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RESUMEN

Las infecciones fuangicas son comunes en Perd, busca a la guanabana
como alternativa terapéutica, aunque se requiere mas investigacion.

Objetivo: Evaluar el efecto antifungico “in vitro” del extracto hidroalcohdlico
de Annona muricata sobre Trichophyton interdigitale y Aspergillus
brasiliensis, 2022. Metodologia: El extracto hidroalcohélico de Annona
muricata "Guandbana" se obtuvo a través del proceso de maceracion con
alcohol. Empleando las siguientes técnicas: a) Kirby Bauer, se evaluo la
sensibilidad segun el tamafio de los halos de inhibicion, b) La
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se determind mediante diluciones
seriadas o dilucion en medio liquido y ¢) la Concentracion Minima Fungicida
(CMF) del extracto hidroalcohélico mediante difusion en agar. Resultados:
Se demostré que el Trichophyton interdigitale y Aspergillus brasiliensis
presenta sensibilidad al extracto hidroalcohdlico de Annona muricata. La
CMI para Trichophyton interdigitale fue de 31,50 mg/ml y la CMF fue de
45,01 mg/ml. La CMI para Aspergillus brasiliensis fue de 40,50 mg/mly la
CMF fue de 31,50 mg/ml. Conclusién: El extracto hidroalcohdlico de
Annona muricata presenta actividad antifungica frente a Trichophyton

interdigitale y Aspergillus brasiliensis.

Palabras clave: Trichophyton, Micosis, Antifungicos, Tifia, Annona.
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ABSTRACT

Fungal infections are common in Peru, and soursop (Annona muricata) is
being explored as a therapeutic alternative, although further research is
needed.

Objective: To evaluate the in vitro antifungal effect of the hydroalcoholic
extract of Annona muricata on Trichophyton interdigitale and Aspergillus
brasiliensis in 2022. Methodology: The hydroalcoholic extract of Annona
muricata "Guanabana" was obtained through the alcohol maceration
process. Using the following techniques: a) Kirby Bauer, the sensitivity was
evaluated according to the size of the inhibition zones, b) the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) was determined by serial dilutions or dilution
in liquid medium and c) the Minimum Fungicide Concentration (MFC) of the
hydroalcoholic extract by diffusion in agar. Results: It was demonstrated
that Trichophyton interdigitale and Aspergillus brasiliensis exhibit sensitivity
to the hydroalcoholic extract of Annona muricata. The MIC for Trichophyton
interdigitale was 31.50 mg/ml, and the MFC was 45.01 mg/ml. The MIC for
Aspergillus brasiliensis was 40.50 mg/ml, and the MFC was 31.50 mg/ml.
Conclusion: The hydroalcoholic extract of Annona muricata exhibits
antifungal activity against Trichophyton interdigitale and Aspergillus
brasiliensis.

Keywords: Trichophyton, Mycosis, Antifungals, Ringworm, Annona.
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INTRODUCCION

Actualmente, las infecciones micoéticas, especialmente las dermatofitosis,
como la Tifia, se encuentran entre las afecciones cutaneas mas comunes
en el Perd/mundo. En nuestro pais, se han realizado multiples estudios
epidemioldgicos para evaluar su incidencia en la poblacion general. Este
problema se agrava debido a la creciente resistencia, los fallos en los
tratamientos, los posibles efectos adversos y la toxicidad vinculados al
empleo de antifungicos tradicionales. Por lo tanto, es importante descubrir
alternativas terapéuticas novedosas para abordar esta patologia. A pesar
de que la medicina tradicional constituye una opcion relevante, es

necesario validarla en el contexto de la medicina convencional.

En el territorio peruano la Guandbana, identificada cientificamente como
Annona muricata, es una fruta que ha sido ampliamente consumida en Peru
desde tiempos prehispanicos. Esta planta se encuentra en las zonas
occidentales de Peru. Este estudio investiga el conocimiento y utilizacion
tradicional de la Guanabana por parte de la poblacion del norte del pais,
particularmente en la zona de La Libertad, donde ha sido consumida como

alimento desde tiempos antiguos (1).



Se ha estudiado previamente los compuestos activos extraidos de partes
de la planta, como la semillas y hojas, atribuyéndoles propiedades
anticancerigenas en cultivos celulares (in vitro). Sin embargo, el estudio de
las partes frescas de la planta, el consumo del fruto en infusiones o sus
extractos. Esto plantea dudas sobre si las partes frescas de la planta, el
consumo del fruto en infusiones o sus extractos pueden realmente

manifestar los efectos que se les atribuyen (2).

Por esta razén, el objetivo de este estudio es examinar el analisis
fitoquimico y efecto antifungico “in vitro” del extracto hidroalcohdlico de
Annona muricata sobre Trichophyton interdigitale y Aspergillus brasiliensis,

2022.



1.1.

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La micosis es una afeccion en la poblacion a nivel local, nacional e
internacional. A pesar que en el mercado se encuentran disponibles
diversos productos farmacéuticos, muchos de ellos acarrean efectos

secundarios.

En la actualidad existe interés sobre los beneficios potenciales para
el control o prevencion de enfermedades (antitumoral, antibacterial,
antifngica, antimicrobial, leishmanicida, tripanocida, citotdxica)
mediante la adopcion de wuna alimentacion saludable. Los
compuestos fendlicos provenientes de la ingesta de frutas y
vegetales (Uva blanca, uva rosada, ciruelo, manzana, Kkiwi,
maracuyd) estan asociados con beneficios para la salud debido a su

habilidad para secuestrar radicales libres (3).

El Pera alberga una abundancia de especies vegetales, entre las
cuales destaca la planta Guandbana (Annona muricata), sus hojas y

semillas contienen notables propiedades, incluyendo su efectivo



poder antioxidante y antimicrobiano, que son utilizados de manera
tradicional en forma de infusién para aliviar diversas enfermedades
(actividad antiparkinson, antimalarica, relajante del musculo liso,
antitumoral, antifingica, antimicrobial, leishmanicida, tripanocida,

citotoxica) (3).

Mediante diversas investigaciones, se ha logrado demostrar la
existencia de compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides y
taninos, junto con otros compuestos organicos. Estos, en su
mayoria, poseen anillos o cadenas largas de carbono, asi como
radicales OH, y contienen elementos como oxigeno o nitrégeno en
su estructura. La comunidad cientifica muestra un notable interés en
la presencia de estos metabolitos secundarios, presentes en
extractos de hojas, tallos, raices, frutos, cascaras y otras partes de
diversas plantas (4).

Por este motivo este trabajo busca encontrar una alternativa menos

agresiva a esta enfermedad.

En el territorio peruano, la Guanabana (Annona muricata) es un fruto
autdctono que estd siendo reconocido por sus propiedades

antioxidantes. Ademas, todas las partes de esta especie se utilizan



como remedios naturales, abarcando cortezas, hojas, raices y frutos;
sin embargo, la hoja es la que cuenta con mayor cantidad de
principios bioactivos, se le han atribuido propiedades que incluyen el
alivio de los sintomas de la diabetes al actuar como controlador de
los niveles de glucosa en la sangre. Se ha evidenciado su destacada
eficacia en los procesos endocrinos del higado, rifion, tiroides,
pancreas, intestinos, ovarios y prostata. Ademas, se destaca su
capacidad para relajar el musculo liso, incluido el corazén, asi como
sus beneficios en la vesicula, apéndice. También se ha comprobado
gue combate el cancer de pulmoén o de Lewis, cancer de seno y
tumores cerebrales, ademas de tener propiedades hipotensoras,
antiespasmadicas, vasodilatadoras y beneficios en enfermedades

bronquiales (5).

La Annona muricata es reconocida como una planta medicinal que
se presenta como una opcién frecuente en diversos paises para el
tratamiento de canceres como el gastrico y gastrointestinal, entre

otros (5).

Las micotoxinas generadas por hongos pertenecientes a los géneros

Aspergillus 'y Penicillium, tales como las aflatoxinas y las



ocratoxinas, se vinculan con el cancer hepatico y tienen la capacidad
de inducir tumores en el colon, rifion y pulmon. Esto impulsé la
ejecucion de la presente investigacion con el propdsito de explorar
los estudios relacionados con la actividad antimicética de las hojas,
asi como los compuestos responsables de dicha actividad (6).

Aungue se ha documentado evidencia en varias partes del mundo
acerca de la posible aparicion de parkinsonismo atipico asociado al
consumo regular de Guandbana o la infusibn de sus hojas, la
informacion predominante se centra en sus propiedades

beneficiosas contra diversas enfermedades (7).

El propésito de la investigacion expuesta fue reconocer los
compuestos secundarios y analizar el efecto antifingico "in vitro" del
extracto etandlico en concentraciones de 15,75 mg/ml; 18 mg/ml;
20,25 mg/ml; 22,5 mg/m; 24,75 mg/ml y 27 mg/ml de Annona

muricata sobre Trichophyton interdigitale y Aspergillus brasiliensis.



1.2.

FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Problema principal

SEl extracto hidroalcohdlico de Annona muricata tendra efecto

antifangico sobre Trichophyton interdigitale y Aspergillus brasiliensis,

20227

1.2.2. Problemas secundarios

a)

b)

¢,Cudles seran los metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de la especie Annona

muricata (Guanabana), 20227

¢, Cual es la concentracion del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Annona muricata (Guanabana) que presenta efecto

antifangico frente a cepas de Trichophyton interdigitale, 20227

¢ Cual es la concentracion del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Annona muricata (Guanabana) que presenta efecto
antifangico frente a cepas de sobre Aspergillus brasiliensis,
20227



1.3JUSTIFICACION

Este estudio tiene como objetivo descubrir la accidon antifungica de las
hojas de Annona muricata (Guandbana), abordando la falta de
informacion existente y ofreciendo una nueva opcidén terapéutica.
Ademas, busca respaldar las creencias medicinales ancestrales en la

comunidad al demostrar la actividad fitoterapéutica de la guanabana.

Uno de los motivos que promueve la investigacibn en este ambito,
especialmente en el contexto de los antifingicos, es la aparicion de
mecanismos de resistencia presentes en ciertas especies. Esto se
debe, al menos en parte, a que la mayoria de los farmacos antifiingicos
poseen propiedades que inhiben el crecimiento de los hongos, lo que
abre la puerta a la aparicion de cepas resistentes debido a la
administracion prolongada de estos tratamientos. Por consiguiente,
dado el incremento de las infecciones por hongos, se busca
constantemente alternativas terapéuticas efectivas en el reino de las

plantas medicinales.

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo descubrir el impacto
antifangico "in vitro" del extracto hidroalcohdlico de Annona muricata en
Trichophyton interdigitale y Aspergillus brasiliensis a diversas

concentraciones.



1.4.

OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo general
Evaluar el efecto antifingico “in vitro” del extracto hidroalcohdlico de
Annona muricata sobre Trichophyton interdigitale y Aspergillus

brasiliensis, 2022.

1.4.2. Objetivos especificos
a) ldentificar los metabolitos secundarios presentes en el
analisis fitoquimico y efecto antifungico “in vitro” del extracto
hidroalcohdlico de Annona muricata sobre Trichophyton

interdigitale y Aspergillus brasiliensis, 2022.

b) Determinar el efecto antimicético de la concentracion del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Annona muricata
(Guanabana) sobre Trichophyton interdigitale, 2022.

c) Determinar el efecto antimicético de la concentracion del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Annona muricata

(Guanabana) sobre Aspergillus brasiliensis, 2022.



1.5.

1.6.

HIPOTESIS

Hipotesis general

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Annona muricata
(Guandbana) presenta efecto antifingico sobre Trichophyton
interdigitale y Aspergillus brasiliensis.

Hipotesis especificas

a) El extracto hidroalcohdlico de las hojas de la especie Annona
muricata (Guanabana), tiene metabolitos secundarios que son

los responsables de la actividad antifingica.

b) La concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Annona muricata (Guanabana), tiene efecto antifingico frente a

cepas de Trichophyton interdigitale, 2022.

c) La concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Annona muricata (Guanabana), tiene efecto antifingico frente a

cepas de sobre Aspergillus brasiliensis, 2022.

