2= peso de muestra seca. (69)
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3.5.5

EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

3.5.5.1 DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR:

La destilacién por arrastre de vapor posibilita la purificacion o el aislamiento de

compuestos de punto de ebullicion elevado mediante una destilacion a baja

temperatura (siempre inferior a 100 °C). Es una técnica de destilacion muy util

para sustancias de punto de ebullicion muy superior a 100°C y que descomponen

antes o al alcanzar la temperatura de su punto de ebullicion. (32)

Procedimiento:

1.

3.5.6

Las hojas secas de orégano (1 kilogramo) fueron acondicionadas en el
tanque del equipo de destilacion.

Se procedio a la extracciéon del aceite esencial mediante el método de
arrastre de vapor

Las hojas del orégano fueron sometidas a 1 hora de extraccion por
arrastre de vapor para la cual se usé el equipo de arrastre por vapor
(destilador).

El aceite obtenido (8 mililitros) fue decantado y desecado con sulfato
sodico anhidrido y almacenado a 4 °C

Se analizé sus caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y se evalud

su efecto antimicodtico.

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Las hojas de la muestra fueron sometidas a 1 hora de extraccion por arrastre de

vapor para la cual se us6 el equipo de arrastre por vapor (destilador).

Se utilizé aproximadamente 1 kg de hojas secas de Origanum vulgare L. para

cada hidrodestilacion obteniéndose un promedio de 7.8 mL de aceite esencial.

El porcentaje de rendimiento se calculé usando la siguiente formula.

volumen (mL)

x 100%
peso (gr)

% de rendimiento =

Férmula 2
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Donde:

%R: Rendimiento expresado en porcentaje.

V: Volumen del aceite esencial extraido en mL.

P: Peso de la materia vegetal empleado en la destilacién. (70)
3.5.7 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para realizar las pruebas de solubilidad se tom6 1 mL del aceite esencial de
orégano en diferentes tubos de ensayo y a cada uno de los tubos se le agrego 1

mL de solventes de diferentes polaridades.

TABLA 4. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

SOLVENTE

Agua destilada

Metanol

Etanol al 40%

Etanol al 70%

Etanol al 90%

Etanol absoluto

Acetona

Acetato de etilo

Cloroformo

Dimetilsulfoxido

Benceno

Hexano

SOLVENTES PARA LA PRUEBA DE SOLUBILIDAD

FUENTE: Elaboracién propia
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3.5.8 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICOQUIMICOS DEL

ACEITE ESENCIAL

A. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

» ASPECTO: Se analizé el aspecto externo mediante el analisis visual

» COLOR: Se tomd un tubo de ensayo limpio se llend las % del tubo con el

aceite esencial, observandose contraluz.

OLOR: Se sumergié un papel secante de aproximadamente 1 cm de
ancho y 10 cm de largo, se introdujo en un extremo de la muestra, luego
se procedio a oler.

SABOR: Se tomd una muestra significativa de aceite esencial y mediante

el gusto se aprecidé que tipo de sabor presenta.

B. ANALISIS FISICOQUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL

El aceite esencial se mand6 a analizar en el Laboratorio de Bioquimica de la
Facultad de Ciencias de la UNSAAC. (Ver Anexo: 3)

1.

DETERMINACION DE LA DENSIDAD

El principio en que se basa es la determinacion de la masa de la unidad
de volumen, expresado en g/mL, a una temperatura dada (20°C). Se
determind la densidad por el método del picnémetro de vidrio del 10 mL,
un termémetro y una balanza analitica. (71)

iNDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion (n) de una sustancia dada es la relacién entre la
velocidad de un rayo de luz en el vacio y la velocidad de la luz a través de
la sustancia. Por conveniente practica se refiere a la relaciéon aire
sustancia.

Es importante para la identificacion de sustancias y la deteccion de

impurezas, y es medido mediante un refractometro ABBE. (72)
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3.5.9

ROTACION OPTICA

Es la medida de rotaciéon de plano de polarizacion de la luz, a una longitud
de onda definida, al atravesar un espesor determinado de aceite esencial.
La longitud de onda es generalmente aquella correspondiente a la linea
del sodio. (72)

INDICE DE SAPONIFICACION

El indice de saponificacion es el numero de mg de hidréxido de sodio de
potasio necesario para neutralizar los acidos libres y saponificarlos
esteres existentes en 1.0 g de la sustancia. (73)

iNDICE DE ACIDEZ

La acidez se expresa frecuentemente como el indice de acidez, que es el
numero de gramos mg de hidréxido de potasio necesario para neutralizar

los acidos libres en 1.0 g de la sustancia. (73)

DETERMINACION DE LA COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL
POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A
ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS

El aceite esencial se mando a analizar, en el Laboratorio de Fitoquimica de la

Facultad de Ciencias de la UNSAAC. mediante cromatografia de gases, en el

cual se utilizo el siguiente procedimiento.

Procedimiento:

1.

Se diluye el aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano) con el

solvente N-heptano.

En una proporcién de 100 microlitros de aceite esencial de Origanum

vulgare L. (orégano) con 700 microlitros de N — heptano.
La dilucién se inyecta al cromatografo de gases.

Se espera el tiempo necesario para la obtencion de espectros (50

minutos).

Los espectros obtenidos se identifican con espectrofotometria de masas

y comparacioén con bibliografia. (Ver Anexo 5)
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3.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (orégano), SOBRE Trichophyton
rubrum ATCC 28188, POR DIFUSION EN DISCO

3.6.1 ACTIVACION DE CEPAS.

1.

Una vez obtenidas las cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188
fueron sembrados en agar Sabouraud.

Estas fueron incubadas a 26 °C por 7 -14 dias para comprobar su
viabilidad

Luego se replicaron en placas de Agar Sabouraud y conservadas en

refrigeracion a 2-8 °C hasta su uso.

3.6.2 PREPARACION DEL INOCULO

1.

Las colonias de cepas de Trichophyton rubrum ATTC 28188, fueron
extraidos de la placa activada.

Se cubrié la placa con 5 mL de agua destilada estéril la superficie fue
ligeramente raspada con un hisopo.

La combinacion de conidios e hifas fueron filtradas a través de papel
filtro estéril de 8 uym, se recolecto el inoculo en un tubo de ensayo
estéril.

Se ajustd la turbidez de acuerdo a la escala 0,5 de McFarland,
ajustado a longitud de onda de 530 nm y transmitancia ajustada entre

68 — 70% en el espectrofotémetro. (74)

3.6.3 METODO DE DIFUSION EN AGAR

Esta prueba se baso en la inhibicidn del crecimiento fungico, mediante la difusion

de las sustancias activas en un medio, que luego se evidencio por la formacion

de halos.

Fundamento: El método de disco en difusidon consiste en depositar en la

superficie de una placa de agar previamente inoculada con el microorganismo,

discos de papel filtro impregnados con las diferentes concentraciones del

antimicotico o sustancias en estudio. Tan pronto el disco impregnado se pone en

contacto con la superficie del agar, el filtro absorbe agua y el antimicético difunde

por el agar, formandose un gradiente de concentracion. Transcurrido 7 a 14 dias
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de incubacién en caso de antimicaticos, los discos pueden o no ser rodeados por

una zona de inhibicion de crecimiento bacteriano. (75)

El método de difusion en agar fue utilizado para determinar la actividad
antimicotica del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano) frente
Trichophyton rubrum ATCC 2818, en el siguiente ensayo se utiliz6 como control

negativo Dimetilsulfoxido (DMSQ) y como control positivo la terbinafina

TABLA 5. METODO DE DIFUSION EN AGAR SABOURAUD

CARACTERISTICAS HONGOS
FILAMENTOSOS

Método Difusion en agar

Control positivo Terbinafina

Medio de cultivo Agar Sabouraud

Temperatura 7 dias a 26 °C

Punto de lectura Diametro de halo de
inhibicion

3.6.4 PREPARACION DE LOS DISCOS DE SENSIBILIDAD

Se realiz6 el estudio mediante la determinacion de la actividad antimicotica por
el método de Kirby - Bauer en cepas de Trichophyton rubrum ATCC 28188,

sembrado en medio de cultivo Agar Sabouraud.

1. El aceite de Origanum vulgare L. fue diluido en Dimetilsulfoxido, con
las siguientes concentraciones 12.5, 25, 50, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100%. Se prepararon 50 discos en blanco de 6 mm.

2. Se pesaron 3 mg de terbinafina (patron) y se diluyo en 1 mL de
metanol.

3. Estos fueron autoclavados para ser esterilizados
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4. Luego son impregnados con las diferentes concentraciones de aceite

y del patrén con los  que se trabajé, se puso 5 gL de concentracidén

en cada cara del disco, con un total de 10 uyL por disco de

concentracion preparada.

5. Se secaron durante 7 horas a temperatura ambiente para luego ser

colocados en la superficie del agar.

TABLA 6. CONCENTRACIC’)N DE LOS DISCOS DEL ACEITE ESENCIAL DE
Origanum vulgare |. (OREGANO)

Concentracion del | Aceite esencial | Dimetilsulfoxido | UL/ disco
aceite esencial (%) | (ML) (L) (76)

100 1000 0 10
95 950 50 10
90 900 100 10
85 850 150 10
80 800 200 10
75 750 250 10
70 700 300 10
50 500 500 10
25 250 750 10
12.5 125 875 10
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3.6.5 INOCULACION AL MEDIO DE CULTIVO

1.

Una vez activo el inoculo de las cepas estandar dentro de los 15
minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inoculo, se sumergid
un hisopo estéril en la suspensién, se rota el hisopo varias veces
presionando sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del
liquido para remover el exceso del inoculo.

Se inoculo la superficie de la placa de agar saboraud de manera que
se obtuvo un crecimiento de la cepa, para lo cual se estria con el
hisopo en forma paralela compacta abarcando toda la superficie de
la misma, estriando con el hisopo en tres direcciones diferentes
rotando la placa en 60 grados para asegurar una distribucion
uniforme del inoculo. Se tuvo mucho cuidado en sembrar las placas
de borde a borde, porque puede haber problemas en la realizacion
de las lecturas. (77)

Antes de colocar los discos se deja secar la placa a temperatura
ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de
humedad superficial sea absorbido.

Se procedié a colocar los discos estériles del papel de 6 mm de
diametro impregnados con las diferentes concentraciones del aceite
esencial 12.5, 25,50,70,75,80,85,90,95 y 100%, presionando
suavemente sobre cada disco para poder asegurar un contacto
completo con la superficie del agar.

Se distribuyeron los discos uniformemente, de modo que estas estén
a una distancia minima de 25 mm uno del otro. No deben colocarse
mas de 12 discos en una placa de 150 mm, ni mas de 6 en una placa
de 100 mm de diametro interno, para evitar la superposicion de las
zonas de inhibicién. Un disco no debe ser removido una vez que
tomo contacto con la superficie del agar debido a que algunas
sustancias se difunden rapidamente.

Se colocaron 3 discos impregnados con el aceite esencial y el patron

terbinafina por placa.
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FLUJOGRAMA 1. INOCULACION DEL Trichophyton rubrum ATCC 28188
AL MEDIO DE CULTIVO

Una vez listo el indculo de las cepas estandar se procedio a la siembra en las placas
previamente esterilizadas y para lo cual se utilizo una asa descartable y mechero.

@

Se tomd una asada del indculo y se procedio a sembrar sobre toda la superficie de la
placa con agar Sabouraud, se tapé la placa y se dejo secar el indculo unos 5 minutos

a temperatura ambiente.

4 N\

Se procedid a colocar los discos que contienen las diferentes concentraciones del
aceite esencial diluido en dimetilsulfoxido (DMSO) con la siguientes concentraciones
12.5,25,50,70, 75, 80, 85,90,95,y 100% con la ayuda de una pinza estéril, se
incubaron a 26°C por 7 dias..

- J

U

{Se repitid el ensayo 3 veces para cada prueba.

antimicética de las respectivas concetraciones del aceite esencial en estudio.se

El antimicético terbinafina se utilizé como patron de comparacion de la actividad
incluyé el DMSO como blanco.

U

{Para la lectura se midid el diametro de los halos de inhibicion del crecimiento}

micotico expresados en mm.