DETERMINACION DE VARIABLES

1.6.1. Variable independiente
Solucién hidroalcohdlica extraida de las hojas de Annona muricata

(Guanabana).
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Indicadores
Niveles de concentracion.
e 15,75 mg/ml.
e 18 mg/ml.
e 20,25 mg/ml.
e 22,5 mg/ml.
e 24,75 mg/ml.
e 27 mg/ml.
1.6.2. Variable dependiente
Efecto antifiingico.
Indicadores:
Escala de interpretacion propuesta por Duraffourd y Lapraz en

1983 para el diametro en milimetros (mm) del area de inhibicion.

. (-) Ausencia de sensibilidad: diametro (< 8 mm).
. (+) Sensible con moderacion: diametro (9 - 14 mm).
. (++) Altamente sensible: diametro (15 - 19 mm).
. (+++) Muy altamente sensible: diametro (> 20 mm).
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Concentracion minima inhibitoria (CMI)
e Leve efecto antimicatico: CMI de 500 a 1000 pg/ml.
e Moderado efecto antimicético: CMI de 100 a < 500 pg/ml.

e Significativo efecto antimicético: CMI < 100 pg/ml.
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1.7. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES TIPO DE ESCALA
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
Variable Dependiente | Se trata de la habilidad de | Lo logramos al evaluar las | Inhibicién del | Dimension del &reade | Cuantitativo Ordinal
Efecto antifangico | una sustancia para frenar el | dimensiones de las zonas de | desarrollo. inhibicion. continuo
frente a desarrollo en un cultivo | inhibicion.
cepas de Trichophyton | particular.
interdigitale y
Aspergillus brasiliensis
Variable Es la técnica practica para | Se utilizara alcohol de 70° y | Diluciones del | Concentraciones Cuantitativo Ordinal
Independiente concentrar y extraer los | hojas secas molidas para | extracto especificas de | continuo
Solucion principios activos que los | realizar una maceraciony asi | hidroalcohdlico 15,75mg/ml; 18mg/ml;
hidroalcohdlica extraida | vegetales sintetizan. Con lo | extraer las propiedades del 20,25mg/ml;
de las hojas de Annona | cual se obtienen sustancias | vegetal a estudio. 22,5mg/ml;
muricata (Guandbana). | que ejercen algun tipo de 24, 75mg/ml y
actividad en nuestro 27mg/ml.

organismo.
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2.1.

CAPITULO Il

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1 Antecedentes internacionales

En Irak; Zainab M. Alzubaidy , et al,(8), realizaron el estudio
“Impacto de los extractos alcohélicos y acuosos de Annona
muricata en el crecimiento de aislados de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli” (2022), para ello utilizaron el ensayo
por el método de Kirby-Bauer y el efecto inhibidor del extracto
alcoholico fue més evidente debido a la solubilidad de muchos

compuestos activos en el alcohol.

En Espafa; Paola Natalia Alvarado Mayor, et al,(9), realizaron
el estudio “Efecto citotoxico del extracto hidroalcohdlico de la
Annona muricata frente a la linea celular humana de

adenocarcinoma gastrico ” (2022), el analisis fitoquimico

mostré la presencia de carbohidratos reductores, alcaloides,



fenoles, taninos, triterpenos, esteroides, saponinas,

flavonoides, proteinas, glucosidos cardiacos y antocianinas.

En Africa; Isabelle A Appoline, et al, (10), realizaron el estudio
“Un analisis comparativo de los metabolitos secundarios, el
contenido de polifenoles y el potencial antioxidante de los
extractos etandlico, hidroetandlico y acuoso de las hojas de
Annona muricata”, (2021), este estudio tuvo como objetivo
comparar la composicion fitoquimica y la actividad
antioxidante entre extractos etandlicos y acuosos. Se
utilizaron pruebas fitoquimicas cualitativas y cuantitativas
para detectar la presencia de metabolitos. El examen
fitoquimico mostr6 la presencia de flavonoides, taninos,
alcaloides, antocianinas, leucoantocianinas, triterpenoides,

esteroides, mucilagos, compuestos reductores y cumarinas.

En India; Hosakatte Niranjana Murthy, et al,(11), realizaron el
estudio “Compuestos Bioactivos del Fruto de Guanabana (
Annona muricata L.)”, (2020), se centra en la calidad
nutricional, los usos tradicionales, los metabolitos de A.

muricata y su relacion con las actividades biologicas.
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En Colombia; Duefias Cely, et al,(12) , realizaron el estudio
“Estudio Fitoquimico Y Evaluacion De La Actividad Citotoxica
De Un Extracto De Hojas De Annona muricata (Guanabana)
Frente A Las Lineas Celulares MCF-7, 4T1, B16 y 3T3”,
(2019), en el extracto etandlico obtenido de hojas de A.
muricata se observé que poseen un mayor contenido de
metabolitos secundarios como flavonoides, taninos vy
alcaloides, por lo cual sugiere que estos compuestos puedan

estar relacionados con la actividad farmacolégica encontrada.

En Nigeria; Olugyuiro JAO , et al, (13), realizaron el estudio
“Actividades antimicrobianas y propiedades fitoquimicas de la
hoja de Annona muricata” (2017), El estudio investigd las
propiedades de los constituyentes y las actividades
antibactericida y antimicoéticas de los extractos de la hoja de
A. muricata. Los hallazgos del analisis fitoquimico revelaron
la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides, taninos,

alcaloides, saponinas y glucdésidos cardiacos en los extractos.

En Cuba; Garcia YH, et al, (14), realizaron el estudio

“Optimizacién de variables para extraccion de flavonoides a
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partir de hojas de Annona muricata L.” (2016), se realiz6 una
seleccidon de las mejores condiciones para la obtencion de un
extracto de hojas de Guanabana que contienen flavonoides,
en las que se obtuvo un rendimiento de extraccién del 87%

logrado en el proceso de extraccion.

2.1.2 Antecedentes nacionales
En Huancayo; Urbano Palomino, Silveria, et al,(15), realizaron
el estudio “EVALUACION DE LA EFICACIA ANTIMICOTICA
DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE
Annona muricata L. (GUANABANA) FRENTE A Candida
albicans ATCC 10231” (2022), se realizaron ensayos de
solubilidad, identificacion de metabolitos secundarios y la
actividad antimicotica del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Annona muricata L. “Guanabana” a concentraciones del 25
%, 50 %, 75 % y 100 % frente a Candida albicans ATCC
10231. Finalmente, no se evidencié actividad antimicética,
reportandose halos de inhibicién de 6 mm de igual medida al

control negativo de agua destilada.
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En Huancayo; Guevara Caballero, Aynita, et al,(16) |,
realizaron el estudio “Actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de las hojas de Annona muricata
(Guandbana) sobre Staphylococcus aureus ” (2021). La
metodologia de la investigacién requiere una muestra de
estudio a las hojas de Annona muricata, donde se macero por
10 dias. Se uso0 la técnica por difusion en pozos donde se

inocul6 los extractos etandlicos al 50%, 75% y 100%.

En Trujillo; Barreto Gavelan, Mary Lina, (17), realizaron el
estudio “Efecto antifungico in vitro del extracto etandlico de las
hojas de Annona Muricata sobre Candida albicans ATCC
10231” (2019), El presente estudio tuvo como objetivo
determinar el efecto antifingico in vitro del extracto etanodlico
de Annona muricata al 5%, 10% y 15 % sobre Candida
albicans. Conclusiones: El extracto etandlico de hoja de
Annona muricata presentd efecto antifUngico en las tres

concentraciones frente a Candida albicans ATCC 10231.

En Lima; Cayra Ramos, et al, (18), realizaron el estudio

“Optimizacién de los parametros de secado de hojas de
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Guanabana (Annona muricata L.) Sobre el contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante” (2019). Donde se busco
evaluar la influencia de secado por aire caliente en el
contenido de humedad y compuestos fendlicos de la hoja de

Guanébana (Annona muricata L.).

En Lima; Anselmo Ramos, Roxana, (19), realizaron el estudio
“Actividad antimicotica del extracto etandlico de las hojas de
Lomanthus truxillensis cabrera en cepas de Candida albicans
ATCC 10231 y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, in vitro”
(2018), el proposito principal de esta investigacion fue evaluar
la actividad antimicoética del extracto etandlico obtenido de las
hojas de Lomanthus truxillensis cabrera, con el objetivo de
verificar su capacidad inhibitoria sobre cepas de Candida

albicans y Aspergillus brasiliensis.

En Huancayo; Huaman Torre, Evelin Yesica, et al, (20),
realizaron el estudio “Andlisis de la actividad antimicrobiana
de el extracto etandlico de Annona muricata frente a
microorganismos  patdégenos”  (2017), la  presente

investigaciébn tuvo como objetivo determinar la actividad
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antimicrobiana de la Annona muricata, frente a
microorganismos patdégenos. Aplicd un disefio descriptivo
comparativo en la que se realizaron procedimientos de
inoculacion en medios solidos y preparacion del extracto

etandlico con hojas pulverizadas.

En Lima; Mamani Larico, Glenda Elena,(21), realizo el estudio
“EVALUACION DEL EFECTO ANTIFUNGICO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Annona muricata
(Guanéabana) POR EL METODO DE DIFUSION EN PLACA
SOBRE CEPAS DE Candida albicans ATCC 10231” (2015),
el presente estudio busco determinar la actividad antifungica
del extracto hidroalcohdlico de las hojas Annona muricata
“‘Guanabana” sobre cepas de Candida albicans ATCC 10231.
Se estudié la actividad antifungica utilizando el método de
difusion en placa, sobre cepas de Candida albicans. Se
concluyo que el extracto de las hojas de Annona muricata
“‘Guanabana” presenta actividad antimicética frente a Candida

albicans ATCC 10231.
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En Ayacucho; Jaime Gamboa, Yuri Irwin, (22), realizo el
estudio “Actividad antimicotica del aceite esencial de Citrus
aurantium L."naranja" frente a la cepa de Trichophyton
mentagrophytes” (2015), la investigacion tuvo como objetivo
evaluar la actividad antimicética in vitro del aceite esencial de
Citrus aurantium L. "naranja" frente a la cepa de Trichophyton
mentagrophytes. Los halos de inhibicibn se muestran en
todas las concentraciones en promedios de 14,60 mm, 21,00
mm, 27,30 mm, 37,83 mm, 52,60 mm, para las
concentraciones de 1%, 5%, 10%, 20%, 30%
respectivamente, e inhibicién total en la superficie del medio
para la concentraciéon del 50%. La CMI y CMF del aceite
esencial fue 0,586 mg/ml y 1,172mg/ml, respectivamente. El
aceite esencial de Citrus aurantium L. "naranja" presenta un
efecto antimicético y fungicida frente a la cepa de

Trichophyton mentagrophytes.

En Lima; Ruiz Quiroz, Julio Reynaldo, et al, (23), realizo el
estudio “Determinacion de la actividad antifingica contra
Candida albicans y Aspergillus niger de 10 plantas

medicinales de 3 departamentos del Perd”, (2005), los
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2.2.

microorganismos de prueba utilizados fueron las levaduras
Candida albicans ATCC 10231 y Candida albicans cepa
clinica, asi como, el hongo filamentoso Aspergillus niger
ATCC 16404. Ningun extracto mostro actividad consistente
frente a la cepa clinica de Candida albicans y Aspergillus niger

ATCC 16404.

BASES TEORICAS

Guanabana (Annona muricata)

Posicionamiento taxondmico segun el Sistema de Stevens, 2017:

Clase: Magnoliopsida.

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Magnolianae Takht.
Orden: Poales Small.

Familia: Annonaceae Juss.

Subfamilia: Annonoideae Raf.

Género: Annona L.

Especie: Annona Muricata L.

La familia Annonaceae estd compuesta por alrededor de 128-129

géneros y aproximadamente 2220 especies que se encuentran en

regiones tropicales o célidas. En el territorio peruano, se han
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documentado 23 géneros y 193 especies pertenecientes a la familia

Annonaceae, siendo notables 41 especies endémicas (24).

Pequefios arboles de 3-4 (-5) metros de altura, con ramificacion
extensa. Los tallos viejos son gruesos, de color marron claro,
compactos, sin pelos, sin lenticelas visibles y arrugados; los tallos
jovenes son redondos, de color verde, compactos, con pubescencia
y los tallos jévenes de estos arboles, que pertenecen a la familia
Annonaceae, estan envueltos por una densa capa de pelos simples,
transparentes y no glandulares, sin lenticelas, y son flexibles. Las
hojas, dispuestas de manera alterna, presentan un peciolo
ligeramente enrollado con una hendidura en la parte superior, de
color marrén intenso y pubescencia, rodeado por una capa de pelos
simples, transparentes y no glandulares. La lamina de la hoja,
ovalada y de textura carnosa ligeramente coridcea, exhibe un color
verde intenso en la superficie superior con nervaduras principales y
secundarias de tono cremoso, mientras que en la superficie inferior
es de un verde claro a veces blanquecino, opaca en ambas caras.
La parte superior esta casi desprovista de pelos, rodeada solo por
algunos pelos simples, transparentes y no glandulares, mientras que

la parte inferior es pubescente y esta rodeada por una densa capa
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de pelos similares. Las hojas tienen un extremo agudo, una base

redondeada y bordes enteros y ligeramente ondulados (24).

Propiedades farmacolégicas de las hojas de Annona muricata
Comprobaron que las hojas de Annona Muricata poseen
propiedades antiinflamatorias, antidiabéticas, antiulcerosas vy
anticancerigenas, actuando contra diversos tipos de tumores (25).
Las especies reactivas carcindégenas que provocan la formacion de
tumores afectan el funcionamiento de células normales al modificar
la bicapa lipidica de la membrana, alterar proteinas quinasas y
desregular factores de transcripcion.

Los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos trabajan en conjunto
para proteger contra los efectos del dafio. El desequilibrio entre estos
compuestos puede resultar en estrés oxidativo, lo que esta vinculado
a afecciones serias, como el cancer (25).

El papel fundamental de las hojas de Annona muricata radica en su
capacidad antioxidante para disminuir el nivel de lactoperoxidasa
(LPO), una sustancia con capacidad mutagénica que activa un

proceso regulador, como la apoptosis.
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Estudios cientificos realizados tanto "in vitro" como "in vivo" han
desvelado como el extracto de acetato de etilo de las hojas de
Guanabana actua contra las células cancerosas de la piel y los
pulmones. Estas investigaciones sefialan que dicho extracto puede
provocar la apoptosis en las células a través de la via de las
mitocondrias. Se observa una interrupcién del ciclo celular en la fase
G1, lo que se relaciona con su efecto antiproliferativo. No obstante,
las investigaciones sobre Annona muricata y su accion contra el
cancer no se restringen Unicamente a estudios en laboratorio y en
organismos vivos. Un informe de caso que involucra a una mujer de
66 afios con cancer de mama metastasico reveld que el consumo
del agua infusionada con hojas de Guandbana resultd en la

estabilizacion de la enfermedad (25).

Hongos

Los hongos, pertenecientes al reino Fungi y especificamente al
grupo Eumycota, son organismos eucariotas y heterétrofos. Este
grupo diverso incluye levaduras, mohos y productores de setas.
Ubicuos y con una amplia distribucion en el planeta, la mayoria de
los hongos tienen efectos beneficiosos, aunque algunos pueden ser

perjudiciales. Se estima que hay alrededor de 1,5 millones de
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especies de hongos, y hasta el momento se ha documentado la
descripcion de mas de 100 000 de ellas. De este conjunto,
solamente alrededor de 500 especies son responsables de causar
enfermedades en seres humanos. Unas 100 de estas especies
fungicas tienen la capacidad de causar infecciones en individuos
sanos, mientras que el resto afecta a aquellos que estan debilitados
o inmunodeprimidos. Los hongos desempefian un papel esencial en
la descomposicion de la materia organica y el ciclo de nutrientes,
contribuyendo al desarrollo sostenible. Ademas, los hongos
beneficiosos son fundamentales en la generacién de metabolitos
relevantes para la biotecnologia y la medicina, siendo empleados en
la produccién de alimentos y bebidas como pan, queso, yogur,
cerveza y vino. También son clave en la obtenciéon de sustancias
como inmunosupresores (por ejemplo, la ciclosporina) y antibiéticos
(como la penicilina). No obstante, la lucha contra estas infecciones
se ve desafiada por la limitada disponibilidad de medicamentos
antifangicos y la resistencia desarrollada por los hongos causantes

de las infecciones (26).
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Algunos hongos que pueden resultar dafinos para los seres

humanos y las patologias que provocan son:

Hongos que afectan a los
seres humanos

Enfermedad

Epidermophyton

Infecciones fangicas cutaneas:

Aspergillus Flavus, Aspergillus
niger

Epidermophyton floccosum dermatofitosis corporal, tinea
pedis, onicomicosis.

Microsporum Dermatofitosis capilar,

Microsporum canis, | dermatofitosis corporal.

Microsporum gypseum

Trichophyton Infecciones cutaneas: tinea

Trichophyton mentagrophytes, | pedis, tinea barbae,

Trichophyton rubrum dermatofitosis capilar,
dermatofitosis corporal, tinea
inguinal.

Candida Infecciones por Candida,

Candida albicans candidemia.

Cryptococcus Criptococosis

Cryptococcus neoformans

Paracoccidioides Paracoccidioidomicosis

Paracoccidioides brasiliensis

Aspergillus Aspergilosis pulmonar,

Aspergillus fumigatus, | diseminada.

Histoplasma
Histoplasma capsulatum

Histoplasmosis.

Micosis
Las micosis son infecciones causadas por hongos, y se dividen en
superficiales y profundas para facilitar su estudio segun su ubicacion.

Entre las superficiales se incluyen las superficiales propiamente
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dichas (como la pitiriasis), las cutaneas superficiales (como las
dermatofitosis) y las mucosas superficiales (como la candidiasis). En
cuanto a las micosis profundas, se clasifican en subcutaneas y
sistémicas (26).

Caracteristicas distintivas de las infecciones fungicas mas

destacadas.
Micosis Clase de Organo Géneros
(ubicacion) agente comunmente
patégeno encontrados
Superficial Primaria Piel y pelo Malassezia
Superficial Primaria Piel y ufas Thichophyton
(cutanea) Epidermophyton
Microsporum
Superficial Oportunista Zonas Candida
(mucosa) corporales Aspergillus,
incluyendo la | fusarium
vagina, boca,
tractos
digestivo y
urinario, asi
como los ojos.
Profunda Primaria Tejidos Coccioides
(sistémica) (Endémica) cutaneos y | Histoplasma
subcutaneos, Blastomyces
sistema Paracoccidioides
linfatico
cutaneo,
organos
circundantes.
Oportunista Cualquier Candida
organo Aspergillus
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2.3. DEFINICION DE TERMINOS

Cepa: Se destaca por ser una caracteristica propia de un organismo
especifico que conserva sus propiedades bioquimicas y
macroscopicas uniformes y distintivas.

Candida albicans: Se trata de un hongo que normalmente forma
parte inofensiva de la flora mucosa. No obstante, con frecuencia,
genera enfermedades en las mucosas con una significativa
incidencia de morbilidad, y en individuos susceptibles, puede
ocasionar infecciones del torrente sanguineo que pueden llegar a
ser potencialmente mortales (27).

Trichophyton interdigitale: Es una linea clonal dentro de la especie
sexual T. mentagrophytes. Causa onicomicosis y tinea pedis en
humanos y nunca se ha aislado de animales (28).

Aspergillus brasiliensis: Es un hongo y constituye una de las
especies mas frecuentes del género Aspergillus. Es ubicuo en el
suelo, un contaminante comun de los alimentos, y también se
reporta regularmente en ambientes interiores como plantas
industriales (29).

Annona muricata: La Guanabana (Annona muricata) es miembro
de la familia de plantas Annonaceae. Se utiliza ampliamente en la

medicina tradicional para tratar diversas enfermedades y dolencias.
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Este arbol tropical, que mantiene su verdor y florece, puede alcanzar
hasta 8 metros de altura y produce frutos comestibles. Se encuentra
en numerosas regiones de climas tropicales y subtropicales en todo
el mundo, abarcando partes de América, Asia y Africa. Se le
atribuyen propiedades medicinales para tratar afecciones como la
inflamacion, reumatismo, diabetes, hipertension e infestaciones
parasitarias (30).

Taxonomia: Es una disciplina de la biologia dedicada a denominar,
describir y categorizar a los organismos vivos (31).

Principios activos: Son compuestos quimicamente puros que
determinan las acciones y efectos farmacologicos de una droga, v,
por ende, su utilidad terapéutica.

Extraccion: La técnica que implica la separacion de una sustancia,
la cual es soluble en dos disolventes que no se mezclan entre si, se
realiza a través de una interfaz donde ambos disolventes muestran
diferentes grados de solubilidad.

Maceracion: Se trata de la técnica de extraccion mas elemental,
donde se protege la combinacion de sustancia y solvente de la luz
para evitar posibles reacciones, siendo necesario agitar de manera

continua.
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“in vitro”: Es un método que implica llevar a cabo un experimento,
ya sea en un tubo de ensayo o en un entorno controlado, como un
laboratorio.

Escala McFarland: Se trata de un método para medir la turbidez,
especialmente Gt en el seguimiento del crecimiento de
microorganismos, sirviendo como indicador de la concentracion
celular (32).

Halos de inhibicion: Es el &rea en una placa de agar inoculada con

gérmenes donde no se observa crecimiento bacteriano (33).
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3.1.

CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

TIPO, DISENO Y NIVEL DE LA INVESTIGACION

3.1.1. Tipo de investigacién

Se empleara un disefio observacional, descriptivo,

prospectivo y transversal.

3.1.2. Disefio de investigacion

El disefio de esta investigacion sera de naturaleza no
experimental y se llevard a cabo en un entorno “in vitro”. En
este enfoque, se examinard un fendémeno especifico al
introducir factores que pueden influir en las variables que
estan siendo estudiadas. Estas variables se mediran en
momentos predefinidos.

Los grupos experimentales se compondran de cepas de
Trichophyton interdigitale y Aspergillus brasiliensis a dichas
muestras se les aplicardn concentraciones variadas de
extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Annona muricata,
también reconocida como "Guanabana“, como parte del

estudio.



3.2.

3.1.3. Nivel de la investigacion

Nivel explicativo

POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacion Vegetal

Estaba compuesta por la especie vegetal Annona muricata,
conocida como Guanabana.

3.2.2. Muestra Vegetal

Hojas de la planta Annona muricata, cominmente conocida como
Guanabana.

3.2.3. Poblacién Microbiol6gica

La poblacion estaba conformada por las cepas de Trichophyton

interdigitale y Aspergillus brasiliensis.

3.2.4. Muestra Microbioldgica

Se utilizaron dos cepas de hongos en su estado de latencia.

3.2.5. Materiales y/o Instrumentos
3.2.5.1. Material de Vidrio

e Matraz Erlenmeyer 250ml, 1000ml.
e Probetas 250ml.
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Tubos de ensayo 13 x 100mm y 40 de 15 x 125mm.
Baguetas.

Vasos precipitados 100ml y 200ml.

Placas Petri 10 x 2100mm.

Tubo de ensayo con cierre de rosca de 15 x 125mm.

3.2.5.2. Instrumentos

Regla Vernier.

Asa de Drigalsky.
Gradillas.

Piseta con agua destilada.
Micropipetas.

Molino mecanico.
Espatulas.

Mechero de ron.

3.2.5.3. Equipos de Laboratorio

Balanza analitica (Marca: Kern).
Cocina eléctrica (Marca: Lizeth).
Autoclave (Chamberlain).
Estufa (Marca: Memmert).

Conservadora (Marca: Biobase).
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Agitador vortex (Marca: VWR).