Fuente: Elaboracién propia
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3.6.6 INCUBACION

1. Seincubo las placas en posicién invertida a 26 °C por 7 dias, para evitar
que el agua condesada caiga sobre el agar, lo cual cambiaria las
condiciones del medio y no serviria para la lectura de los halos. (75)

2. El diametro de la zona de inhibicion fue medido en mm. El antimicoético
terbinafina se utilizé6 como patron de comparacion, se repitié el ensayo
tres veces.

El dimetilsulfoxido se utiliz6 como blanco, se repitid el ensayo tres veces.
Para la lectura se midid6 con un vernier el diametro de los halos de

inhibicién del crecimiento micético expresado en mm.
3.6.7 LECTURA DE LOS HALOS DE INHIBICION

Se midié los diametros de las zonas de inhibicion completa (incluyendo el

didmetro del disco), usando un vernier.

3.6.7.1 CATEGORIA DE INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS DE
SENSIBILIDAD

Sensible: si existe una buena probabilidad de éxito terapéutico en canso de un

tratamiento a la dosis habitual.

Resistente: si la probabilidad de éxito terapéutico es nula o muy reducida. No

es de esperar ningun efecto terapéutico sea cual fuere el tipo de tratamiento.

Intermedio: cuando el éxito terapéutico es imprevisible. Se puede conseguir
efecto terapéutico en ciertas condiciones (fuertes concentraciones locales o

aumento de la posologia (78)

TABLA 7. INTERPRETACION DE LOS HALOS DE INHIBICION

Nula Diametro inferior a 8 mm
Sensibilidad limite Diametro entre 9 a 14 mm

Sensibilidad media Diametro entre 15y 19 mm
Sumamente sensible Diametro superior a 20 mm

Fuente: Herrera Hidalgo. 2004 (78)
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3.6.8 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MIiNIMA INHIBITORIA
DEL ACEITE ESENCIAL

Esta prueba se realizé para determinar la concentracién minima inhibitoria para

Trichophyton rubrum, por discos y el diametro del halo de inhibicion formado. Se

usaron placas Petri estériles y se procedio a hacer la siembra.

TABLA 8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA
INHIBITORIA DEL ACEITE ESENCIAL

La CMI corresponde a la minima concentracion de antifungico en donde no se

observa crecimiento de hongos, luego se debe recurrir a la tabla 7 para definir

segun los valores de CMI que en ellas aparecen si las cepas en estudio son

sensibles o resistentes. En aquellos casos donde se observd inhibicidn, se

tomaron alicuotas de 5 microlitros y se sembraron en medios especificos libres

del agente antimicoético, agar Sabouraud dextrosa.

Especie

Complejo activo

Concentraciones
del aceite esencial
(%)

Numero de placas
para cada
concentracion

Trichophyton
rubrum
28188.

ATCC

Aceite esencial de
Origanum vulgare
L. (orégano)

12.5
25
50
70
75
80
85
90
95
100

W W W W W W W W w w
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3.7 PREFORMULACION DEL ESMALTE DE UNAS

Se realizaron ensayos de preformulacién para obtener el esmalte de unas ideal,

durante esta etapa se seleccionaron los excipientes que fueron compatibles con

el aceite esencial y cumplieron con los requisitos establecidos.

Tomando en cuenta la CMI que en la prueba fue la concentracion de 70% de

aceite esencial, se procedid a formular las siguientes formulaciones con

concentraciones de aceite al 70,75 y 80% de aceite esencial

TABLA 9. PREFORMULACIONES DEL ESMALTE CON QUITOSANO AL
1% Y DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACEITE ESENCIAL 70,75 Y

80%.

Quitosano al 1% 70% 75% 80%
Quitosano 100 mg 100 mg 100 mg
Acido lactico 100 uL 100 uL 100 uL
Agua destilada 100 mL 100 mL 100 mL
Propilenglicol 125 uL 125 uL 125 uL
Isopropanol 1049 uL 1049 uL 1049 uL
Acetato de etilo 44 uL 44 uL 44 uL
Aceite esencial 700 yL 750 pL 700 pL

Fuente: Mailland, Federico. United States Patent, 2014. (79)
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TABLA 10. PREFORMULACIONES DEL ESMALTE DE QUITOSANO AL 2%

Y DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL ACEITE ESENCIAL 70,75 Y

80%.
Quitosano al 2% 70% 75% 80%
Quitosano 200 mg 200 mg 200 mg
Acido lactico 100 pL 100 pL 100 pL
Agua destilada 100 mL 100 mL 100 mL
Propilenglicol 125 pL 125 pyL 125 L
Isopropanol 1049 pL 1049 uL 1049 uL
Acetato de etilo 44 uL 44 uL 44 uL
Aceite esencial 700 pL 750 uL 800 uL

Fuente: Mailland, Federico. United States Patent, 2014. (79)
3.8 FORMULACION DEL ESMALTE DE UNAS

Se realizaron 6 preformulaciones, de las cuales se tomaron en cuenta 2
formulaciones, esmalte con aceite esencial al 70% y quitosano al 1% y el esmalte
con aceite esencial al 70% y quitosano al 2%. Debido a que estas dos presentan

mejores caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas
Se elaboro el esmalte de ufias con aceite esencial al 70% y quitosano al 1y 2%.

1. Se formuld la pelicula de quitosano, se mezclé agua (100 mL) y acido
lactico (10 L), se le afiadio quitosano (100 mg), se agito durante 12 horas.

2. Se disolvié el propilenglicol (125 uL) en el isopropanol (1049 uL)

3. Ala mezcla se le agrego el acetato de etilo (44 L) y se agito.

4. A esta mezcla se le afadio la pelicula de quitosano, se removié hasta que
se formé una mezcla viscosa y homogénea.

5. Se agrego el aceite esencial de orégano (700 pL)

6. Se obtiene el esmalte de unas antimicotico en base al aceite esencial.
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FLUJOGRAMA 2. FORMULACION DEL ESMALTE DE UNAS

Formar la pelicula de quitosano, mezcla de agua (1000 mL) y
acido lactico (100 pL),a la cual se le aflade quitosano (100 mg)

-

Se disolvio el propilenglicol (125 uL) en isopropanol (1049 pL)

-

Ala mezcla se le agrega acetato de etilo (44 L) y se agita

-

A esta mezcla se le anade la pelicula de quitosano , se remueve
hasta formar una mezcla viscosa.

{

A la mezcla se le anade el aceite esencial de origanum vulgare
(700 pL)

-

Se obtiene el esmalte de ufias antimicotico.

Fuente: Elaboracién propia
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3.9 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ESMALTE DE
UNAS

Para este caso también se determind la actividad antimicética por el método de

difusion en agar.

1.

Los discos de papel de 6 mm de diametro fueron impregnados con el
esmalte elaborado con las diferentes concentraciones de quitosano al
1y 2% con 70% del aceite esencial, luego fueron colocados en la
superficie del agar cultivado.

Los discos de papel también fueron impregnados con el esmalte
antimicotico patrén de acido undecilénico.

Luego fueron puestos en la superficie del agar cultivado e incubados
a 26 °C por 7 dias.

El esmalte antimicético de acido undecilenico se usé como patron de
comparacion de la actividad antimicoética y el dimetilsulfoxido (DMSO)
se incluyé como blanco.

El diametro de la inhibicion fue medido con ayuda de un vernier en

mm, para cada prueba se realizaron 3 repeticiones. (80)

3.9.1 EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICOS

Olor: No tiene que cambiar durante el periodo de vida media del
esmalte en almacén.

Color: Homogéneo no tiene que cambiar durante el periodo de vida
media del esmalte en almacén, ni presentar sedimentacion

Aspecto: Debe conferir brillo a la uia, el cual no disminuira ante la
exposicion a la luz solar, ni tampoco cuando las manos se sumerjan

en soluciones alcalinas o detergentes. (19)
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3.9.2 MODELO DE PENETRACION DE UNA

El modelo de penetracion de uia se hizo la prueba para aumentar la eficacia y
mejorar la liberacion del principio activo en la ufia, con el uso del quitosano como

potenciador de penetracién de ufias.

1. Se realizaron discos de ufas de 6 mm. Se colocaron en la superficie
de las placas de agar sembradas con inéculo de Trichophyton rubrum.
2. Luego se aplicé el esmalte en la superficie del disco de uia, las placas
se incubaron durante 7 dias a una temperatura de 26 °C y los halos

de inhibicion fueron medidos posteriormente. (81)

3.9.3 TIEMPO DE SECADO

Se define la velocidad de secado como la pérdida de humedad del sélido humedo
por unidad de tiempo, operando en condiciones constantes de secado, es decir
con aire a las condiciones de temperatura, presion, humedad y velocidad

constantes en el tiempo.

1. Seaplicd una pelicula de muestra en ufias con la ayuda de un pincel.

2.  Se tomo el tiempo para formar una pelicula seca al tacto. (82)

3.9.4 SUAVIDAD PARA FLUIR

Aplicado al ambito de la cosmetologia se define como la capacidad del esmalte

para soportar los cambios de forma que sufren los cuerpos donde son aplicados.

1.  La muestra se vertié desde una altura de 1,5 pulgadas, en una placa
de vidrio puesta verticalmente

2. Se tomo el tiempo que tardo en extenderse sobre la placa de vidrio
(68)

3.9.5 DETERMINACION DEL pH

La medicién del pH se llevé a cabo por medio de la lectura de pH en la escala
medido de pH. Esta lectura esta en funcion de la diferencia de potencial

establecida entre un electrodo indicador y un electrodo de referencia usando
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como solucion de ajuste de la escala del medidor de pH una solucién reguladora

del mismo. El limite de aceptacién sera entre un rango de 5 — 8. (83)
3.9.6 ESTUDIO DE ESTABILIDAD
Las muestras se almacenaron a una temperatura de 37 °C durante 1 mes. Se

observaron que haya formacion de fases, aparicion de particulas extrafas, que

mantenga el mismo olor, color y consistencia. (68).
3.9.7 CONTROL MICROBIOLOGICO

Para el control microbioldgico se determiné los siguientes parametros: aerobios
totales (UFC/ g o mL), Hongos y Levaduras (UFC/ g o mL) y Microorganismos
Especificos como Psedomonas spp (UFC/ g o mL), Salmonella spp. (UFC/ g o
mL), Staphylococcus Aureus (UFC/ g o mL) y Escherichia coli (UFC/ g o mL)

3.10 TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

Se realizo la recoleccion de datos utilizando la técnica de observacion mediante

instrumentos como camara fotografica y fichas de recoleccion.
INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

» Para la recoleccion de la especie vegetal (Anexo 8)

» Para la determinacién del porcentaje de rendimiento (Anexo 9)

» Para determinar las caracteristicas organolépticas del aceite (Anexo 10)

» Para las pruebas de solubilidad (Anexo 11)

» Para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) (Anexo 12)

» Para el estudio de estabilidad fisicoquimicos y organolépticos (Anexo 13)
3.11 TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
Todos los datos se obtuvieron de la actividad antimicética fueron procesados en

una base de datos creada en el paquete estadistico Statistical Package For

Social Sciencies (SPSS) version 10.0.
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FLUJOGRAMA 3. PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION

Recoleccién de la muestra vegetal (orégano)

2

Extraccion del aceite esencial de orégano

2

Evaluacion de las caracteristicas organolepticas y
fisicoquimicas del aceite esencial .

N

N
[Determinaci()n de la actividad antimicotica del aceite

esencial

[Fomulacic’m del esmalte de ufias

"

{Determinacién de la actividad antimicotica del emalte

de ufias
2

{Evaluacién de caracteristicas  organolepticas,

.

.\
—

ficoquimicas, poder de penetracién, tiempo de
secado,estabilidad, control microbidlogico.