Incubadora.

3.2.5.4. Medios de Cultivo

Agar Muller Hinton (Marca: Liofilchem).
Agar Nutritivo BHI (Marca: Liofilchem).

Agar Sabourau (Marca: Liofilchem).

3.2.5.5. Otros

Papel filtro Whatman N°40.

Una caja de guantes quirdrgicos de latex y nitrilo.
Una caja de Mascarillas simples.
Diez mascarillas KN95.

Plumén marcador blanco.
Plumén marcador negro.
Jeringas 5ml.

Algodon.

Dos rollos de pabilo.

Papel aluminio.

10 papel Kraft.

Guardapolvo.

Calculadora.
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e Foésforos
e Detergente.
e Lejia.

e Jabon.

3.2.5.6. Material Microbioldgico
e Trichophyton interdigitale ATCC 9533 (Microbiologics).

e Aspergillus Brasiliensis ATCC 16404 (Microbiologics).

3.2.5.7. Muestra Vegetal
Extracto hidroalcohélico de hojas de Annona muricata al
15,75 mg/ml, 18 mg/ml, 20,25 mg/ml, 22,5 mg/ml, 24,75 mg/mi

y 27 mg/ml de concentracion.
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3.3. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA

RECOLECCION DE INFORMACION

3.3.1.

3.3.2.

Obtencion de muestra de la planta

La muestra vegetal fue recogida en el sector Z del distrito de
la Yarada los Palos, ubicado en el departamento de Tacna,
durante el mes de junio de 2022. Las coordenadas de la
ubicacién son 18°17'08"S y 70°26'20"O. Se recolect6 10 kg
de hojas de Guanébana. Se seleccionaron las hojas mas
frescas y no dafiadas por el sol, parasitos y plagas.

(Anexo 02 - Foto)

Secado

Llevamos a cabo el proceso de secado en una habitacion
hecha de material noble que previamente se limpié y
desinfectd. La habitacion estaba bien ventilada, y para secar
las hojas de manera uniforme, utilizamos bandejas de papel
kraft. Durante todo el proceso de secado, se giraban las hojas
tres veces al dia para garantizar que se secaran de manera
uniforme y para prevenir la acumulacion de humedad.

(Anexo 03 - Foto)
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3.3.3. Obtencion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Annona muricata (Guanabana)

a.

Seleccién y limpieza: Las hojas se limpiaron
mecanicamente con sumo cuidado evitando no
contaminar ni dafar las hojas.

Secado: Las hojas fueron dejadas para secar a
condiciones ambientales durante un periodo de 41 dias en
un area bien ventilada.

(Anexo 03 - Foto)

Seleccionado: Después del secado se procedié a hacer
una segunda seleccidén en cual se escogieron las hojas
secas en mejor estado.

(Anexo 04 - Fotos)

Pulverizaciéon: La muestra pulverizada de las hojas secas
de Annona muricata (Guanabana) se obtuvo mediante la
trituracion con un moledor mecanico.

(Anexo 05 - Fotos)

Almacenamiento: Las hojas trituradas, se depositaron en
un frasco color verde de 5 litros, con alcohol de 70°y luego
se procedié a forrar el frasco con papel aluminio.

(Anexo 06 - Fotos)
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3.3.4. Preparacion del “Extracto hidroalcohdlico de las hojas
secas de Annona muricata (Guanabana)”

La obtencién del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Annona
muricata (Guanabana) se realiz6 a través del método de maceracion.
Se pesaron 449,79 g de hojas pulverizadas, las cuales fueron
maceradas en un frasco ambar de 5 litros durante 48 dias, utilizando
4500 ml de alcohol etilico al 70°. Se agité mecanicamente el frasco
cada 8 horas a lo largo de los 48 dias. Al concluir el periodo de
maceracion, se filtr6 el macerado durante una semana mediante
papel filtro, obteniendo un preparado hidroalcohdlico total de 3596
ml; es importante sefialar que se realiz6 una doble filtracion. El
liquido filtrado se designard como extracto hidroalcohdlico.

(Anexo 07 - Fotos)

Por ultimo, guardamos el extracto hidroalcohdlico en dos recipientes
herméticos y pasaran a la conservadora. Con este extracto obtenido
se extrae una porcion la cual se coloca en una placa petri y es
pasado a la estufa para evaporar el alcohol etilico, se reconstituye
con agua estéril (2 ml) para realizar los analisis microbioldgicos,
marcha fitoquimica y perfil de compuestos fendlicos.

(Anexo 08 - Fotos)
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Tabla1l. Caracteristicas organolépticas

Extracto hidroalcohélico de Hojas de Annona muricata
Aspecto Liquido verde oscuro
Color Verde oscuro
Olor Propio
Sabor Picante

Fuente: Elaboracién propia

3.3.5. Tratamiento de la muestra

e El extracto hidroalcoholico fue utilizado en seis concentraciones
variadas: 15,75 mg/ml; 18 mg/ml; 20,25 mg/ml; 22,5 mg/ml; 24,75
mg/ml y 27 mg/ml. Luego, se procedid a la desecacion del
extracto hidroalcohdlico en una placa Petri en la estufa durante
tres dias. Después de este proceso, se llevo a cabo el raspado
del extracto hidroalcohdlico desecado mediante el uso de un
bisturi.

e Se pesaron 1,8 g de la muestra seca, la cual fue rehidratada con
2 ml de agua estéril en un tubo de ensayo con tapa de rosca. El
tubo de ensayo fue agitado mediante un agitador vortex hasta

alcanzar su total reconstitucion.
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Para hallar las siguientes concentraciones aplicamos los siguientes
célculos

Xmg - >0,99

X mg =900mg

3.3.6. Evaluacién de la actividad del extracto hidroalcohdlico de
la Annona muricata
Para evaluar la capacidad antifungica del extracto hidroalcohdlico
de la Guanabana, se llevaron a cabo tres métodos distintos:
1) La estimulacién de las cepas micoticas.
2) La elaboracién del indculo.
3) Las pruebas de actividad antifingica:
e Método de difusion en agar.
e Evaluaciébn de la concentracion minima inhibitoria
(empleando el método de diluciones seriadas).
e Evaluacidon de la concentracion minima fungicida

(difusion en agar).
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3.3.7. Marcha fitoquimica:

Evaluacion cualitativa de los metabolitos secundarios.

Se realizo la evaluacion cualitativa del extracto obtenido de las hojas

de Guanabana en el laboratorio de cromatografia y espectrometria

de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. Se
utilizaron reactivos especializados para identificar varios
metabolitos, siguiendo los procedimientos descritos por Lock de

Ugaz (1993).

a) Reaccion de Molisch: Se afiaden gotas de la muestra
problema junto con gotas de solucién de S. R. de Molisch "A"
(alfa naftol B% en alcohol), seguido de agitacién y la adicion
de acido sulfurico concentrado a lo largo de las paredes del
tubo. La reaccion se considera positiva cuando se observa la
formacion de un anillo de color violeta en la interfase, lo que
indica la presencia de carbohidratos.

b) Reaccion de Shinoda: Sila porcién del extracto esta disuelta
en etanol, se mezclan gotas de la muestra problema con el
reactivo de Shinoda, que comprende magnesio y gotas de
acido clorhidrico concentrado. La presencia de un color rojo

después de la reaccién indica un resultado positivo para
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d)

f)

chalconas y auronas, mientras que se considera negativo (-)
para catequinas e isoflavonas.

Reaccion de FeCls: Se afadieron gotas de la muestra
problema al reactivo de FeCls. La presencia de un cambio de
color hacia verde-azulado indica un resultado positivo para
compuestos fendlicos.

Reaccion de Lieberman - Burchardat: Se combinaron gotas
de la muestra problema con el reactivo de Lieberman-
Burchard, compuesto por cloroformo, anhidrido acético y
acido sulfarico concentrado. La deteccion de colores verde,
azul, naranja o rojo en la zona sefiala la presencia de
esteroides o triterpenoides.

Reaccion de Borntrager: Se mezclaron gotas de la muestra
problema con el reactivo de Borntrager, compuesto por
hidréxido de sodio al 5%. La observacion de un cambio de
color hacia el rojo indica la presencia de naftoquinonas,
antronas y antranonas.

Reaccion de Mayer: Se combinaron gotas de la muestra
problema con el reactivo de R. Mayer, que incluye

tetrayodomercuriato potasico. La observacion de turbidez o la
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g9)

h)

)

formacion de un precipitado blanco indican un resultado
positivo para la presencia de alcaloides.

Reaccion de Dragendorff: Se mezclaron gotas de la muestra
problema con el reactivo Dragendorff, compuesto por
tetrayodobismutatopotasico en un medio ligeramente &cido.
La deteccion de un precipitado de color naranja o rojo naranja
sefala la presencia de alcaloides.

Reaccion de la espuma: Un gramo de la muestra problema
se mezcld6 con 10 ml de agua destilada y se agitd
enérgicamente durante 1 minuto. La presencia de espuma
con una altura de 0,5 a 1 cm durante 15 minutos indica la
posible presencia de saponinas.

Reaccion de la gelatina: Se mezclé 1 ml del reactivo de
gelatina (1 g de gelatina en 100 ml de agua, 10 g de NacCl)
con la muestra problema. La formacion de un precipitado
denso y blanquecino indica la posible presencia de taninos.
Agua de bromo: 2 ml del reactivo de agua de bromo se
combinaron con la muestra problema, y la formacién de un
precipitado indica la presencia de taninos condensados.

(Anexo 10 - Foto)
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3.3.8. Estudio Microbioldgico
Desarrollo del método
Para analizar la efectividad antifungica del extracto hidroalcohdlico
de Annona muricata, se realizaron tres procedimientos:
a) La activacion de las cepas micaéticas.
b) La preparacion del inoculo.
c) Las pruebas del efecto antifungico.
e Técnica Kirby-Bauer.
e Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(utilizando el método de diluciones seriadas).
e Determinacion de la concentracion minima fungicida

(mediante la difusion en agar).

A. La activacién de las cepas micoticas.

Tabla 2.  Activacion de Trichophyton interdigitale ATCC 9533

Trichophyton interdigitale ATCC 9533
Medio Sabouraud Dextrose Emmons Agar
Temperatura 25°C
Atmoésfera Aerobio
Tiempo de crecimiento 7 a 14 dias
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Tabla 3.

Activacion de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
Medio Sabouraud Dextrose Emmons Agar
Temperatura 25°C
Atmosfera Aerobio
Tiempo de crecimiento 2 a7 dias

Para activar las cepas, se procedi6 a su reconstitucion mediante
la inoculacién en medios de cultivo, permitiendo su crecimiento
completo. Se utilizaron tres placas para cada especie micética,
Trichophyton interdigitale ATCC 9533 y Aspergillus Brasiliensis
ATCC 16404, utilizando Agar Sabouraud y Agar Mueller Hinton.
Estas placas se envolvieron y se incubaron a temperatura
ambiente a 25°C, durante 7 y 14 dias respectivamente. Se
registré desarrollo en las tres placas de Agar Mueller Hinton en
ambas situaciones, las cuales se utilizaran en la creacion del
indculo. (Anexo 09 - Fotos)

Preparaciéon del medio de cultivo Agar Mueller Hinton.

La preparacion del agar Mueller Hinton implica seguir las
instrucciones del fabricante y autoclavar a 121°C durante 15
minutos. Después de la autoclave, se permite que el agar se
enfrie en un bafio Maria a 45-50°C. Cuando alcanza la
temperatura deseada, se vierte en placas Petri estériles para

obtener un fondo uniforme de aproximadamente 4 mm, utilizando
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alrededor de 25-30 ml para placas de 100 mm de diametro. El

agar Mueller Hinton se deja enfriar a temperatura ambiente,

asegurandose de que el pH esté en el rango de 7,2 a 7,4.

Evaluacién de la efectividad del extracto hidroalcohdlico de

Annona muricata.

Se examind la capacidad antifungica del extracto hidroalcohdlico

mediante el método de Kirby-Bauer (difusion en disco).