Fuente: Elaboracién propia
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD Origanum
vulgare L. (OREGANO)

CUADRO 1. PORCENTAJE DE HUMEDAD DE Origanum vulgare .
(OREGANO)

MUESTRA % HUMEDAD
M1 74.46
M 2 73.4
M3 73.46
PROMEDIO 73.77

RESULTADOS E INTERPRETACION

En el cuadro 1, se observa el resultado de la evaluacién del porcentaje de
humedad, a una temperatura de 100 — 105°C durante 5 horas, el orégano
presento un porcentaje de humedad de 73.77, la cual indica que tiene una gran
cantidad de agua en sus tejidos esto representa un porcentaje alto de humedad

lo cual hace que la planta sea propensa a contaminacion por bacterias y hongos.
ANALISIS Y DISCUSION

De acuerdo a este porcentaje se tomd las medidas necesarias para realizar el
correcto proceso de secado de la especie vegetal y asi evitar su contaminacion,
ademas de estabilizar los procesos enzimaticos y evitar la degradacion de los

metabolitos secundarios, se obtuvo una muestra adecuada para el estudio.

Los resultados obtenidos por Salamanca y Sanchez (2009) (25) obtuvieron un
porcentaje de humedad de 63.72% y en comparaciéon con nuestro dato 73.77%,
esta diferencia se debe a la zona donde se cultivé la especie vegetal, época de

recoleccion.
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4.2 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO)

CUADRO 2.DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE
ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare |. (OREGANO)

PESO DE HOJAS ACEITE EXTRAIDO % DE RENDIMIENTO
SECAS (gr) (mL) DE ACEITE ESENCIAL
960 8 0.83

950 7.9 0.83

940 7.8 0.82

930 7.7 0.82

920 7.6 0.82

TOTAL 39 mL PROMEDIO: 0.82

RESULTADOS E INTEPRETACION

De acuerdo a los datos obtenidos en cuadro 2 el porcentaje de rendimiento por
arrastre de vapor de Origanum vulgare L. (orégano) fue de 0.82 %, esta
determinacion es importante porque permite calcular la cantidad de muestra
necesaria para la obtencion de aceite esencial y asi determinar la cantidad
necesaria de aceite esencial para las diferentes pruebas del trabajo de

investigacion.

ANALISIS Y DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos por Lachos y Laurente (2016) (15)
obtuvieron un porcentaje de rendimiento de 0.80% de aceite esencial de
Origanum vulgare L. y en comparacion con nuestra investigacion los datos fueron

similares.

Segun Villavicencio (2017) (16) obtuvo un porcentaje de rendimiento de 0.20%
en comparacion con nuestra investigacion el rendimiento del aceite esencial fue
de 0.82%, la cual fue superior. El rendimiento del aceite esencial podria variar
segun los factores climaticos, altitud de cultivo, tipo de suelo, época de

recoleccion y método de extraccion.
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4.3 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE
Origanum vulgare L.(orégano)

CUADRO 3. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO).

CARACTERISTICAS | RESULTADOS CONFORME / NO
CONFORME

OLOR Caracteristico Conforme

COLOR Amarillo Conforme

SABOR Amargo Conforme

Fuente: Elaboracion propia

RESULTADOS E INTERPRETACION

De acuerdo al cuadro 3 el aceite esencial de Origanum vulgare L. (Orégano),

muestra un color caracteristico amarillo, un olor caracteristico de la planta,

ademas tiene un sabor amargo. Por la presencia de los metabolitos reportados

en la cromatografia de gases, como el Timol que provee un olor caracteristico

que esta presente en el aceite esencial del orégano, el carvacrol que aportaria

olor acre caracteristico del orégano. (20)
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4.4 DETERMINACION DE LA PRUEBA DE SOLUBILIDAD

CUADRO 4. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE
Origanum vulgare L. (OREGANO)

SOLVENTE ACEITE ESENCIAL DE OREGANO
Agua destilada -
Metanol -
Etanol al 40 % -
Etanol al 70 % +
Etanol al 90 % ++
Etanol absoluto 4+
Acetona -+
Acetato de etilo -+
Cloroformo +++
Dimetilsulfoxido 4+
Benceno ++
Hexano ++

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda:

Totalmente soluble : +++
Parcialmente soluble : ++
Muy poco soluble o+
Insoluble -

RESULTADOS E INTERPRETACION

De acuerdo al cuadro 4, se muestra los resultados de la prueba de solubilidad
del aceite esencial de Origanum vulgare L. (Orégano) frente a solventes de

diferente polaridad.
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De acuerdo a los resultados obtenidos el aceite esencial de Origanum vulgare L.
es totalmente soluble en solventes apolares como la acetona, acetato de etilo,
cloroformo, dimetilsulfoxido y una completa insolubilidad en solventes polares
como el metanol y agua .Esta prueba nos ayud6é a reconocer el vehiculo
adecuado para desarrollo de la investigacion se eligio el dimetilsulfoxido en la
cual el aceite muestra mejor solubilidad ademas que habra menos interferencia

para la evaluacion del efecto antimicotico.

4.5 ANALISIS FISICOQUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL

CUADRO 5. PROPIEDADES FISICOQUIMICOS DEL ACEITE ESENCIAL DE
Origanum vulgare L. (OREGANO)

Propiedades fisicoquimicas Aceite esencial de Origanum
vulgare L. (orégano)

Densidad 0.8454 g/mL

indice de refraccion 1.3872

indice de saponificacion 0.0102

indice de acidez 0.8265g

Rotacion optica -0.542

Fuente: datos obtenidos en el Laboratorio de Quimica — UNSAAC (Ver anexo 6)

ANALISIS Y DISCUSION

En el cuadro 5, podemos observar las caracteristicas fisicoquimicas de los
aceites esencial estos caracterizan por sus propiedades fisicoquimicas,
densidad, indice de refraccion, indice de saponificacion, indice de acidez,

rotacioén optica.
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Para el Origanum vulgare L. (orégano) la densidad tuvo un valor de 0,8454, cual
indica que comparado con la investigacion realizada por Albado y Grabiel. (2001)
(4) que es de 0.923, es menor esto esta relacionado con una menor cantidad de
fenoles. En cuanto al indice de refraccion, el resultado fue de 1.387, lo que indica
que las muestras estan conformadas posiblemente por sustancias oxigenadas
aromaticas o aciclicas. Ademas de encontrase dentro de los valores normales
del aceite comparado con la investigacion realizado por (Albado y Grabiel. 2001)
que es de 1.4774. (4)

Para el indice de saponificaciéon se obtuvo el valor 0.0102 comparado con la
investigacion realizada por (Hernandez y Martinez. 2016) (21) que fue de 0.071,
lo que indica que las muestras estan conformadas posiblemente por una mezcla
de grupos esteres de mediano peso molecular. En cuanto al indice de acidez se
obtuvo el valor 0.8265 y en comparacion con la investigacion de (Hernandez y
Martinez. 2016) que fue de 0.84. Es un referente para determinar el grado de
enranciamiento (deterioro del aceite en contacto con el aire, humedad,

temperatura y tiempo) (21).

La rotacién éptica el valor que se obtuvo fue de -0,542 y comparado con el trabajo
de investigacion de Tapiero y Cuellar. (2016) (22) que fue de -0,400, lo que indica
que la muestra de orégano esta conformada por moléculas levdgiras ya que rota

la luz en direccién opuestas a las agujas del reloj. (22).

El aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano) se encuentra dentro de los
rangos comparados con bibliografia, los resultados de la densidad, rotacion
Optica, indice de acidez, saponificacion, acidez y refraccion, permitiran en lo

posterior caracterizar y analizar su control de calidad.
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4.6 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE
ESENCIAL POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A
ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS

CUADRO 6. COMPOSICION QUIMICA CUANTITATIVA DEL ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO)

Nombre del Area Tiempode | Area%
compuesto retencion
1-lsopropil-4- 236322705.324 8.95 0.14
metilbiciclo [3.1.0]
hex-2-eno
p-menth-1-en-3-ol,cis- | 275385183.346 15.41 0.17
Borneol 296335248.782 14.55 0.18
p-Menth-1-en-3- 314061480.321 15.81 0.19
ol,trans-
3-Careno 572362162.824 10.21 0.35
4-isopropil-1-metil-2- | 600037670.355 13.52 0.36
ciclohexen-1-ol
Oxido de cariofileno 666397476.419 27.66 04
a -Cariofileno 733363027.795 23.87 0.44
a -Pineno 822596218.198 8.1 0.5
6,6-Dimetil-2-metilen- | 856604485.658 6.82 0.52
biciclo [3.1.1] heptano
1-lsopropil-4- 1025138712.786 6.59 0.62
metilbiciclo [3.1.0]
hex-2-eno
4-isopropil-1-metil-2- 1118373430.168 12.92 0.68
ciclohexen-1-ol
(-)-Espatulenol 1239190289.72 27.49 0.75
a-felandreno 1551316404.381 9.75 0.94
Carvacrol 1619800395.872 18.79 0.98
p-Mentha-1,4 (8) - 1954828325.607 11.57 1.19
dieno
D-Limoneno 2057359547.11 9.7 1.25
B -Pineno 2530319463.477 8.38 1.53
p-menth-1-en-8-ol 2839306816.955 15.33 1.72
6,6-Dimetil-2-metilen- | 3166488331.73 9.86 1.92
biciclo [3.1.1] heptano

87




Terpineol, cis- a 5419807146.594 11.08 3.29
o-Menth-8-eno, 4- 5741560332.817 25.1 3.48
isopropilideno-1-vinilo

a -Terpineno 6089304999.537 9.3 3.69
a-felandreno 6151514884.119 7.94 3.73
Cariofileno 6371591726.395 22.79 3.86
2-isopropil-1-metoxi-4- | 6540270858.374 16.79 3.97
metilbenceno

o-Cimeno 6812690254.923 9.53 413
p-Menth-1-en-4-ol, (R) | 11393561529.036 14.88 6.91
-(5)

c-Terpineno 15211249753.349 10.67 9.22
Acido antranilico, 15473820752.116 17.18 9.38
1,5-dimetil-1-vinil-4-

hexenil éster

Timol 20417642557.516 18.57 12.38
Terpineol, cis- a 30442513278.331 12.21 18.46

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio de cromatografia de gases

(UNSAAC)
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RESULTADOS E INTERPRETACION

De acuerdo al cuadro 6, nos muestra los componentes del aceite esencial de
Origanum vulgare L. se observa que el Terpineol, cis-a (18.46 %) es el
componente mayoritario seguido del timol (12.38 %), Acido antranilico, 1,5-
dimetil-1-vinil-4-hexenil éster (9.38%) y c-Terpinen (9.22 %). a los que le

podemos atribuir el efecto antimicético (4)

Existen estudios sobre la composicidén del orégano, usando extractos acuosos y
aceites esenciales. En Origanum vulgare se han encontrado componentes
activos como: rosmarinico (planta y hoja), palmitico, estearico, oleico(planta),
taninos (planta) y vitaminas como la niacina y B —caroteno (planta), aceite
esencial rico en timol, cimeno, carvacrol, borneol,limoneno, a terpineno (planta).
Los compuestos mayoritarios encontrados en Origanum vulgare son el carvacrol,

timol, c- terpinen. (84)
ANALISIS Y DISCUSION

Segun (Acevedo, d. navarro, m. Monroy 2013), emplearon cromatografia de
gases acoplada con espectrofotometria de masas e identificaron como
compuesto mayoritario al timol con 67,51% seguido, p- cimeno con 11,66% c-

terpineno con 5,51%, cariofileno 5,38% y eugenol con 1,32%.

En comparacién con (Tellez y Nolazco 2017) identifico como componentes
mayoritarios el terpineol (25,56%), timol (18,80%), c-terpineno (11,77%), cimeno
(3,27%) y carvacrol (2,24%), sin embargo, se presentan algunas diferencias
cuantitativas en su composicién las que pueden ser debido a varios factores,
época de recoleccién, el ano, el método de extraccion, condiciones de

almacenamiento.

La composicion quimica que presenta el aceite esencial de orégano pertenece
al quimiotipo timol, este compuesto permite dar un valor agregado a esta planta
por su alto porcentaje en masa que se convierte en posible fuente natural de este
terpeno, y que le otorga propiedades antioxidantes, microbiolégicas,

antimicoticas y conservantes de alimentos. (85).
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4.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE

ESENCIAL FRENTE A Trichophyton rubrum ATCC 28188

4.7.1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA
DEL ACEITE ESENCIAL

CUADRO 7. LECTURA DE LOS HALOS DE INHIBICI('?N OBTENIDOS DEL
ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO) FRENTE A

Trichophyton rubrum ATCC 28188.

CONCENTRACION | DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm)
ACEITE ESENCIAL ' . i PROMEDIO
OREGANO (%)

TERBINAFINA 20.73 20.83 20.98 20.84
100 13.50 13.78 13.67 13.65

95 13.53 13.51 1357 13.53

90 12.38 12.04 11.07 1213

85 12.27 11.64 1151 11.80

80 9.97 1017 1067 1027

75 9.70 10.42 9.9 10.02

70 9.58 9.85 9.83 9.75

50 6.00 6.00 6.00 6.00

25 6.00 6.00 6.00 6.00

12.5 6.00 6.00 6.00 6.00
DIMETILSULFOXIDO 6.00 6.00 6.00 6.00

RESULTADOS E INTERPRETACION

En el cuadro 7, muestra los resultados de los halos de inhibicion donde la

concentracién minima inhibitoria del aceite esencial de Origanum vulgare L.

(orégano) es de 70% con 9.75 mm de halo de inhibicién y la concentracion

maxima es de 100% con 13.65 mm de halo de inhibicién frente a Trichophyton

rubrum ATCC 28188.
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ANALISIS Y DISCUSION

Se analizé también el dimetilsulfoxido utilizado para solubilizar el aceite, este no

presento actividad antimicética por lo cual no altera los resultados.

Con respecto al patron utilizado estudios indican que la terbinafina es un potente
antimicético, se comprobd la eficacia in vitro frente a cepas Trichophyton rubrum
ATCC 28188.

Segun el estudio realizado por Maravi (2012) (13), empleando el método de
difusién en disco , concluyendo que Origanum vulgare L.(orégano) al 100%
alcanzo un mayor efecto antimicético (56.25 mm) en comparacién con su control
nistatina (13,21 mm), seguido de la concentracién al 70% (23,67 mm),
contrariamente a lo esperado en este estudio del aceite esencial al 100% se
obtuvo un halo inhibitorio promedio (13.65 mm), mientras que a la concentracion
de 70% se obtuvo un halo promedio (9.75 mm) . Esto posiblemente se deba a la
diferencia de piso, debido a que esta planta es proveniente de Apurimac (2836
msnm) mientras que este ensayo provenia de Lima (500 msnm). Ademas, segun
Arcillay Loarca (2012) (20), la composicion, cantidad y calidad de los metabolitos
quimicos en el aceite esencial depende de ciertos factores tales como,

condiciones climaticas, la como altitud.
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RESULTADOS E INTERPRETACION

En el cuadro 8, se observan los resultados descriptivos de los halos de inhibicion
de la actividad antimicdtica del aceite esencial de Origanum vulgare L, a las
concentraciones de 12.5%, 25% y 50% no se evidencio efecto inhibitorio, a 70%
presento el minimo valor (9.7533 mm), siendo mayor el halo de inhibicion a la

concentracion del 100% con (13.6500 mm).

La terbinafina presento un halo de inhibicién de (20.846 mm) este es mayor en
comparacion al halo de inhibiciéon de 100% de Origanum vulgare L. lo que indica

que el farmaco patrén tiene mayor actividad antimicética.
ANALISIS Y DISCUSION

Segun el estudio de Lachos y Laurente 2018, “Efecto antimicdético in vitro del
aceite esencial de Origanum vulgare frente a cepas de Trichophyton rubrum”, el
aceite esencial fue extraido por el método de destilacion por arrastre de vapor,
utilizando el método de dilucion en medio liquido se determind la concentracion
minima inhibitoria que fue de 0.25%, determinaron el efecto antimicotico del
orégano en sus resultados la concentracion minima fue de 0.25% ,concluyeron
que el aceite esencial de orégano presenta actividad antimicética frente a

Trichophyton rubrum.

Segun el estudio de Mamani. 2016, evalué el efecto antimicotico del aceite
esencial de orégano frente a levaduras de Candida albicans ATTC 6538,
determino la sensibilidad antimicética del aceite esencial de orégano por el
método de difusion en discos siendo para Candida albicans, el mayor promedio
de halo inhibicién a la concentracion de 1,75 mg/ml con 56,08 mm de diametro y
el menor promedio de halo de inhibicién fue a la concentracion de 0,5 mg/ml con

24,65 mm de diametro.

Determiné la concentracion minima inhibitoria por el método de dilucion en medio
liquido con el aceite esencial cuya concentracion fue de 0,8053 mg/ml, se
demostré que la Candida albicans tiene sensibilidad frente al aceite esencial de

orégano.
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CUADRO 9. ANALISIS DE VARIANZA ANOVA DEL ACEITE ESENCIAL DE
Origanum vulgare L. (OREGANO) FRENTE A Trichophyton rubrum ATCC

28188.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 637,207 11 57,928 1294,399 ,000
Dentro de grupos 1,074 24 ,045
Total 638,281 35
Fuente: Datos estadisticos
Leyenda;

GL : Grados de libertad

F : Estadistico de prueba

Sig : Significancia
Sig < 0.05, existe diferencia entre los halos de inhibicion

Sig 2 0.05, no existe diferencia entre los halos de inhibicion

RESULTADOS E INTERPRETACION

En el analisis de varianza (ANOVA), del cuadro 9, se observa que el valor de

significancia es de 0,000, valor que esta debajo de 0.05, con lo cual se pudo

afirmar que existe diferencia significativa entre los halos de inhibicion formados

por el aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano).

Como el ANOVA dio diferencias significativas para las concentraciones, se

realizo el analisis mediante la prueba de TUKEY
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CUADRO 10. PRUEBA DE TUKEY PARA ESTUDIO COMPARATIVO DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare
L. (OREGANO) FRENTE A Trichophyton rubrum ATCC 28188.

Concentracion del aceite (%) N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5

50 3 6,0000

25 3 6,0000

12,5 3 6,0000

Dimetilsulfoxido 3 6,0000

70 3 9,7533

75 3 10,0200

80 3 10,2700

85 3 11,8067

90 3 12,1300

95 3 13,5367

100 3 13,6500

Terbinafina 3 20,8467
ﬂ. 1,000 0,172 0,764 1,000 1,000

Fuente: Datos estadisticos

Leyenda:

Sig: Significancia

RESULTADOS E INTERPRETACION

En el cuadro 10 se puede observar la prueba de significacién de Tukey al 95%
de confiabilidad se puede apreciar que se obtuvieron 5 subconjuntos al comparar
las medias de los halos de inhibicion en el quinto subconjunto se observa el valor
maximo de halo de inhibicién, correspondiente de 20.8467 mm de la terbinafina,
seguido del halo de inhibicién de 13.6500 mm del aceite esencial de orégano al

100% en el cuarto subconjunto.
ANALISIS Y DISCUSION

El analisis estadistico ANOVA fue significativo (0.000), en relacién a los datos
obtenidos, indicando que el aceite esencial de Origanum vulgare L. si tuvo efecto
antimicotico, pero que no supera a la terbinafina. Esto se ve corroborado por la

prueba Post ANOVA de Tukey, el cuadro 10 demuestra que son homogéneos,

96




que, a mayor concentracion de aceite esencial aumenta el halo de inhibicion y

que la terbinafina tiene mayor efecto antimicético sobre Trichophyton rubrum.

Se concluye que el aceite esencial de Origanum vulgare L.(orégano), si tiene
efecto antimicético sobre Trichophyton rubrum ATCC 28188, pero menor que la

terbinafina.

Segun el estudio de Villavicencio (2016) (16). Evaluaron el efecto antimicético
efecto antimicético del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano) frente
a cepas de Candida albicans. Se determiné por el método de difusién en agar en
la cual se observé que Candida albicans, a la concentracién de aceite esencial
al 100% formo un halo de inhibicion de (24,864 mm), 50 % (16.713 mm), 25%
(11,432 mm) y 12,5% (8,002 mm) respectivamente, a medida que se incrementa

el porcentaje de aceite esencial aumentan los halos de inhibicion.

Se debe tener en cuenta que las diferencias encontradas en los resultados con
los antecedentes y nuestra investigacion, puede estar condicionado por el medio

ambiente en el que se desarrollé el cultivo de la planta, temperatura, altitud.

Ciertas condiciones mencionadas, determinan en las plantas la concentracion de
minerales, micronutrientes, lo que explicaria la diferencia en los halos de

inhibicion en los diferentes estudios.

4.8 FORMULACIONES DEL ESMALTE DE UNAS ELABORADO A BASE
DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO

CUADRO 11. FORMULACION DEL ESMALTE DE UNAS CON QUITOSANO
AL 1% Y DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACEITE ESENCIAL 70,75
Y 80%.

QUITOSANO AL CONCENTRACION DEL ACEITE ESENCIAL
1% 70% 75% 80%
Quitosano 100 mg 100 mg 100 mg
Acido lactico 100 uL 100 uL 100 uL
Agua destilada 10 mL 10 mL 10 mL
Propilenglicol 125 uL 125 uL 125 uL
Isopropanol 1049 L 1049 uL 1049 uL
Acetato de etilo 44 uL 44 ulL 44 L
Aceite esencial 700 pL 750 pL 800 pL
Dimetilsulfoxido 300 uL 250 uL 200 uL
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ANALISIS Y DISCUSION

Para las siguientes formulaciones se optd por hacer una pelicula con acido
lactico, agua destilada y quitosano al 1 %, la cual se agité durante 12 horas. A la
cual se le afiadid el esmalte conteniendo aceite esencial a diferentes

concentraciones.
Se realiz6 un esmalte base de acuerdo a lo realizado por Mailland (86)

Se evaluaron las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas y en cuanto al

estudio de estabilidad se sometieron a agitacion.

Para la concentracion al 70 %, el esmalte al ser agitado posee una textura y color

homogéneo, no presento separacion de fases, y no se torné lechoso.

Para la concentracion del 75 % el esmalte al ser agitado, se tornd lechoso debido

a la cual se descarto la formulacion.

Para la concentracion al 80% el esmalte al ser agitado, se torné lechoso y hubo

separacion de fases debido a la cual se descarto la formulacion.

Se tomd la formulacion de 70% ya que al ser agitada presenté aspecto
homogéneo, olor caracteristico del aceite esencial, color amarrillo transparente,
consistencia viscosa y textura suave.

CUADRO 12. FORMULACION DEL ESMALTE DE UNAS CON QUITOSANO

AL 2% Y DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACEITE ESENCIAL 70,75
Y 80%.

QUITOSANO AL | CONCENTRACION DEL ACEITE ESENCIAL
2% 70% 75% 80%
Quitosano 100 mg 100 mg 100 mg
Acido lactico 100 uL 100 uL 100 uL
Agua destilada 10 mL 10 mL 10 mL
Propilenglicol 125 uL 125 pL 125 pL
Isopropanol 1049 uL 1049 pL 1049 yL
Acetato de etilo 44 ulL 44 ulL 44 ulL
Aceite esencial 700 pL 750 pL 800 pL
Dimetilsulfoxido 300 uL 250 uL 200 pL
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ANALISIS Y DISCUSION

Para las siguientes formulaciones se optd por hacer una pelicula con acido
lactico, agua destilada y quitosano al 2 % la cual se agit6é durante 12 horas. A la
cual se afadid el esmalte conteniendo aceite esencial a diferentes
concentraciones. Se evaluaron las caracteristicas organolépticas vy

fisicoquimicas y en cuanto al estudio de estabilidad se sometieron a agitacién.

Para la concentracion al 70 %, el esmalte al ser agitado posee una textura y color

homogéneo, no presento separacion de fases, y no se torno lechoso.

Para la concentracion del 75 % el esmalte al ser agitado se torné lechoso debido

a la cual se descarto la formulacion.

Para la concentracion al 80% el esmalte al ser agitado se torné lechoso y hubo

separacion de fases debido a la cual se descarté la formulacion.

El cambio en las caracteristicas organolépticas en las concentraciones de aceite
al 75 y 80 % se debié a la concentracién de aceite esencial utilizado en la
formulacién del esmalte, a la concentracién de 75% primeramente se tornaba
lechoso, a mayor concentracion 85% se tornaba lechoso con separaciéon de

fases.