Elaboracién de los discos para evaluar la sensibilidad.
Los discos de sensibilidad se prepararon colocandolos en un
recipiente con agua destilada para proceder a esterilizarlos y
desnaturalizar el antibiético mediante autoclave (121°C
durante 15 minutos). Después de este proceso, se retirg el
agua del recipiente, y se llevé el recipiente con los discos a
una estufa ajustada a 170°C durante 1 hora, antes de
utilizarlos.

La evaluacion del efecto antifingico del extracto
hidroalcohdlico se llevo a cabo mediante la técnica de difusion
en disco. Por lo cual se impregnaron los discos esterilizados
con una cantidad especifica de extracto hidroalcohdlico. Cada

tratamiento se replico 8 veces.

a7



B. Elaboracion del inéculo antifungico para Trichophyton interdigitale

ATCC 9533 y Aspergillus Brasiliensis ATCC 16404.
Los agentes micGticos empleados en este estudio se cultivaron en
frascos con agar Sabouraud al 2% para su mantenimiento.
Posteriormente, fueron activados en caldo BHI, y se incubaron a 25 °C
durante 7 a 14 dias en el caso de Trichophyton interdigitale ATCC 9533
y de 2 a 7 dias en el caso de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.
Luego utilizando un vortex se homogenizo de nuevo las colonias para
garantizar su dispersién completa en el caldo BHI. A continuacion, se
estandariz6 mediante la comparacion de la turbidez con el tubo 0,5 de
la escala de McFarland, que corresponde a una poblacién micética de
1,5 x 108 UFC/m.

e Elaboracion del in6culo.

Con un asa de Kolle, se seleccionaron varias colonias con aspecto

similar que crecieron en el medio de cultivo, y se transfirieron a un

tubo que contenia 10 ml de caldo Mueller Hinton. Se utilizé el método

de difusion en disco, que se fundamenta en el método de Kirby-

Bauer.
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Introduccion del indculo en las placas.

Se anadié 100 L del in6culo preparado a cada placa y, utilizando
un asa de Drigalsky, se distribuy6 el inéculo de manera uniforme
en toda la superficie de la placa, asegurando un crecimiento
homogéneo. Esto se logra deslizando el asa de manera paralela
y compacta sobre la placa, cubriendo toda su extension. Es
crucial tener cuidado al sembrar las placas para evitar posibles
problemas de lectura.

Colocacién de los discos en las placas inoculadas. (Kirby
Bauer):

Se empled la dilucion del extracto hidroalcohélico, la cual fue
evaporada y luego rehidratada. Posteriormente, se introdujeron
los discos de sensibilidad, previamente esterilizados (cuarenta y
ocho discos blancos), los cuales se impregnaron con 17,5 pl; 20
pli; 22,5 ul; 25 pl; 27,5 pl y 30 yl de extracto hidroalcohdlico
durante 10 minutos para asegurar una mejor absorcion.

(Anexo 14 - Técnica de Kirby - Bauer)

Periodo de incubacion:

Las placas se sometieron a un periodo de incubacion a una
temperatura de 25 °C, extendiéndose por un lapso de 7 a 14 dias

en el caso del Trichophyton interdigitale y de 2 a 7 dias para el
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Aspergillus Brasiliensis, con el proposito de observar la formacion
de halos de inhibicion.
e Andélisis de los resultados
Luego de un periodo de incubacion de 7 a 14 dias para Trichophyton
interdigitale y de 2 a 7 dias para Aspergillus Brasiliensis, se procede
a la evaluacion de las placas. Se busca que los halos de inhibicién
presenten una forma circular uniforme y una capa de crecimiento
fungico homogénea. La medida de los halos de inhibicion se lleva a
cabo en milimetros utilizando un calibrador digital. Los resultados de
estas mediciones, llevadas a cabo en tres repeticiones, se
promedian y se contrastan con los tamafios de los halos de inhibicién
producidos por el control positivo (Nistatina).
3.3.9. Evaluacion de la concentracion mas baja que inhibe el
crecimiento de los hongos
Se llevo a cabo mediante la observacion visual después de 2 a 3
dias de incubacion, considerando el primer tubo que no mostrara

turbidez.
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a)

b)

Preparacién del in6culo micotico de Trichophyton
interdigitale ATCC 9533 y Aspergillus brasiliensis ATCC
16404:

El agente micético empleado en la investigacion fue cultivado en
frascos con agar Sabouraud al 2% para su mantenimiento.
Posteriormente, las cepas fueron activadas y enriquecidas en
caldo BHI (Infusion de cerebro y corazén), donde se
homogenizaron las colonias y se mantuvieron en incubacion a
una temperatura de 25 °C durante un periodo de 2 a 3 dias.
Elaboracion de la solucion madre:

Se sometid el extracto hidroalcohdlico a un proceso de secado
en una placa Petri, utilizando una estufa a una temperatura de
45°C durante tres dias. Tras el periodo especificado, se llevé a
cabo un raspado con un bisturi para obtener el principio activo.
Se pesaron 1,8 g de dicho principio activo, el cual se hidrat6é con
2 ml de agua estéril para su aplicacion en la concentracion

minima inhibitoria (CMI).
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Tabla 4.

c) Elaboracién de la concentracién minima inhibitoria (CMI)
para Trichophyton interdigitale ATCC 9533 y Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404:

o Se dispusieron quince tubos de ensayo con dimensiones
de 15 x 125 mm. destinados al Trichophyton interdigitale
ATCC 9533, a los cuales se les incorporo lo siguiente:

(Tabla N°4)

Preparacion de las cantidades necesarias para llevar a cabo la

concentracion minima inhibitoria.

Trichophyton interdigitale

Tubo V) Vinal (ul) Vol. caldo BHI V total (3000 pl o
(M) 3ml)
1 10 30 2670 3000
2 10,83 32,49 2667,51 3000
3 11,67 35,01 2664,99 3000
4 12,5 37,5 2662,5 3000
5 13,33 39,99 2660,01 3000
6 14.17 42,51 2657,49 3000
7 15 45 2655 3000
8 15,83 47,49 2652,51 3000
9 16,67 50,01 2649,99 3000
10 17,5 52,5 26475 3000
11 18,33 54,99 2645,01 3000
12 19,17 57,51 2642,49 3000
13 20 60 2640 3000
Positivo 2700 3000
Negativo 3000 3000
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LEYENDA

\ Volumen inicial del extracto seco disuelto en
agua estéril

V final Volumen final del extracto seco disuelto en agua
estéril

Vol. caldo BHI Volumen caldo de Brain Heart Infusion

V total Volumen total

ul Microlitro

ml Mililitro

Fuente: Elaboracién propia

e Se dispusieron de 15 tubos de ensayo destinados al Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404, a los cuales se les afiadio lo siguiente:
(Tabla N°5)
Tabla5. Preparacion de las cantidades requeridas para la realizacion de la

concentracion minima inhibitoria (CMI).

Aspergillus brasiliensis
Tubo V(M)  Vfinal (ul) Vol. caldo BHI(pl) V total (3000 pl 0 3ml)

1 7 21,00 2679 3000

2 8,17 24,51 2675,49 3000

3 9,33 27,99 2672,01 3000

4 10,5 31,50 2668,5 3000

5 11,67 35,01 2664,99 3000

6 12,83 38,49 2661,51 3000

7 14 42,00 2658 3000

8 15,17 45,51 2654,49 3000

9 16,33 48,99 2651,01 3000

10 17,5 52,50 2647,5 3000

11 18,67 56,01 2643,99 3000

12 19,83 59,49 2640,51 3000

13 21 63,00 2637 3000
Positivo 2700 3000
Negativo 3000 3000
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LEYENDA

\Y Volumen inicial del extracto seco disuelto en agua estéril
V final Volumen final del extracto seco disuelto en agua estéril
Vol. caldo BHI Volumen de caldo de Brain Heart Infusion

V total Volumen total

ul Microlitro

ml Mililitro

Fuente: Elaboracién propia

e Las concentraciones finales experimentaron variaciones; por
ejemplo, el primer tubo de Trichophyton interdigitale ATCC 9533,

gue inicialmente tenia una concentracién de 9 mg, se incrementé

a 27 mg mediante la siguiente operacion:

e Posteriormente, esta concentracion fue diluida en 3,000 pl,

resultando en una concentracion final de 27 mg para el célculo

9 mg/ml (3) = 27 mg/mi

de la concentraciéon minima inhibitoria.

e Ese proceso

siguiente concentracién del extracto hidroalcohdlico de Annona

se siguid con los tubos restantes obteniéndose la

muricata. (Tabla N°6)

54




Tabla 6.

Elaboracion de la concentracidn minima inhibitoria para Trichophyton

interdigitale ATCC 9533.

Trichophyton interdigitale

Tubo V (ub) Vfinal [1] [F] Vol. 10% de V total (3000 pl
(KD (mg/ml) (mg/ml) caldo hongos o 3ml)
BHI (ul) (300 ul)
1 10 30 9 27,00 2670 300 3000
2 10,83 32,49 9,75 29,24  2667,51 300 3000
3 11,67 35,01 10,50 31,51 2664,99 300 3000
4 12,5 37,5 11,25 33,75 2662,5 300 3000
5 13,33 39,99 12,00 35,99  2660,01 300 3000
6 14,17 42,51 12,75 38,26  2657,49 300 3000
7 15 45 13,50 40,50 2655 300 3000
8 15,83 47,49 14,25 42,74 265251 300 3000
9 16,67 50,01 15,00 45,01  2649,99 300 3000
10 17,5 52,5 15,75 47,25 2647,5 300 3000
11 18,33 54,99 16,50 49,49  2645,01 300 3000
12 19,17 57,51 17,25 51,76 2642,49 300 3000
13 20 60 18,00 54,00 2640 300 3000
Positivo 2700 300 3000
Negativo 3000 3000
LEYENDA
Vv Volumen inicial del extracto seco disuelto en agua
estéril
V final Volumen final del extracto seco disuelto en agua
estéril
Vol. caldo BHI Volumen caldo de Brain Heart Infusion
[1] Concentracion inicial
[F] Concentracion final
mg Miligramo
V total Volumen total
10% de hongos 300 pl de Trichophyton interdigitale
1] Microlitro
ml Mililitro

Fuente: Elaboracién propia
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Las concentraciones finales experimentaron variaciones; por
ejemplo, el primer tubo de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404,
Increment6 su concentracion de 6,3 mg/ml a 18,90 mg/ml
mediante el siguiente calculo.

6,3 mg/ml (3) = 18,90 mg/ml
Esta concentracion se diluy6é en 3,000 ul, dando como resultado
una concentracién final de 18,90 mg/ml para el calculo de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Ese procedimiento se repitié con los tubos restantes, generando

asi las siguientes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de

Annona muricata (Tabla N°7).
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Tabla 7.

Elaboracion de la concentracibn minima inhibitoria para Aspergillus

brasiliensis ATCC 16404.

Aspergillus brasiliensis

Tubo V (M) V final [1] [F Vol. 10% de V total
(KD (mg/ml) 1(mg/ml) caldo hongos (3000 ul o
BHI (ul) (300 ul) 3ml)
1 7 21,00 6,3 18,90 2679 300 3000
2 8,17 24,51 7,35 22,05 2675,49 300 3000
3 9,33 27,99 8,4 25,20 2672,01 300 3000
4 10,5 31,50 9,45 28,35 2668,5 300 3000
5 11,67 35,01 10,5 31,50 2664,99 300 3000
6 12,83 38,49 11,55 34,65 2661,51 300 3000
7 14 42,00 12,6 37,80 2658 300 3000
8 15,17 45,51 13,65 40,95 2654,49 300 3000
9 16,33 48,99 14,7 44,10 2651,01 300 3000
10 17,5 52,50 15,75 47,25 2647,5 300 3000
11 18,67 56,01 16,8 50,40 2643,99 300 3000
12 19,83 59,49 17,85 53,55 2640,51 300 3000
13 21 63,00 18,9 56,70 2637 300 3000
Positivo 2700 300 3000
Negativo 3000 3000
LEYENDA
V Volumen inicial del extracto seco disuelto en agua estéril
V final Volumen final del extracto seco disuelto en agua estéril
Vol. caldo BHI Volumen caldo de Brain Heart Infusion
[1] Concentracion inicial
[F] Concentracion final
mg Miligramo
V total Volumen total
10% de hongos 300 pl de Aspergillus brasiliensis
1] Microlitro
ml Mililitro

Fuente: Elaboracion propia
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d) Incubacion
El Trichophyton interdigitale ATCC 9533 fue incubado durante
7 a 14 dias a 25°C. Se llevaron a cabo comparaciones entre
los distintos tratamientos y los siguientes controles: Control
positivo (2700 ul de caldo BHI + 300 ul de solucion micética)

y Control negativo (3000 ul de caldo BHI).

El Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 fue incubado durante
2 a 7 dias a 25°C. Se llevaron a cabo comparaciones entre
los distintos tratamientos y los siguientes controles: Control
positivo (2700 pl de caldo BHI + 300 pl de solucién fungica) y
Control negativo (3000 ul de caldo BHI).
e) Lectura:

Trichophyton interdigitale ATCC 9533

Después de transcurrir un periodo de 7 a 14 dias, se verifica
la presencia de turbidez en los tubos, indicativa del
crecimiento fungico. El tubo de ensayo sin turbidez se
considera como la concentracion minima inhibitoria (CMI),

equivalente al control negativo.
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Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
Luego de un periodo de 2 a 7 dias, se analiza la turbidez de
los tubos de ensayo como un indicador del crecimiento
micotico. Aquellos tubos que no muestren turbidez indican la
ausencia de desarrollo micético, equiparandose al control
negativo, y se determinan como la concentracibn minima
inhibitoria (CMI).
3.3.10. Evaluacién de la concentraciéon minima fungicida (CMF)
Para el caso del Trichophyton interdigitale ATCC 9533:
Los tubos libres de turbidez (Tubo 07, Tubo 08 y Tubo 09) fueron
seleccionados, y se extrajeron 100 pl de solucién de cada uno para sembrar
mediante diseminacién en placas de agar de Mueller Hinton. Estas placas
fueron incubadas a 25 °C durante 7 dias, y posteriormente se llevo a cabo
el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) para cada

concentracion del extracto hidroalcohdlico.

Para el caso del Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Se eligieron los tubos que no presentaban turbidez (Tubo 05, Tubo 06 y
Tubo 07), y se extrajeron 100 pl de solucion de cada uno para sembrar
mediante diseminacion en placas de agar de Mueller Hinton. Estas placas

fueron incubadas a 25 °C durante 4 dias, y después de este periodo, se
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procedio al conteo de unidades formadoras de colonias (UFC), obteniendo

asi un recuento para cada concentracion del extracto hidroalcohdélico.

3.4.

ANALISIS DE DATOS
Se llevd a cabo el analisis de datos relacionados con las variables
de investigacion utilizando el software estadistico SPSS (Statistical

Package for the Social Sciences) version 29.0 para Windows.

Se utilizé estadistica descriptiva para evaluar el efecto antimicético
"in vitro" del extracto hidroalcohdlico de Guanabana en Trichophyton
interdigitale ATCC 9533 y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. Se
aplicaron pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
Wilk a los datos y los resultados se presentaron en tablas junto con

representaciones graficas correspondientes.

Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas de hipotesis para
contrastar los halos de inhibicion y la capacidad inhibitoria entre las
distintas concentraciones del extracto hidroalcohélico de Annona
muricata sobre los hongos analizados. Se consideraron las medidas
numericas de los halos de inhibicion (en milimetros) y la capacidad
inhibitoria (en mg/ml), y se examino la aplicabilidad de la prueba T

para una muestra de un solo factor, utilizando la concentracion del
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extracto hidroalcohdlico como el factor de interés (cada
concentracion una categoria: 15,75 mg/ml; 18 mg/ml; 20,25 mg/ml;

22,5 mg/ml; 24,75 mg/mly 27 mg/ml).

Se realizaron todos los analisis estadisticos con un nivel de
significancia establecido en 0,05 mediante el método de difusién en
disco, segun lo descrito por DURAFFOURD y LAPRAZ en 1983,

aplicado a los hongos objeto de estudio.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Se llevo a cabo un andlisis exhaustivo de la composicion fitoquimica del
extracto hidroalcohdlico de Annona muricata, conocida como "Guanabana”,
mediante técnicas como Marcha Fitoquimica y Perfil de compuestos
Fenolicos. Posteriormente, se realizé un estudio "in vitro" para evaluar la
actividad antifungica del extracto hidroalcohdlico de Annona muricata frente
a dos agentes micéticos, Trichophyton interdigitale ATCC 9533 vy
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. El experimento comprendi6 8
tratamientos con 48 repeticiones para cada agente micético. Ademas, se
determinaron la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima fungicida (CMF) de Trichophyton interdigitale ATCC 9533 vy
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 en respuesta al extracto
hidroalcohdlico de Annona muricata.

Los resultados de las diversas pruebas se han estructurado en tablas y
graficos para simplificar su interpretacion. Se implementd un disefio
completamente aleatorio, dado que se trata de una disposicion simple y al

azar, apropiada para procedimientos y técnicas de laboratorio.



Tabla 8.

Andlisis fitoquimico del extracto hidroalcoholico de las hojas de Annona

muricata "Guanabana".

Metabolito

Extracto alcohélico de las hojas de
Annona muricata

Compuestos Fendlicos

+++

Flavonoides

+++

Alcaloides

Triterpenos y Esteroides

Saponinas

Taninos

Quinonas

Lactonas y Cumarinas

Leyenda

Abundante

+++

Poco

++

Muy Poco

Ausente

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion:

La tabla 8, muestra los resultados de la marcha fitoquimica, donde

se

emplearon reacciones de coloracién y precipitacion, como tricloruro de

hierro, gelatina, Shinoda, Dragendorff, Mayer, Borntranger y espuma

persistente. Se identificaron metabolitos como compuestos fendlicos,

taninos y flavonoides. No obstante, no se evidencio la presencia inicial de

metabolitos como antraquinonas y saponinas. (Anexo 10y 11)
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Tabla 9. Perfil de compuestos Fendlicos del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Guanabana.

Anélisis por HPLC perfil de compuestos Fendlicos

Muestra Repeticiones Promedio

1 2 3 Compuestos Fendlicos Totales pg/mL

de extracto

Extracto Etanolico de 906,75269 904,4676 896,7827 902,7

hojas de Guanébana
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Cromatograma
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Interpretacion:

Se identificaron un total de 11 compuestos, y los picos con tiempos de
retencion de 7,206, 7,621 y 7,788 minutos (consulte el cromatograma) se
asemejan a derivados de la Quercetina, segun el andlisis del espectro UV.
La cantidad de estos compuestos se determiné6 mediante una curva de
calibracion utilizando un estandar de Quercetina. La cantidad total de los
compuestos identificados se indica en microgramos de equivalente de

guercetina por mililitro de extracto. (Anexo 12)

Tabla 10. Evaluacion de la actividad antifangica del extracto hidroalcohdlico de
Guanabana contra Trichophyton interdigitale ATCC 9533 utilizando la

técnica de Kirby-Bauer.

N° de Halos Diametros de halos de Trichophyton interdigitale (mm)
Halo 01 18,3 22,87 21,91 31,34 34,21 38
Halo 02 12,32 17,44 25,41 28,59 34,62 35,44
Halo 03 8,87 21,3 24,38 28,2 34,69 35,44
Halo 04 16,4 21,59 27,39 27,91 38,2 36,25
Halo 05 15,74 21,24 28,07 28,46 38,79 26,18
Halo 06 15,85 19,74 23,81 27,97 35,2 39,53
Halo 07 14,19 18,93 27,17 30,37 37,75 37,65
Halo 08 16,92 21,64 23,29 32,49 37,75 38,01
Promedio 14,82375 20,59375 25,17875 29,41625 36,40125 35,8125
Volumen (pl) Disco de Discode Discode Discode Discode Disco
17,5 ul 20 ul 22,5 ul 25 i 27,5 ul de 30 ul

Concentracién(mg/ml) C= 15,75 C=18 C=20,25 C=225 C=24,75 C=27
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LEYENDA

C Concentracion
mm Milimetros

ul Microlitros

ml Mililitro

Fuente: Elaboracién propia (Anexo 14 y 15)

Interpretacion:

En la tabla 10, se presentan las medias de los halos de inhibicion
producidos por las diversas concentraciones del extracto hidroalcohdélico de
Annona muricata "Guanabana" frente a Trichophyton interdigitale ATCC
9533, empleando la técnica de Kirby-Bauer. Los resultados indican que la
concentracion mas alta; 24,75 mg/ml, muestra un didmetro promedio de
halo de inhibicion de 36,40125 mm, mientras que la concentracion mas

baja; 15,75 mg/ml, genera un halo de inhibicién de 14,82375 mm.
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Grafico 2. Se presentan los promedios de los halos de inhibicion
generados por el extracto hidroalcohdlico de Guanabana frente a
Trichophyton interdigitale ATCC 9533, indicando la distribucion de los

resultados.

Promedio De Los Halos De Inhibicion
(Trichophyton interdigitale ATCC 9533)

40
35
30

36,40125 358125
55 29,41625
25,17875
20
20,59375

1

14,8237
| I5
0

1 2 3 4 5 6

Tabla11. Evaluacién de la sensibilidad de Trichophyton interdigitale ATCC 9533

v o un

ante diversas concentraciones del extracto hidroalcohdélico de Annona

muricata "Guanabana".

Extracto hidroalcohélico Grado de sensibilidad
Volumen(ul) C(mg/ml) Sensibilidad Sensibilidad Sumamente
limite media sensible
9-14mm 15-19mm 20mm a
(Sensible=+) (muy mas
sensible=++) (S.S.=+++4)
17,5 15,75 - 14,82375 -
20 18 - - 20,59375
22,5 20,25 - - 25,17875
25 22,5 - - 29,41625
27,5 24,75 - - 36,40125
30 27 - - 35,8125

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion:

En la tabla 11, la sensibilidad de Trichophyton interdigitale ATCC 9533 se
determind mediante la evaluaciéon de los promedios de los halos de
inhibicion, de acuerdo con la escala de Duraffourd y Lapraz. En todas las
concentraciones del extracto hidroalcohélico de Annona muricata, los halos
de inhibicién superan los 20,0 mm, excepto en un caso en el primer
volumen, indicando una sensibilidad globalmente alta de Trichophyton
interdigitale ATCC 9533 a las distintas concentraciones del extracto

hidroalcohélico de Annona muricata.
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Grafico 3. Representacion visual del nivel de sensibilidad de
Trichophyton interdigitale ATCC 9533 a diversas concentraciones del
extracto hidroalcoholico de Annona muricata "Guanabana", siguiendo la

escala de Duraffourd y Lapraz.
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Fuente: Gréfico obtenido de la tabla 11

En el Gréfico 3, en resumen, se muestra la sensibilidad promedio de los
halos de inhibicion utilizando la escala de Duraffourd y Lapraz. En todas las
concentraciones evaluadas del extracto hidroalcohdlico de Annona
muricata "Guanabana”, se observaron halos de inhibicidn que superaron
los 20 mm, indicando que son sumamente sensibles segun la clasificacion

establecida.
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Tabla 12.  Se presentan los resultados de la evaluacién de la actividad antifungica

del extracto hidroalcoholico de Guanabana frente a Aspergillus

brasiliensis ATCC 16404 mediante la técnica de Kirby Bauer.