CUADRO 13. FORMULACION DEL ESMALTE AL 1% Y 2% DE QUITOSANO
CON ACEITE ESENCIAL AL 70%.

De acuerdo a los ensayos de preformulacién se seleccionaron los esmaltes al
1% y 2% de quitosano con aceite esencial al 70%. Debido a que estas dos
formulaciones presentan mejores caracteristicas organolépticas, no se tornan
lechosos al anadir el aceite esencial al esmalte base y tampoco presentan

separacion de fases.
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ESMALTE 1% DE QUITOSANO

FORMULACION AL 70 % DE
ACEITE ESENCIAL

Propilenglicol 125 pyL
Isopropanol 1049 L
Acetato de etilo 44 L
Aceite esencial 700 yL
Agua destilada 10000 uL
Acido lactico 100 pL
Quitosano 100 mg

ESMALTE 2% DE QUITOSANO

FORMULACION AL 70 % DE
ACEITE ESENCIAL

Propilenglicol 125 L
Isopropanol 1049 uL
Acetato de etilo 44 L
Aceite esencial 700 uL
Agua destilada 10000 uL
Acido lactico 100 uL
Quitosano 200 mg

RESULTADOS E INTERPRETACION

Se formularon 2 esmaltes a diferente concentracion de quitosano 1y 2% con

concentracion de aceite esencial al 70%.

De acuerdo a las pruebas de estabilidad se almacend las 2 formulaciones

durante 30 dias a temperatura ambiente, se observé que las formulaciones

conservaban sus propiedades organolépticas.

Se obtuvieron formulaciones con olor a orégano, color amarillo transparente, con

una buena apariencia, no hubo separacion de fases, tampoco se torné lechoso.
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RESULTADOS E INTERPRETACION

De acuerdo a los resultados obtenidos se eligieron las formulaciones de
quitosano al 1 % y 2% con concentracion de 70% de aceite esencial debido a
que estos presentan mejores caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas en

comparacion con el resto de formulaciones.

De acuerdo al cuadro las formulaciones elegidas presentan aspecto homogéneo,

color amarillo transparente, olor caracteristico del aceite esencial.

La evaluacion de las caracteristicas organolépticas se realizé por medio del
analisis sensorial comparando con la muestra patron con los esmaltes

formulados, la cual fue almacenada a temperatura ambiente protegida de la luz

El pH (ligeramente acido 6) obtenido de ambas formulaciones permite la
seguridad de uso al no comprometer la integridad de las ufias. Al mismo tiempo

se encuentran dentro del rango permitido por la USP 25 que es de 5,5 - 7.

Para el estudio de estabilidad se sugiere considerar las condiciones climaticas
donde sera almacenado el producto. En referente a las pruebas de estabilidad
se almaceno las 2 formulaciones a temperatura de 30 °C +- 2°C y humedad de
75% +-5% durante 30 dias se observd que conservaba sus caracteristicas
organolépticas, sin sedimentacion y tampoco separacién de fases. Se realizaron
los estudios de estabilidad del esmalte de ufas, llevadas a cabo segun las

directrices de la International Conference on Harmonisation (ICH). (87)

Concluida la investigacion las 2 formulaciones contindan conservando su

homogeneidad y todas las caracteristicas mencionadas.
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4.9 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DE LA FORMA
COSMETICA ELABORADA

CUADRO 15. LECTURA DE HALOS DE INHIBICION OBTENIDOS DEL

ESMALTE DE UNAS DE ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare L.

(OREGANO) FRENTE A Trichophyton rubrum ATCC 28188.

CONCENTRACION DEL | CONCENTRACION HALOS DE INHIBICION
QUITOSANO DEL ACEITE
ESENCIAL | Il ]} PROMEDIO
QUITOSANO AL 1% 70 % 11.03 [12.02 | 1145 |11.50
QUITOSANO AL 2% 70 % 1230 [12.94 | 1241 |12.55
) ] 15.01 |15.40 |15.17 |15.19
ESMALTE DE ACIDO UNDECILENICO

RESULTADOS E INTERPRETACION

Después de evaluar las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicos se realizé

las lecturas de halos de inhibicidn de las formulaciones

En el cuadro 15, se observa los halos de medicién de las 2 formulaciones del
esmalte, se observa que la medida del halo de inhibicién que corresponde al
patrén esmalte de acido undecilénico es mayor en comparacion a las diferentes
concentraciones del esmalte con aceite esencial de Origanum vulgare L.

(orégano).

Es asi que para el quitosano al 1% se obtuvo un halo promedio de (11.50 mm),
para el quitosano al 2% se obtuvo (12.55 mm), para el patron se obtuvo un halo

promedio de (15.19 mm)

De acuerdo al cuadro se observa que el halo de inhibicién del esmalte al 2 % de
quitosano con una concentracién del aceite al 70 % se encuentra mas proximo

al esmalte de acido undecilenico usado como patron.

Para la formulacién final se eligid el esmalte de quitosano al 2% con aceite
esencial al 70% debido a que tiene mayor formacién de diametro de halos en
comparacion al esmalte 1% de quitosano formulado, también por que presento

mejores caracteristicas organolépticos y fisicoquimicos.
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el cuadro 16 se observan los resultados descriptivos de los halos de inhibicion
de la actividad antimicotica del esmalte aceite esencial de Origanum vulgare L,
a la concentracion de los esmaltes de quitosano al 1% con 70% de aceite
esencial y quitosano al 2% con 70% de aceite esencial presentaron halos de
inhibicion de (11.5000 mm) y (12.550 mm) respectivamente y el esmalte control
de acido undecilenico tuvo un halo de inhibicion de (20.8467 mm), frente a cepas
Trichophyton rubrum ATCC 28188.

ANALISIS Y DISCUSION

Segun el estudio de Alva (2018) (17) evalud el efecto antimicético del aceite
esencial de Origanum vulgare “orégano” sobre Candida albicans ATCC 10231,
comparado con metronidazol, estudio in vitro. Se realizaron cuatro diluciones
(100%, 75%, 50% y 25%), mostrd halos de inhibicién a partir de la dilucion al
75% (11.10 mm), mayor fue el halo de inhibicién a la concentracion del 100%
(14.50 mm), el grupo control de metronidazol, tuvo un halo de inhibicién de (25.90

mm).

Los resultados obtenidos demuestran que el Trichophyton rubrum es sensible a
los dos esmaltes de ufias, sin embargo, existieron diferencias entre los diametros
de los halos inhibicién por lo cual se eligio el esmalte de quitosano al 2% con
70% aceite esencial ya que este tiene mayor halo de inhibicion (12.550 mm) de
diametro.

CUADRO 17. ANALISIS DE VARIANZA ANOVA DEL ESMALTE DE UNAS DE

ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO) FRENTE A
Trichophyton rubrum ATCC 20188.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 21,730 2 10,865 80,996 ,000
Dentro de grupos ,805 6 ,134
Total 22,535 8

Fuente: Datos estadisticos
Leyenda;
GL : grados de libertad
F : Estadistico de prueba
Sig : Significancia
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Sig = 0.05, existe diferencia entre los halos de inhibicién

Sig = 0.05, no existe diferencia entre los halos de inhibicion

En el analisis de varianza (ANOVA), del cuadro 17 se observa que el valor de
significancia es de 0,000, un valor que esta por debajo 0.05 con lo cual se pudo
afirmar que existio una diferencia significativa entre los halos de inhibicién
formados por los esmaltes formulados a diferente concentracion, por lo que se
concluye que el esmalte de aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)

presenta diferente actividad inhibitoria para cada concentracion.

Como el ANOVA dio diferencias significativas para las concentraciones, se

realizé el analisis mediante la prueba de TUKEY.

CUADRO 18. PRUEBA DE TUKEY PARA EL ESTUDIO COMPARATIVO DE
LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ESMALTE DE UNAS DE ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO) FRENTE A Trichophyton
rubrum ATCC 28188.

Concentracién del aceite N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3
Quitosano al 1% con 70 % de aceite 3 11,5000
Quitosano al 2% con 70 % de aceite 3 12,5500
Esmalte de acido undecilénico 3 15,1933
Sig. 1,000 1,000 1,000

Fuente: Datos estadisticos
RESULTADOS E INTERPRETACION

Segun el cuadro 18, se observa tres subconjuntos al comparar las medias de los
halos de inhibicion, en el tercer subconjunto se observa el valor maximo de halo
de inhibicion de 15.1933 mm, correspondiente al patrén esmalte de acido
undecilenico, en el segundo subconjunto se observa el esmalte elaborado con
quitosano al 2% con 70% de aceite esencial con halo de inhibiciéon de 12.5500.
La prueba de TUKEY nos sirve para determinar cdmo se agrupan los
subconjuntos formados por los diferentes esmaltes de ufias conteniendo aceite

esencial.
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De acuerdo a esta comparaciéon se tomé como formulacion final el esmalte de
quitosano al 2 % con 70 % de aceite esencial, el cual presenta mayor halo de
inhibicion.

ANALISIS Y DISCUSION

El analisis estadistico anova fue significativo (0.000), en relacion a los datos
obtenidos, indicando que el esmalte de ufas conteniendo aceite esencial de
Origanum vulgare L. quitosano 1% con 70% de aceite esencial y quitosano 2%
con 70% de aceite esencial si tuvo efecto antimicético, pero que no superan al
esmalte de acido undecilenico. Esto se ve corroborado por la prueba Post
ANOVA de Tukey, el cuadro 18 demuestra que son homogéneos, que, a mayor
concentracion del esmalte de ufias, aumenta el halo de inhibicion y que el acido

undecilenico tiene mayor efecto antimicético sobre Trichophyton rubrum.

Segun el estudio de Ayala y Castillo (2018) (18). evaluaron el efecto
antimicético in vitro de la crema de Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae)
desarrollada sobre cepas de Trichophyton rubrum (Artrodermataceae), demostré
que tiene efecto antimicético similar a la crema de isoconazol al 1% utilizada
como patrén debido a la presencia de halos de imbibicién semejante de (33.15
mm), no existiendo diferencia significativa; lo que permite concluir que es una
potencial alternativa de tratamiento para las micosis de la piel producidas por la

cepa estudiada.

Se debe tener en cuenta que las diferencias encontradas en los resultados de
los antecedentes y los de nuestra investigacion, puede estar condicionado o
influenciado por el medio ambiente en el que se desarrollo el cultivo de la planta,

en relacion a la humedad, temperatura, altitud y componentes de terreno.

Los resultados que se obtuvieron nos brindan nuevas posibilidades de
tratamiento. Se considera el uso del esmalte de uias en base al aceite esencial

de orégano como una alternativa terapéutica a utilizar, como antifungico tépico.
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4.10 EVALUACIONES DEL ESMALTE DE UNAS TERMINADA

CUADRO 19. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ESMALTE DE
UNAS.

CARACTERISTICAS RESULTADOS CONFORME / NO
CONFORME
Olor Aromatico Conforme
Color Amarillo transparente Conforme
Apariencia Viscoso Conforme

RESULTADOS E INTERPRETACION

Posterior a la evaluacién de la actividad antimicética del aceite esencial de
Origanum vulgare L. (orégano) frente Trichophyton rubrum ATCC 28188, se
elabord el esmalte de unas con el aceite esencial, donde las caracteristicas
organolépticas del esmalte elaborado son apariencia viscosa, color amarillo
transparente, olor caracteristico del orégano, apariencia viscosa esta es

aceptables comparados en el esmalte patron.