N° de Halos Didametros de halos de Aspergillus brasiliensis (mm)
Halo 01 26,3 30,3 34,3 38,3 46 50,93
Halo 02 26,6 30,6 34,6 38,6 42,6 54,7
Halo 03 26,25 30,25 34,25 38,25 42,25 50,42
Halo 04 26,3 30,3 34,3 38,3 42,3 46,3
Halo 05 26,4 30,4 34,4 38,4 42,4 46,4
Halo 06 26,5 30,5 34,5 38,5 42,5 46,5
Halo 07 26,7 30,7 34,7 38,7 42,7 46,7
Halo 08 26,8 30,8 34,8 38,8 42,8 46,8
Promedio 26,48125 30,48125 34.48125 38,48125 42,94375 48,59375
Volumen (ul) Disco de Disco de Discode Discode Discode Discode

17,5 pl 20 ul 22,5 ul 25 pl 27,5 ul 30 pl

Concentracion(mg/ml) C=15,75 C=18 C=20,25 C=225 C=24/75 C=27

Fuente: Elaboracion propia (Anexo 14 y 16)

Interpretacion:

En la tabla 12, los valores promedio de los halos de inhibicién generados

por las diversas concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Annona

muricata "Guanabana" frente a Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 se

presentan mediante la técnica de Kirby Bauer. Los resultados indican que

la concentracion de 27 mg/ml exhibid el diametro de halo de inhibicion mas

extenso, con un promedio de 48,59375 mm. En contraste, la concentracion

mas baja de 15,75 mg/ml produjo un halo de inhibicion de 26,48125 mm.
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Grafico 4. Distribucion de las medias de halos de inhibicién en base al

extracto hidroalcohodlico de Guanabana frente a Aspergillus brasiliensis

ATCC 16404,
Promedio de los halos de inhibicion
(diametros de halos de Aspergillus
brasiliensis)
60
50
48,59375
40 42,94375
38,48125
30 34,48125
30,48125
20 2648125
10
0
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Tabla 13. Se evalud el grado de sensibilidad de Aspergillus brasiliensis ATCC
16404 a distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico de

Guanabana.

Extracto Grado de sensibilidad
hidroalcohdlico

Volumen(ul) C(mg/ml) Sensibilidad limite  Sensibilidad media 15- Sumamente sensible

9-14mmm 19mmm (muy 20mm a mas
(Sensible=+) sensible=++) (S.S.=+++)
17,5 15,75 - - 26,48125
20 18 - - 30,48125
22,5 20,25 - - 34,48125
25 22,5 - - 38,48125
275 24,75 - - 42,94375
30 27 - - 48,59375

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion:

En la Tabla 13, se evalué la sensibilidad de Aspergillus brasiliensis ATCC
16404 ante las distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
Annona muricata "Guanabana" mediante la escala de Duraffourd y Lapraz.
Los resultados indican que en todas las concentraciones del extracto
hidroalcoholico de Annona muricata "Guanabana" se obtuvieron halos de
inhibicibn mayores a 20,0 mm. Esto sugiere que Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404 es altamente sensible a las diferentes concentraciones del

extracto hidroalcoholico de Annona muricata "Guanabana".
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Grafico 5. Se presenta una representacion grafica que muestra el grado
de sensibilidad de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 a diversas
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Annona muricata.

"Guanabana".
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Fuente: Gréfico obtenido de la tabla 13

Interpretacion:

En el Grafico 5, se exhibe el promedio de sensibilidad de los halos de
inhibicion segun la escala de Duraffourd y Lapraz. En resumen, se puede
afirmar que todas las concentraciones del extracto hidroalcoholico de
Annona muricata "Guanabana" generaron halos de inhibicién superiores a

20 mm, indicando que se consideran sumamente sensibles. La sensibilidad
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Tabla 14.

promedio de los halos de inhibicion de acuerdo con la escala de Duraffourd

y Lapraz, se puede afirmar que todas las concentraciones del extracto

hidroalcohdlico de Annona muricata "guanabana" presentaron halos de

inhibicion mayores a 20 mm, lo que indica que se clasifican como

sumamente sensibles.

Evaluacion estadistica de la prueba de sensibilidad antifungica:

Efecto antifangico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Annona

muricata contra Trichophyton interdigitale
N° de Halos Diametros de los halos de Trichophyton interdigitale (mm)
Halo 01 18,3 22,87 21,91 31,34 34,21 38
Halo 02 12,32 17,44 25,41 28,59 34,62 35,44
Halo 03 8,87 21,3 24,38 28,2 34,69 35,44
Halo 04 16,4 21,59 27,39 27,91 38,2 36,25
Halo 05 15,74 21,24 28,07 28,46 38,79 26,18
Halo 06 15,85 19,74 23,81 27,97 35,2 39,53
Halo 07 14,19 18,93 27,17 30,37 37,75 37,65
Halo 08 16,92 21,64 23,29 32,49 37,75 38,01
PROMEDIO 14,82375 20,59375 25,17875 29,41625  36,40125 35,8125
VOLUMEN (ul) Disco de Disco de Disco de Disco de  Disco de Disco

17,5 ul 20 pl 22,5 pl 25 pl 27,5 ul de 30 pl

CONCENTRACION C=15,75 C=18 C=20,25 C=225 C=24,75 C=27

(mg/ml)

Fuente: Elaboracién propia (Anexo 14 y 15).
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Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl | Sig.
Didmetro de | 0,120 48 0,081 0,954 48 | 0,059
halos frente a
Trichophyton
interdigitale

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Interpretacion:

El valor de significancia en la prueba de normalidad de Kolmogorov-

Smirnov es mayor a 0,05, indicando que los datos de los diametros de los

halos de inhibicion ante Trichophyton interdigitale siguen una distribucion

normal. Esto permite el uso de estadisticas paramétricas en el analisis.

De acuerdo con Duraffourd y Lapraz (1983), se clasifica como sensible la

susceptibilidad de un microorganismo ante un extracto alcohdlico cuando

el diametro de inhibicién supera los 14 mm, entonces.

PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Ho: p < 14mm; P > 0,05

Hi: y>14mm; P <0,05
Prueba T para una muestra
Valor de prueba = 14
al Significacion Diferencia de | 95% de intervalo de
medias confianza de la diferencia
P de un|P de dos Inferior Superior
factor factores
Didmetro de | 10,945 |47 |<,001 <,001 13,037708 10,64137 15,43405
halos frente a T.
interdigitale
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Interpretacion:

Con un valor de P < 0,05 (0,001), se respalda la hipétesis alternativa,

indicando que los diametros de los halos de inhibicion evidencian

susceptibilidad al enfrentar el extracto hidroalcohdlico de la guanabana

contra Trichophyton interdigitale. En consecuencia, se concluye que el

extracto hidroalcohdlico de la guanabana posee efecto antimicético.

Examen estadistico de la evaluacion de la sensibilidad antifungica:

Tabla 15. Efecto antimicético del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Guanabana sobre Aspergillus brasiliensis

N° de Halos Didametros de los halos de Aspergillus brasiliensis (mm)
Halo 01 26,3 30,3 34,3 38,3 46 50,93
Halo 02 26,6 30,6 34,6 38,6 42,6 54,7
Halo 03 26,25 30,25 34,25 38,25 42,25 50,42
Halo 04 26,3 30,3 34,3 38,3 42,3 46,3
Halo 05 26,4 30,4 34,4 38,4 42,4 46,4
Halo 06 26,5 30,5 34,5 38,5 42,5 46,5
Halo 07 26,7 30,7 34,7 38,7 42,7 46,7
Halo 08 26,8 30,8 34,8 38,8 42,8 46,8
PROMEDIO 26,48125 30,48125 34,48125 38.48125 42.94375 48,59375
VOLUMEN (pl) Disco de Disco de Disco de Disco de Disco de Disco de
17,5 i 20 ul 22,5 ul 25 pl 27,5 pl 30 ul
CONCENTRACION  C=15,75 Cc=18 C=20,25 C=225 C=24,75 C=27

(mg/ml)

Fuente: Elaboracién propia (Anexo 14 y 16)
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Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Didmetro de 0,122 48 0,071 0,948 48
0,032
halos frente
Aspergillus
brasiliensis

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Interpretacion:

Segun los resultados de la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov,

donde se obtuvo un valor de significancia mayor a 0,05 (0,071), se concluye

gue los datos de los diametros de los halos de inhibicion frente a Aspergillus

brasiliensis presentan una distribuciéon normal. Por lo tanto, se puede

utilizar estadistica paramétrica en el analisis de estos datos.

De acuerdo con las indicaciones de Duraffourd y Lapraz (1983), la

sensibilidad de un microorganismo ante un extracto alcohdlico se establece

como sensible si el diametro de inhibicion supera los 14 mm, entonces.

PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Ho: g < 14mm; P > 0,05
Hi: u>14mm; P <0,05
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Prueba T para una muestra

Valor de prueba = 14

t al Significacion Diferencia 95% de intervalo de
de medias confianza de la diferencia
P de un P de dos Inferior Superior
factor factores

Diametro 20,825 47 <,001 <,001 22,91042 20,6972 25,1236
de halos

frente

Aspergillus

brasiliensis

Interpretacion:

El andlisis estadistico revela un valor de P < 0,05 (0,001), lo que conduce

a la aceptacion de la hipétesis alternativa. Esto indica que los diametros de

los halos de inhibicién indican susceptibilidad al enfrentar el extracto

hidroalcohdlico de

la guanabana ante Aspergillus brasiliensis.

En

consecuencia, se puede concluir que el extracto hidroalcohdlico de la

guanabana presenta un efecto antimicético.
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Examen estadistico de la prueba para establecer la Concentracion

minima inhibitoria (CMI)

Tabla 16. Evaluacion para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)

del extracto hidroalcohdlico de la guandbana frente a Trichophyton

interdigitale
Trichophyton interdigitale
Tubo V (ul) V final [1] [F] Vol. caldo 10% de V total (3000
(mg) (mg/ml) (mg/ml)  BHI(pl) hongos (300 ul o 3ml)
I

1 10 30 9 27,00 2670 = 300 3000

2 10,83 32,49 9,75 29,24 2667,51 300 3000

3 11,67 35,01 10,50 31,51 2664,99 300 3000

4 12,5 37,5 11,25 33,75 266,5 300 3000

5 13,33 39,99 12,00 35,99 2660,01 300 3000

6 14,17 42,51 12,75 38,26 2657,49 300 3000
CMI 15 45 13,50 40,50 2655 300 3000

8 15,83 47,49 14,25 42,74 2652,51 300 3000
CMF 16,67 50,01 15,00 45,01 2649,99 300 3000
10 17,5 52,5 15,75 47,25 264,.5 300 3000
11 18,33 54,99 16,50 49,49 2645,01 300 3000
12 19,17 57,51 17,25 51,76 2642,49 300 3000
13 20 60 18,00 54,00 2640 300 3000
Positivo 2700 300 3000
Negativo 3000 3000

Fuente: Elaboracion propia (Anexo 17)
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LEYENDA

\Y Volumen inicial del extracto seco disuelto en agua
estéril

V final Volumen final del extracto seco disuelto en agua
estéril

Vol. caldo BHI Volumen caldo de Brain Heart Infusion

V total Volumen total

CMI Concentracién minima inhibitoria

CMF Concentracién minima fungicida

1] Microlitro

ml Mililitro

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova

Shapiro-Wilk

Estadistico

al

Sig.

Estadistico

gl

Sig.