CUADRO 20. TIEMPO DE SECADO DEL ESMALTE DE UNAS

Concentracion Tiempo de secado Promedio
del esmalte

| Il 1]
1% de 04 minutos, | 04 minutos, | 04 minutos, | 04 minutos, 24
quitosano con | 24 segundos | 25 segundos | 24 segundos | segundos
aceite esencial
al 70%
2% de 04 minutos, | 04 minutos, | 04 minutos, | 04 minutos,

quitosano con
aceite esencial
al 70%

38 segundos

40 segundos

40 segundos

39 segundos

Esmalte
antimicético
Acido
undecilenico

05 minutos
13 segundos

5 minutos,
11 segundos

5 minutos,
13 segundos

5 minutos,
12 segundos
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RESULTADOS E INTERPRETACION

En el cuadro 20 se reportan los datos del tiempo de secado los cuales deben
fluctuar dentro del rango establecido segun la normatividad de la FDA y del
Manual de Cosmeticos de la FDA (FDA Handbook on Cosmetics) que es de 4
minutos hasta 8 minutos, los 2 esmaltes formulados y el esmalte patrén se

encuentran dentro del rango establecido.
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En comparacién con los resultados obtenidos por MARTELL Y RODRIGUEZ
(2015) (19) , que realizaron el tiempo de secado de 24 esmaltes comerciales
Bells negro 7.43” Roder melon 6. 04” Vogue azul 6.32” P&W rojo 5.10” M.M rojo
6.10” Sasha rojo 5.32” Briller rojo 7.15”.,en comparacion con los resultados y con
el esmalte de 2% de quitosano con 70% de aceite esencial 4.39” esta se

encuentra dentro del rango establecido.

Se aplicéd una pelicula sobre la ufia con ayuda de un pincel, el tiempo para formar
la pelicula seca se obtuvo con ayuda de un cronometro, el tiempo de secado fue

satisfactorio estuvo en un rango de 4 — 5 minutos.

En comparacion con el esmalte patron hay una diferencia de milésimas el tiempo

de secado fue de 5 minutos 12 segundos.

CUADRO 21. SUAVIDAD PARA FLUIR DEL ESMALTE DE UNAS.

Concentracién Tiempo de suavidad para fluir Promedio
del esmalte
| ] 1]
1% de quitosano 12 11 12 12 segundos,
con aceite esencial | segundos, segundos, | segundos, 27
al 70% 72" 70" 41"
2% de quitosano 13 14 14 14
con aceite esencial | segundos, segundos, | segundos, segundos,
al 70% 46" 17” 57" 06”
Esmalte 2 segundos, | 2 segundos, | 2 segundos, | 2 segundos, 23”
antimicoético acido 10” 49” 10”
undecilenico
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RESULTADOS E INTERPRETACION

Las 3 muestras se vertieron sobre una placa de vidrio de 1,5 pulgadas, puesto

verticalmente y se tomo el tiempo en que el esmalte recorria las 1,5 pulgadas.

De acuerdo al cuadro el esmalte al 1% de quitosano con aceite esencial al 70%
tuvo un tiempo para fluir de 12 segundos ,27” posteriormente el esmalte al 2%
de quitosano con aceite esencial al 70% tuvo un tiempo de 14 segundos, 06"
hubo una diferencia de 2 segundos esto es debido a que se realiz6 una pelicula
de quitosano que le da mayor viscosidad a la concentracion de quitosano al 2%

con aceite esencial al 70%.

El esmalte antimicotico de acido undecilenico tuvo un tiempo de fluidez de 2
segundos, 23” en comparacion con los 2 esmaltes formulados hay una diferencia
de 13 segundos, esto debido a que el esmalte patrdn tiene una consistencia

mucho mas liquida.

CUADRO 22. DETERMINACION DEL PH DEL ESMALTE DE UNAS.

Valores de pH de los esmaltes formulados

Esmalte a diferente concentracion | pH Rango USP | Conforme
55-7 I No

conforme

1% de quitosano con aceite 6 55-7 Conforme

esencial al 70%

2% de quitosano con aceite 6 55-7 Conforme
esencial al 70%

Esmalte antimicético acido 6 55-7 Conforme
undecilenico

RESULTADOS E INTERPRETACION

De acuerdo al cuadro 22 observamos que el ph de las dos formulaciones son
ligeramente acidos y tienden hacia la neutralidad, estos valores resultan ser
adecuados para la aplicacion por su compatibilidad con el pH de la ufa (5 -5.5),

impidiendo el desarrollo de microorganismos patégenos y que €l esmalte no
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comprometera la integridad de las ufias. Al mismo tiempo se encuentran dentro

del rango permitido por la USP 25 que es de 5,5 - 7. (88)

CUADRO 23. MODELO DE PENETRACION DE UNA

CONCENTRACION CANTIDAD DE HALOS DE INHIBICION
DEL QUITOSANO Y ESMALTE
ACEITE ESENCIAL

I T M PROMEDIO

Quitosano al 1% con 5 UL de esmalte 11.00 [11.74 | 1140 |11.38
aceite al 70%

Quitosano al 2 % con 5 YL de esmalte 11.67 |12.21 |11.85 | 11.95
aceite al 70%
Esmalte de acido 5 uL de esmalte 11.73 11167 |11.51 | 11.63

undecilenico

RESULTADOS E INTERPRETACION

La prueba realizada tuvo la finalidad de observar la penetracion del principio
activo del esmalte, por lo cual se realizé la prueba en ufias humanas las cuales

se cortaron en forma de discos.

Se aplico el esmalte a la superficie del disco de ufia a diferentes concentraciones
y cantidades, luego se colocaron en el superficie de las placas de agar
sembradas con el inoculo de Trichophyton Rubrum a diferentes concentraciones
de quitosano al 1% con una concentracion de aceite esencial al 70% con una
cantidad de 5 pL , quitosano al 2 % con una concentracion de aceite esencial al
70% con una cantidad de 5 yL , donde se pudo observar la formacion de la halos

por ende hubo penetracion de la una
ANALISIS Y DISCUSION

Las placas se incubaron durante 7 dias a 26 °C y los halos de inhibicion fueron

medidos.

Las 3 formulaciones mostraron capacidad de penetracién mediante la uia con
formacion de halos, la formulacion de quitosano al 2 % con aceite esencial de

orégano al 70% con una cantidad de 5 uL mostro mayor capacidad de formacién
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de halo inhibicién 11.95 mm y mayor poder de penetracion con respecto a las

otras dos formulaciones.

En comparacion con el esmalte patron que formo un halo de 11.63 mm, el
esmalte elaborado formo un halo de 11.95 mm lo cual en comparaciéon es casi
similar con lo cual podemos concluir que el esmalte formulado tiene buena

penetracion.
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RESULTADOS E INTERPRETACION

En el cuadro 24. Se observa los resultados descriptivos de los halos de inhibicion
de la actividad antimicética del aceite esencial de Origanum vulgare (orégano),
el esmalte con quitosano al 1% y 70% de aceite esencial presenta un halo de
inhibicion de (11.3800 mm) , el esmalte de quitosano al 2% y 70% de aceite
esencial presenta un halo de inhibicién de (11.9100) y el patréon el esmalte de
acido undecilenico presenta un halo de inhibicion de (11.63 mm) frente a cepas

de Trichophyton rubrum, mediante el modelo de penetracién de ufia.
ANALISIS Y DISCUSION

De acuerdo a los datos obtenidos el esmalte que presenta mayor halo de
inhibicion por ende mayor capacidad de penetracién de ufa es el esmalte de

quitosano al 2% y 70% de aceite esencial,

En comparacion con el producto antimicético para ufias topicas actualmente
comercializado que se us6é como patron esmalte de acido undecilenico, los datos
del esmalte con quitosano al 2% y 70% de aceite esencial indican que este tiene
mejor capacidad de penetracion debido a que este posee en su composicion el
quitosano, que mejora la penetracion ya que este que mejora la liberacion del
principio activo en la ufia , una vez aplicado sobre la ufia, seca rapidamente y

forma una pelicula en la superficie ungueal

En la prueba de modelo de penetracion de ufa se demostré que el esmalte
formulado, puede penetrar la ufia e inhiben el crecimiento de hongos y puede
ser eficaz en el tratamiento tépico de la ufa.

CUADRO 25. ANALISIS DE VARIANZA ANOVA DEL ESMALTE DE UNAS DE
ACEITE ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO) FRENTE A
Trichophyton rubrum ATCC 28188. MODELO DE PENETRACION DE UNA.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1,092 4 ,273 1,243 ,354
Dentro de grupos 2,197 10 ,220
Total 3,290 14

Fuente: Datos estadisticos
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Leyenda;

GL :grados de libertad

F : Estadistico de prueba

Sig : Significancia

Sig < 0.05, existe diferencia entre los halos de inhibicién.

Sig = 0.05, no existe diferencia entre los halos de inhibicion.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el analisis de varianza (ANOVA), del cuadro 25 Se observa que el valor de
significancia es de 0,354, con lo cual se pudo afirmar que no existi6 una
diferencia significativa entre los halos de inhibicion formados por lo que se
concluye que el esmalte de aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) a
diferentes concentraciones no presentan diferencia de actividad inhibitoria,

mediante el modelo de penetracion de uia.

CUADRO 26. PRUEBA DE TUKEY PARA ESTUDIO COMPARATIVO DEL
ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ESMALTE DE UNAS DE ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO) FRENTE A Trichophyton
rubrum ATCC 28188. MODELO DE PENETRACION DE UNA.

concentracion de quitosano y aceite N Subconjunto para alfa = 0.05
1

Quitosano al 1% con 70% de aceite 5 pL de 3 11,3800
esmalte
Quitosano al 2% con 70% de aceite 5 pL de 3 11,9100
esmalte

3 11,6367
Esmalte de acido undecilénico 5 uL de esmalte

,397

Sig

Fuente: Datos estadisticos
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RESULTADOS E INTERPRETACION

En el cuadro 26 se puede apreciar que se obtuvo un solo subconjunto al
comparar las medias de los halos de inhibicién de las formulaciones del esmalte
a diferentes concentraciones y el patron, se observa que para quitosano al 1%
con 70% de aceite 5 yL de esmalte forma un halo de ( 11.3800 mm) y quitosano
al 2% con 70% de aceite 5 pL de esmalte (11,9100 mm) y en comparacién con
el esmalte de acido undecilénico 5 pL estas no presentan diferencias
significativas para el Trichophyton rubrum lo que demuestra que los esmaltes a

diferente concentracion penetran e inhiben el microorganismo..
ANALISIS Y DISCUSION

Segun ( Traynor y Turner 2010) Realizaron el modelo de pezufa bovina, se
realizé discos de pezufias estériles de 0,5 — 1,0 mm de grosor, similares al grosor
de las unas humanas, se colocaron en la superficie de las placas de agar
sembrados con un inoculo de Trichophyton rubrum, estandarizados a una
concentracion de 2-5 x 105 conidios/mL , 300 microlitros de nitrato de miconazol
2% y 8%, luego se aplicaron p/p de formulacion tépica de ciclopirox a la superficie
del disco de pezuna , la placas se incubaron durante 4 dias y las halos de
inhibicién fueron posteriormente medido. Como se esperaba los controles no
tratado no mostraron halos de inhibicién. El nitrato de miconazol 2%mostro
significativamente mayor halo de inhibicién en comparacion que es esmalte de
ciclopirox, (28,0 mm y 26,5 mm) respectivamente. (26) En comparaciéon con
nuestros datos obtenidos del modelo de penetracion estos presentan mayor halo
de inhibicién debido a que miconazol y el ciclopirox son agentes sintéticos para
el tratamiento dermatolégico tépico de micosis, nuestro esmalte esta en base al

aceite esencial de orégano y quitosano que con componentes naturales.

Los resultados estadisticos demostraron que una vez conocida la actividad
antimicotica del esmalte de ufias se establecié que las diferentes formulaciones

utilizados tuvieron casi la misma eficacia para inhibir a la cepa patégena.
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4.10.1 ESTUDIO DE ESTABILIDAD

Se realizaron estudios de estabilidad del esmalte de ufas, las muestras se
almacenaron a una temperatura de 25 °C durante 1 mes, luego se analizaron
tiempo de secado, suavidad para fluir, capacidad de penetracion del esmalte, en
los estudios posteriores al cumplir 1 mes no mostraron variaciones con los
resultados obtenidos.

CUADRO 27. ESTUDIO DE ESTABILIDAD FISICOQUIMICOS Y
ORGANOLEPTICOS

Caracteristicas organolépticos y fisicoquimicos Conforme /No
conforme
Aspecto Homogéneo Conforme
Color Amarillo transparente Conforme
Olor Caracteristico de orégano Conforme
pH 6 Conforme

RESULTADOS E INTERPRETACION

De acuerdo a los resultados obtenidos en el cuadro 27 se evalud el esmalte de
unas de quitosano al 2% con 70% de aceite esencial de orégano, se almaceno
durante 30 dias a temperatura ambiente en un lugar fresco, el esmalte mantiene
todas sus caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas, aspecto homogéneo,
olor caracteristico del aceite esencial, color amarrillo transparente, tiempo de

secado de 4 minutos luego de su aplicacion.
ANALISIS Y DISCUSION

Se realizaron estudios de estabilidad del esmalte de ufias, llevadas a cabo segun
las directrices de la International Conference on Harmonisation (ICH), las
muestras de almacenaron a temperatura de 30 °C +- 2°C y humedad 75% +- 5%
durante 30 dias. (87)

El factor mas importante a considerar es la temperatura a la que se realiza el
ensayo, pues incide directamente en la interpretacion de los resultados. La
humedad es un parametro que se considera en esmaltes por su cantidad de

solventes, donde se pueda ver afectadas sus propiedades de calidad.
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La evaluacién de las caracteristicas organolépticas se realizé por medio de
analisis sensorial, comparado con la muestra patron de esmalte de acido

undecilenico.

Al evaluar el color el esmalte formulado con aceite esencial no mostro cambio, a
temperatura ambiente la formulacion con aceite esencial de Origanum vulgare
(orégano) no presento ningun cambio en su aspecto, color y olor. Tampoco hubo
cambio en el pH (ligeramente acido 6) lo cual permite la seguridad de uso al no
comprometer la integridad de las ufas. A pesar de todo ello se recomienda

guardar el esmalte en un lugar fresco para conservar sus propiedades.

4.10.2 CONTROL MICROBIOLOGICO DEL ESMALTE DE UNAS

CUADRO 28. RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL
ESMALTE DE UNAS

CRITERIOS RECUENTO EN LA LIMITES OBSERVACIONES
DILUCION 10! BIOLOGICOS
PERMISIBLES (LMP)
Criterio imperativo Ausencia de Ausencia de La muestra cumple
salmonella spp salmonella spp. los LMP
Numero de coliformes | Escherichia coli: La muestra cumple
Criterio indicativo de | fecales Ausencia los LMP
higiene Escherichia coli:
ausencia
Recuento de 107*-1075 UFC La muestra cumple
microorganismos los LMP
Criterio de alerta o aerobios mesofilos
limites criticos viables < 1072 UFC
Recuento de hongos y 1072-10"% UFC La muestra cumple
levaduras los LMP
1072 UFC

Fuente: Datos certificados Laboratorio. Servicio de Bacteriologia y Microbiologia del
Hospital Regional del Cusco.

RESULTADOS E INTERPRETACION

En el cuadro 28, muestran los resultados del control microbiolégico del esmalte
formulado, fue evaluado de acuerdo a los criterios imperativos, indicativo de

higiene y limites criticos, en los resultados se aprecia que los analisis
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correspondientes se encuentran dentro de los limites establecidos por la
Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA).

ANALISIS Y DISCUSION

De acuerdo al estudio realizado por El Consejo de Fabricantes de Ufas (Nail
Manufacturers Council, NMC), (2008), se analizaron frascos de esmalte que se
habian aplicado a multiples clientes, junto con frascos de control no utilizados.
Se realizaron pruebas microbiolégicas estandar de todos los frascos con el fin
de determinar si los microbios podian sobrevivir en el esmalte, ya sea que hayan
sido introducidos durante el uso en el saléon o a través de una prueba de
exposicion. Los resultados demuestran que los microbios no sobreviven en el
esmalte y que mueren rapidamente cuando se los introduce en el producto. Los
productos para esmaltado de ufas a base de solventes (por ej., brillo, laca,
esmalte, barniz, base, acabados) no ofrecen condiciones adecuadas para el
crecimiento ni la reproduccién de microbios y, de hecho, son extremadamente

hostiles para la supervivencia de éstos.

El recuento de aerobios en placa y el recuento de levaduras y hongos en placa
reveld la presencia de menos de 10 unidades de formacion de colonias (UFC)
por gramo en todas las muestras. De acuerdo con BioScreen, 10 UFC/gramo es
el limite de deteccion de la prueba, por lo tanto, el término “<10 UFC” equivale a

decir que no se observaron microbios.
Los microorganismos estudiados fueron

» Escherichia coli, Enterobacter cloacae, y Staphylococcus aureus
» Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia cepacia

» Aspergillus niger y Candida albicans. (89)

En conclusion, los esmaltes de ufias a base de solventes no albergan ni
promueven el crecimiento de microorganismos patdégenos y, ademas, los matan
rapidamente. Los resultados correspondientes indican que el esmalte formulado
esta libre de contaminacién por microorganismos, y esta apto su uso para el

tratamiento antimicotico
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CONCLUSIONES

. Se determind la actividad antimicdtica in vitro del aceite esencial de

Origanum vulgare L. (orégano) y del esmalte de ufias, frente a cepas
Trichophyton rubrum ATCC 28188, siendo el esmalte al 2% de quitosano
con 70 % de aceite esencial la cual presento mayor actividad antimicética
en comparacion con las demas formulaciones.

. Se extrajo el aceite esencial del Origanum vulgare L. (orégano) por el
método de arrastre por vapor para realizar el estudio, y se determiné el
porcentaje de rendimiento con un valor de 0.82%.

. Se evalud las caracteristicas organolépticas del aceite esencial, sabor
amargo, olor caracteristico del orégano, color amarillo y textura aceitosa,
y las caracteristicas fisicoquimicas densidad relativa (0.8454 g/ml), indice
de refraccion (1.3872), indice de saponificacion (0.0102), rotacion optica
(-0.542) e indice de acidez (0.8265).

. Se determin6 la composicion quimica del aceite esencial mediante
cromatografia de gases acoplado a espectrofotometro de masas (CG-
SM), informo de la presencia de 33 metabolitos de los cuales los
componentes mayoritarios fueron terpineol, cis-a (18.46%), timol
(12.38%) y acido antranilico, 1,5-dimetil-1-vinil-4-hexenil ester (9.38%) y

carvacrol (0.98%)

. Se determind la actividad antimicdtica in vitro del aceite esencial del

Origanum vulgare por el método de difusidon de discos frente a cepas de
Trichophyton rubrum ATCC 28188, Se comparé la actividad antimicotica
in vitro del aceite esencial a diferentes concentraciones versus el
medicamento patrén terbinafina que tiene un halo de inhibicion de 20.26
mm a diferencia de la concentracion minima de 70% que presenta un
halo de 9.75 mm. Se comprobdé que a medida que se aumenta la
concentracion del aceite de Origanum vulgare L. el crecimiento de
Trichophyton rubrum ATCC 28188, es afectado como se confirma con los

datos obtenidos.

. Se determind la concentracidon minima inhibitoria del aceite esencial de

Origanum vulgare L. (orégano) con un CMI de 70% con un halo de
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inhibicion de 9.75 mm frente a cepas de Trichophyton rubrum ATCC
28188.

. Se disefd y elaboré el esmalte de ufias usando aceite esencial de
Origanum vulgare L. (orégano). Siendo el esmalte de Origanum vulgare
L. a una concentracion de quitosano al 2% con aceite esencial al 70%, el
cual presentd mejores caracteristicas fisicoquimicas y mayor actividad
antimicética frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188, con un halo de
inhibicion de (12.55 mm), mediante el método de difusion en agar.

. Se evaluo las caracteristicas organolépticas del esmalte de quitosano al
2% con aceite esencial al 70%, presento color amarillo transparente, olor
caracteristico del orégano. Caracteristicas fisicoquimicas, pH (6) que se
encuentra dentro de los parametros establecidos por la USP.
Evaluaciones al esmalte terminado, tiempo de secado (4 minutos),
suavidad para fluir (14 segundos), penetracién de unas (11.95 mm) las
cuales se encuentran dentro de los rangos en comparacion con el
esmalte patrén de acido undecilénico y el control microbiolégico no

reporto presencia de microorganismos contaminantes en el esmalte.
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RECOMENDACIONES

A LAS AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
ANTONIO ABAD DEL CUSCO

Incentivar la investigacion y promover el cultivo sustentable y sostenible
de diferentes plantas con propiedades terapéuticas en las comunidades
aprovechando nuestra ubicacion geografica y biodiversidad que tiene

nuestra region.

A LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

Incentivar a los estudiantes a desarrollar proyectos relacionados con la
industria farmacéutica y cosmética.

Incentivar a los estudiantes al desarrollo de proyectos de investigacion en
revistas cientificas, paginas web y apoyarlos para obtener el

financiamiento bridando por la universidad.

A LOS ESTUDIANTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

Realizar la extraccion de aceites esenciales de diversas plantas, para
poder explotar las propiedades terapéuticas que estas poseen.

Realizar proyectos relacionados con la industria cosmética, formulando,
shampoos, bloqueadores, cremas, esmaltes, etc.

Ejecutar nuevos estudios in vivo del esmalte a fin de evaluar su accion
antimicotica en seres vivos.

Ampliar otros estudios para determinar el espectro de actividad
antifungica Origanum vulgare “Orégano”, en otras formas de
concentrados, como aceite esencial o extracto acuoso.

Se recomienda hacer estudio de estabilidad a largo plazo en el esmalte
elaborado, asi se obtendra datos mas reales con relacion a la estabilidad
del producto tomando en cuenta el tiempo de conservacion.

Promover el uso de este producto natural, asi mismo estudiar su cultivo y
desarrollo para evidenciar una mejora su espectro y eficacia de accién en

las investigaciones futuras a realizarse en nuestro pais.
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ANEXOS

ANEXO 1: IDENTIFICACION BOTANICA DE Origanum vulgare L
(OREGANO) HERBARIO VARGAS - UNSAAC

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

APRAETATH FOSTAL = CEUTU D DT ERTTa i = RIUEED W ISETTTUTE DU ARUEDLOGI,
PREL - Cias - Pl rﬁhﬁrgjll LTt Crarua del Adreiraser W 10 = Tebdeas 277160
* FAK TS TR 2 T I i Loy Ay A
* ELCTORADG * LOCAL CENTHAL + COLEGH) “FORTUNATO L HEREERA-
Cliy Tiges N° £17 Prars de A v e il s s N® F33
Telstomn: TEETT1 - 254090 - 28411 Telbfanes 237317 - T < T3 “Eatades Lot - Beiffom: $5T183
HERBARIO VARGAS (CUZ)

CERTIFICADD DE DETERMINACION TAXONOMICA N* 0 12-2018-HVC-FCB-UNSAAC

La directora del Herbario Vargas (CUZ) -Facoliad de Clencina  de ln Universidad
Macional de San Antomo Abad del Cusco (UNSAAC), deja constancia que: ¢l sefior Jaan
Carlos Velizque Carrasco con ofdigo de matricula N* 090280 Bachiller de la Escuela
PMrofesional de Farmacia v Bioquintica_ Faculisd de Ciencing de 1 Salod de 1o Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco, ha presentado a la Direceidn del Herbano
Vargas CUZ wna muestra vegetal berborizada pam su determinacidn taxondmican
{expedienie NOO0255T), para ¢ proyects de lesis intitulado “EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL ESMALTE DE USAS ELABORADO
USANDO EL ACEITE ESENCIAL DE @riganum valgire (orégann) FRENTE A
Trichuploptan rubram ATCC 28188 ™, La que al ser diagnosticada por ¢l M. 5¢. Alfredo
Tupayachi  Hemern, wiilizando  claves  dicotbmicas, consulta con  bibliografio
especializada, ¥ comparaciin con muestras del Herbario, concwerdan con la elasificacidn
del grupo del Sistema Filogenético de las Angiospenmas { Angiosperm Plylogeny Group-
AFG IV, 2016,

=] FAMILIA | ESPECIES
| 1 1
| I |

. Lamiscene Chrigrnan vulgoey |

5¢ be expide ls presente certificaceon a peticion formal de fa intercsaids parn bos fines que
vieran por convesiente.

Cusco, 09 de Julio del 2019
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ANEXO 2. ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL ACEITE ESENCIAL DE
Origanum vulgare (OREGANO)

CERTIFICADO DE SIS

El gue suscriba: Responsable del Laboratoro de Fitequimica de Ia Escuela
Profesional de Ciencias Quimicas de la Universidad Macional de San Amonio
Abab del Cusco, deja Constancia.

Que el Bach, Juan Carlos Velazque Carrasco, de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bloquimica, ha presentado el Laboratoro de Fitoquimica una
muesira de aceite esencial de Organum wvulgare "Oréganc™ para su
caracterizacion @ identificacién de componentes. Diche materal ha sido
caracterizado utilizando el Cromatdgrafo de Gases modeio THERMO CON una
columna capilar HP — 5MS (Paolimetil xiloxano 180918 - 133) (30 m % 0,25 mm
x 0,25 ym) — acoplado a un Espectrofoldmetro de Masas. La identificacion se
basd en la comparacidn de las sefiales del espectro de masas de cada
companente con los datos complicados en la librerla NIST 11 v con base de
datos de libreria MAINLIB.

Se expide la siguiente constancla a solicud de! interesado para los fines que
viera por convenienta.

Cusco, 11 de enero del 2019
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ANEXO 3. ANALISIS FIS!COQUiMICO DEL ACEITE ESENCIAL DE
Origanum vulgare |. (OREGANO)

El que suscribe: responsable del Laboratorio de Bioguimica de |8 Escuels
Profesional de Clencias Quimicas de la Universidad Macional de San Antonio
Abab del Cusco, deja Constancia.

Que el Bach, Juan Carlos Velazque Carrasco, de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioguimica, ha presentado el Laboratorio de Bioguimica una
muestra de aceite esencial de Origanum vulgare L. "Orégano” para su analisis
fisicoquimico donde se determind (densidad, indice de refraccidn, Indica de
saponificacion, indice de acidez, roiacion optica) donde se obiuvieron los
sigulenies resultados.

Propiedades Aceite esencial de Origanum
[ vulgare L.{orégano)
| Densidad [0.8454 g/imL
"indice de refraccion [1.3872
'indice de saponificacion 0.0102
"Indice de acidez 0,8265
Rotacién dptica (0542

Se expide la siguiente constancia a solicitud del interesado para los fines que
viera por conveniente

Cusco, 5 da enaro del 2019

Tomaylla Cruz
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ANEXO 4. CERTIFICADO DE ANALISIS DE Trichophyton rubrum ATCC
28188

Q Mlcroblolog|cs

] E:wi‘linnl.'ﬂ: 20201531
Release Infarmation:

AUTHORIZED SIGNATURE

Catal umn:m'

: Control Tech T
u"‘g‘w m.u.:mm nologist: Tracy A Blenkor
Referanco Mumnber; ATCCR 26188 ™*

Purity: Pure
Passage from Reference: 2

Performance
Macroscopic Features: Medhum:
S S S T gy
HmFlﬂ.l!u. Method:

ia
H’l;l:?[ramd are abu unl. %ﬂ% eroco m in. Lactophenol Blus (1)
uly:hm. MAH:II-TDF Other Features/ Challenges: Results
See attached fD System resuls documen). w wwwmn?

A Il' /
q?'ﬂ.&_mi_ ,'_r-;‘-:,.._.
Amands Kuperus
Cuinlty Cortrol Manages

“Diaclarnet: Tha laai |:d'hldw (%] =
. :ﬁu e preduc Gy s Y meyy & GERACE] st ForDe Th bt e Sagieyed of T

e s e e B e oot i, e s e of the cari, comsbined with tha whar inuibaion period, mry

. Pkt to e encieard product ineert for instrucions irtended wee sl hagass ety iformation.

1o e Fecogeieed ol collacton.

'ﬂl :

WA LA PR
LLER L ]

ATLE Licered
A [ .l

- Tty L e T P R R R

(1), Thoss sty e seeredied 12 ISOMEC 17025 2005

TERTING CERT =550
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ANEXO 6: CALCULOS DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICOS DEL
ACEITE ESENCIAL DE ORIGANUM VULGARE (OREGANO)

Densidad del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)

4274
T smL

D =0,854 g/mL

indice de acidez del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)

A = 4.418 x 56.11
300 mg
IA=0,826 mg

indice de saponificacion del aceite esencial del Origanum vulgare L. (orégano)

5474 0.1x56.11
- 300 mg

IS

IS=10,24

Rotacién éptica del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)

[ Rotacion éptica =-0.542 }

indice de refraccion del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)

[ IR=1.3872 }

137



ANEXO 7. CONTROL MICROBIOLOGICO DEL ESMALTE DE UNAS
ANTIMICOTICO.

HTROL MICR ICO DEL ESM TOS, Fi
DE ACEITE ESENCIAL DE ORIGANUM VULGARE (OREGAND]

Solichante: Br. Jusn Carlos Velazque Carrasco

Para la tesis de investigacién intitulada “Evaluacidn de la actividad antimicotica
del aceite esencial del Origanum vulgare (Orégano) frente a cepas ATCC de
Trichophyton rubrum, ¥ elaboracion de uns forma cosmética™

Muestra: Esmalle de quitosano al 2% con 70% de sceite esencial de Origanum
vilgare

Lugar y fecha: Cusco 7 de febrero del 2018
Indicadores microbloléglcos.

1. Criterio imperativo: Presencia de Salmoneifa spp (Agar 55)
2. Criterto Indicativo de higiene: Nimero de Coliformes lecales- Escherichia calf
(Caldo laciosado verde brillante bilis 29%)
3. Criterio de alerta o limites eriticos
4.1 Recuento de microorganismos Aerobios Mesofilos Viables (Agar Plate Count)
3.2 Recuento de hongos v levaduras {agar sabouraud)

Reporte de resultados de control blolégico esmalte de quitosano al 2% con 70%
de aceite esencial de Origanum vulgare (Orégano)

|ﬁrrEmns REECUENTO ENLA | LIMITES OBSERVACIONES |
DILUCION 107" BIOLOGICOS
| PERMISIBLES (LMP)
P'"i:-rn:-wm imparatvo Ausencia de Ausenci de La musstra cumple
i, salmonella spp nela spp fos LMP
Critorio indicative de Numeto de colformes | Eschenichia coll: La mussira cumple
Higiana fecales Ausencia los LMP
Escherichia coli
BLERNCE |
Recuanio de 10 - 10" UFG L muestra cumple
microorganismos los LMP
Criterio de aleria o aarobios mesolios
limiies criticos visbles < 1077 UFC
Recuento de hongos ¥ 10°¥- 107 UFC L muesira curmple
levaduras los LMP
1073 UEC

El mélodo es el de la IMCSF (Comisitn Intemnacional de Especializaciones
Microbioldgicas para Alimentos) Laboratorio General de calidad de Agua Ministerio de
Salud

Conclusion: La muestra cumple con los crileros do los Limites Microbiologicos
Permisibles

« Cupcm
TLWHE
" w. hegha ¥ W irisiabaght
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ANEXO 8. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ESPECIE

VEGETAL.
Especie vegetal: Origanum vulgare L. (orégano)
Fecha:
CARACTERISTICAS DETALLES
Nombre cientifico Origanum vulgare L.
Nombre comin Orégano
Familia Lamiaceae
Género Origanum
Especie Vulgare
Caracteristica principal
Descripcién general
Lugar de recoleccion
Region Apurimac
Provincia Andahuaylas
Distrito Andahuaylas
Altitud 2.836 ms. n. m.
Temperatura

partes usadas

Raiz () Flores ()
Tallo () Frutos ()
Hojas (X)) Corteza ()
Recolector

Observaciones
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ANEXO 9. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE
Origanum vulgare L. (OREGANO)

PESO DE HOJAS
SECAS

ACEITE EXTRAIDO

% DE RENDIMIENTO DE
ACEITE ESENCIAL

ANEXO 10. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICOS DEL ACEITE
ESENCIAL DE Origanum vulgare L. (OREGANO)

CARACTERISTICAS

RESULTADOS

OLOR

COLOR

SABOR
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ANEXO 11. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE

Origanum vulgare L. (OREGANO)

SOLVENTE

ACEITE ESENCIAL DE OREGANO

Agua destilada

Metanol

Etanol al 40 %

Etanol al 70 %

Etanol al 90 %

Etanol absoluto

Acetona

Acetato de etilo

Cloroformo

Dimetilsulfoxido

Benceno

Hexano

Leyenda:

Totalmente soluble

Parcialmente soluble :

Muy poco soluble

Insoluble

+++

++
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ANEXO 12. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINAR LA
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

CONCENTRACION

DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm)

PROMEDIO

ACEITE ESENCIAL
OREGANO (%)

100

95

90

85

80

75

70

50

25

12.5

TERBINAFINA

DIMETILSULFOXIDO

ANEXO 13. FICHA DE RECOLECCION DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD
FISICOQUIMICOS Y ORGANOLEPTICOS

ORGANOLEPTICOS Y FISICOQUIMICOS

Aspecto

Color

Olor

sabor

pH
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ANEXO 14. ARCHIVO FOTOGRAFICO

Fotografia 1 Fotografia 2

Ubicacion de la especie en estudio,

) Recoleccién de Origanum vulgare L.
Andahuaylas, Apurimac.

—

Fotografia 3 Fotografia 4
Proceso de secado del Origanum Obtencion de hojas secas de
vulgare L. Origanum vulgare L.
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Fotografia 5 Fotografia 6

Extraccidn del aceite esencial de
Origanum vulgare L. mediante el
método de arrastre por vapor

Obtencion del aceite esencial mediante
decantacion

Fotografia 7 Fotografia 8
Cepas ATCC, Trichophyton Activacion de la cepa de Trichophyton
rubrum. rubrum en agar Sabouraud
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Fotografia 9 Fotografia 10

Preparacion del inoculo de acuerdo a Preparacion de las diferentes
la escala 0.5 de McFarland concentraciones del aceite esencial de
Origanum vulgare L.

Fotografia 11 Fotografia 12
Preparacion de los discos a diferentes Preparacion del medio de cultivo Agar
concentraciones del aceite esencial Sabouraud
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Fotografia 13 Fotografia 14
[ Plaqueos con agar Sabouraud ] [ Incubacioén a 26 °C durante 7 1
dias

Fotografia 15 Fotografia 16

Resultados de las concentraciones de
aceite esencial 70%, 75% y 80 %

Resultados de las concentraciones
de aceite esencial 85%, 90% y 95%
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Fotografia 17
Fotografia 18

Resultados de las concentraciones de Observacion y medicion de los halos de
aceite esencial al 100% y el DMSO. inhibicién formados por el aceite esencial
de Origanum vulgare L.

Fotografia 19 Fotografia 20
Insumos para la preparacién de la Preparacion de la pelicula de
pelicula de quitosano quitosano, agitacién durante 12 horas
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Fotografia 21 Fotografia 22

Insumos para la preparacion del Elaboracién del esmalte al 1 % de
esmalte quitosano con diferentes
concentraciones de aceite esencial
70%,75% v 80%

Fotografia 23

Elaboracién del esmalte al 2 % de
quitosano con diferentes
concentraciones de aceite esencial
70%,75% vy 80%
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Pruebas de inhibicion del esmalte formulado

Fotografia 24 Fotografia 25
p
Preparacion de los discos de sensibilidad Formacidn de halos a diferente
concentracion
\

Fotografia 26

Formacidn de halos a diferente
concentracion
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PRUEBAS ORGANOLEPTICAS Y FISICOQUIMICAS DEL ESMALTE

Fotografia 27 Fotografia 28

[ Tiempo de secado ] [ Medicién del pH del esmalte ]

Fotografia 29

[ Suavidad para fluir

——
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MODELO DE PENETRACION DE UNA

Fotografia 30 Fotografia 31
Discos de uiias, a diferente Formacion de halos de inhibicion a
concentraciéon de esmalte diferente concentracion del esmalte

Fotografia 32 Fotografia 33
Formacidn de halos del esmalte Medicién de halos del
patrén esmalte patrén
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ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL ESMALTE

Fotografia 34 Fotografia 35

Agar sangre y chocolate para la
determinacién de staphylococos y
streptococos

4 N
© O

Agar Mac conkey para
determinacion de
enterobacterias

&\

e —

Fotografia 36

Cled (verde) para Escherichia coli
y pseudomona
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