Conc. de Extracto
hidroalcohdlico

0,087

13

0,200*

0,966

13

0,837

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Interpretacion:

Segun se visualiza en la tabla de pruebas de normalidad, los valores de P

registrados para los dos estadisticos son mayores de 0,05, por lo que

podemos decir que los valores de las concentraciones para determinar el

CM frente a Trichophyton interdigitale tienen una distribucion normal, 0sea

gue existe simetria entre los datos reportados. Dando como CMI 40, 5

mg/ml y un CMF de 45,01 mg/ml.
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Evaluacion estadistica del experimento para determinar la
concentracion minima inhibitoria:
Tabla 17. Estimacidon de la concentracibn minima inhibitoria del extracto
hidroalcohdlico de la Guandbana contra Aspergillus brasiliensis.
Aspergillus brasiliensis
Tubo V (ul) V final [1] [F] Vol. caldo 10% de V total
(mg) (mg/ml)  (mg/ml) BHI(ul) hongos (300 (3000 pl
i) 0 3ml)
1 7 21,00 6,3 18,90 2679 300 3000
2 8,17 24,51 7,35 22,05 2675,49 300 3000
3 9,33 27,99 8,4 25,20 2672,01 300 3000
4 10,5 31,50 9,45 28,35 2668,5 300 3000
CMly 11,67 35,01 10,5 31,50 2664,99 300 3000
CMF
6 12,83 38,49 11,55 34,65 2661,51 300 3000
7 14 42,00 12,6 37,80 2658 300 3000
8 15,17 45,51 13,65 40,95 2654,49 300 3000
9 16,33 48,99 14,7 44,10 2651,01 300 3000
10 17,5 52,50 15,75 47,25 26475 300 3000
11 18,67 56,01 16,8 50,40 2643,99 300 3000
12 19,83 59,49 17,85 53,55 2640,51 300 3000
13 21 63,00 18,9 56,70 2637 300 3000
Positivo 2700 300 3000
Negativo 3000 3000
Fuente: Elaboracion propia (Anexo 19 - Fotos)
LEYENDA
\% Volumen inicial del extracto seco disuelto en agua
estéril
V final Volumen final del extracto seco disuelto en agua
estéril
Vol. caldo BHI Volumen caldo de Brain Heart Infusion
V total Volumen total
CMI Concentracién minima inhibitoria
CMF Concentracién minima fungicida
Ml Microlitro
ml Mililitro
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Interpretacion:

Segun se observa en la tabla de pruebas de normalidad, los valores de P

registrados para los dos estadisticos son mayores de 0,05, por lo que

podemos decir que los valores de las concentraciones para determinar el

CMI frente a Aspergillus brasiliensis tienen una distribucién normal, 6sea

gue existe simetria entre los datos reportados. Dando como CMI 31,50

mg/ml'y como CMF 31,50 mg/ml.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?

Shapiro-Wilk

Estadistico

al

Sig.

Estadistico

al

Sig.

Conc. de Extracto 0,087
hidroalcohélico

13

0,200*

0,966

13

0,837

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors
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DISCUSION

La diversidad de moléculas bioactivas que ofrece la naturaleza puede
funcionar como un punto inicial para la elaboracion de nuevos tratamientos
meédicos destinados a resolver diversas afecciones de salud. El propdsito
de esta investigacion fue encontrar nuevas opciones a los medicamentos
antimicéticos que sean mas efectivos en un rango mas amplio y generen

menos efectos secundarios.

En la tabla 8, los resultados del estudio muestran la composicion
fitoquimica del extracto etandlico de Annona muricata, también conocida
como "Guanabana", identificAndose la presencia de metabolitos como
compuestos fendlicos y flavonoides. La composicion de metabolitos
secundarios mencionada es consistente con lo informado por Urbano
Palomino, Silveria (15), en el afio 2022 , quien también identifico
compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto etandlico de las hojas de
Annona muricata. Asi también en los trabajos de Isabelle A Appoline, et
al,(10) en el aiio 2021, Dueiias Cely, et al, (12) en el afio 2019 y Olugyuiro
JAO , et al, (13), en el aflo 2017, se detecto la presencia de diversos
metabolitos, entre los cuales se incluyen compuestos fendlicos,

flavonoides, triterpenos, esteroides, lactonas, cumarinas y otros.
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En la tabla 10 y 12, se empled el método de difusion mediante discos
(técnica de Kirby Bauer) ello es acorde al trabajo realizado por Zainab M.
Alzubaidy, et al (8) , en el afio 2022, el propdsito de este estudio fue evaluar
las propiedades antibacterianas de extractos acuosos y alcoholicos
obtenidos de las cascaras y pulpa de A. muricata contra Escherichia coli y

Staphylococcus aureus, utilizando la prueba de difusion en pozo estandar.

En la tabla 10, se muestran los resultados de la actividad antifingica
manifestada por la solucién hidroalcohdlica obtenida de las hojas de
Annona muricata, también conocida como "Guanabana", ante la cepa
Trichophyton interdigitale ATCC 9533. Se nota que los didmetros de los
halos con la concentracion mas baja del extracto promediaron 14,82375
mm, mientras que aquellos con la concentracibn mas alta mostraron un
diametro de inhibicion promedio de 35,8125 mm. Algunos estudios previos
indican que la Annona muricata, objeto de esta investigacion, presenta
propiedades antifingicas, segun los hallazgos de investigaciones
anteriores, como la llevada a cabo por Barreto Gavelan, Mary Lina (17), en
el aflo 2019, los investigadores que realizaron el estudio para evaluar los
efectos antifingicos in vitro del aceite esencial de Annona muricata en
concentraciones del 5 %, 10 % y 15 % frente a Candida albicans,

informaron sobre la destacada actividad del extracto.
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En la tabla 12, los resultados muestran la actividad antifingica de la
solucion hidroalcohdlica obtenida de las hojas de Annona muricata, también
conocida como "Guanabana", frente a la cepa Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404. Se destaca que los halos de inhibicién promedio fueron de
26,48125 mm para la concentracion mas baja del extracto, mientras que
para la concentracién mas alta se registr6 un promedio de 48,59375 mm.
Hay investigaciones que sefialan que la Annona muricata presenta
actividad antifungica, como la investigacién realizada por Mamani Larico,
Glenda Elena (21), en el afio 2015, llevo a cabo este estudio con el fin de
examinar como el extracto de las hojas de Annona muricata, conocida
como guanabana, puede afectar la actividad antifingica en las cepas ATCC
10231 de Candida albicans. Los resultados indicaron una actividad notable

del extracto contra las cepas ATCC 10231 de Candida albicans.

En la tabla 16 y 17, los resultados de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) para Trichophyton interdigitale fueron de 13,50 mg/ml, con una
concentracion minima fungicida (CMF) de 15 mg/ml. En el caso de
Aspergillus brasiliensis, la CMI fue de 10,50 mg/ml, con una CMF de 10,50

mg/ml. Otras investigaciones respaldan estos hallazgos, como el estudio
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realizado por Jaime Gamboa, Yuri Irwin (22), en el aiflo 2015, sus hallazgos
indicaron que la concentracion minima inhibitoria equivalia a 0,586 mg/mL
y la concentracion minima fungicida a 1,172 mg/ml, en las condiciones
experimentales establecidas, se observo que el aceite esencial de Citrus
aurantium L. "naranja" exhibe propiedades antimicéticas y fungicidas frente

a la cepa de Trichophyton mentagrophytes.

Los resultados que hemos obtenido indican cifras alentadoras; no obstante,
es fundamental resaltar la importancia de llevar a cabo investigaciones
adicionales y pruebas mas detalladas. Esto se debe a que las infecciones
ocasionadas por las especies Trichophyton interdigitale y Aspergillus
brasiliensis han experimentado un marcado aumento en las ultimas tres
décadas, especialmente en pacientes con sistemas inmunoldgicos

debilitados.
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de Annona muricata sobre
Trichophyton interdigitale 'y  Aspergillus brasiliensis,

presentaron actividad antimicotica.

Los metabolitos secundarios presentes en el analisis
fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Annona muricata
mediante reacciones a la gota y cromatografia liquida se
identificaron compuestos fendlicos, flavonoides, triterpenos,

esteroides, lactonas y cumarinas.

El efecto antimicOtico de la concentracién del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Anonna muricata (Guanabana)
sobre Trichophyton interdigitale, mediante el método de Kirby-
Bauer indicaron mayor promedio de halo de inhibicion a la
concentracion de 24,75 mg/ml con un diametro de 36,40125
mm. La concentracion minima inhibitoria (CMI) vy
concentracion minima fungicida (CMF); indicaron una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 13,50 mg/ml con

una concentracion minima fungicida (CMF) de 15 mg/ml.



CUARTA:

El efecto antimicotico de la concentracion del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Annona muricata (Guanabana)
sobre Aspergillus brasiliensis mediante el método de Kirby-
Bauer indicaron mayor promedio de halo de inhibicion a la
concentracion de 27 mg/ml con un diametro de 48,59375 mm.
La concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion
minima fungicida (CMF); indicaron una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 10,50 mg/ml con una concentracion

minima fungicida (CMF) de 10,50 mg/ml.
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RECOMENDACIONES

1. Es necesario evaluar la capacidad antifiungica del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Annona muricata, conocida
como “Guanabana”, en comparacion con su efecto sobre
otros tipos de hongos responsables de distintas

enfermedades.

2. Se recomienda llevar a cabo ensayos en organismos vivos
con el fin de evaluar tanto la eficacia como la seguridad de los
compuestos activos del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Annona muricata, asi como para determinar las dosis

terapéuticas adecuadas.

3. Preparar diversas formulaciones farmacéuticas adecuadas
para una via cutanea de administracién, empleando extracto
hidroalcoholico de hojas de Annona muricata, conocida como
“‘Guandbana”, con el proposito de llevar a cabo ensayos
clinicos en pacientes que sufren de enfermedades causadas

por Trichophyton interdigitale y Aspergillus brasiliensis.



4. Establecer una correlacion entre los resultados de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la dosis efectiva que
los organismos biolégicos pueden tolerar en investigaciones
futuras. Esto podria allanar el camino para desarrollar un

producto comercialmente viable.

5. Conducir investigaciones centradas en los compuestos

aislados presentes en los extractos hidroalcohdlicos de

plantas originarias de la zona de Tacna.
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Anexo 1. Matriz de consistencia
PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES MUESTRA METODOLOGIA
PRINCIPAL GENERAL GENERAL VARIABLE Independiente: POBLACION NIVEL
¢El  extracto hidroalcohdlico de | Evaluar el efecto antifingico “in | El extracto INDEPENDIENTE Concentracion del | VEGETAL Experimental, Descriptivo,
Annona muricata tendr4 efecto | vitro” del extracto hidroalcohdlico | hidroalcohdlico de las | Extracto hidroalcohdlico | extracto. Especie vegetal de | Prospectivo, Longitudinal
antifingico sobre Trichophyton | de  Annona muricata sobre | hojas de Annona | obtenido de las hojas de Annona muricata
mentagrophytes y  Aspergillus | Trichophyton mentagrophytes y | muricata (Guanabana) | Annona muricata (Guanabana)
brasiliensis, 20227 Aspergillus brasiliensis, 2022 presenta efecto | (Guanabana). DISENO
SECUNDARIOS antifingico sobre Dependientes: POBLACION Ser& de tipo experimental
a) ¢Cuales seran los metabolitos ESPECIFICO Trichophyton VARIABLE Diametro en milimetros | MICROBIOLOGICA “in vitro” porque se evalGa
secundarios presentes en el | a) Identificar los metabolitos | mentagrophytes y DEPENDIENTE (mm) del halo de | Hongos un fenémeno dado
extracto hidroalcohdlico de las | secundarios presentes en el | Aspergillus brasiliensis. inhibicion. introduciendo  elementos
hojas de la especie Anonna | andlisis fitoquimico y efecto Efecto antifingico MUESTRA VEGETAL que pueden modificar el
muricata (Guanabana), 2022? antifungico “in vitro” del extracto Escala mcfarland (0,5 | Hojas de Annona | comportamiento de las
hidroalcohélico de Annona Mc Farland). muricata variables en estudio, los
b) ¢Cual es la concentracion del | muricata  sobre  Trichophyton que fueron medidos en
extracto hidroalcohdlico de las | mentagrophytes y Aspergillus determinados momentos.
hojas de Annona muricata | brasiliensis, 2022.
(Guanabana) que presenta efecto
antifungico frente a cepas de | b) Determinar la Concentracion del MUESTRA
Trichophyton mentagrophytes, | extracto hidroalcohdlico de las MICROBIOLOGICA
20227 hojas de Annona muricata Trichophyton

c) ¢Cuél es la concentracion del
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Annona muricata
(Guanabana) que presenta efecto
antifungico frente a cepas de sobre
Aspergillus brasiliensis, 20227?

(Guanabana) sobre Trichophyton
mentagrophytes, 2022.

¢) Determinar la Concentracion del
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Annona muricata
(Guanabana) sobre Aspergillus
brasiliensis, 2022.

mentagrophytes ATCC
9533
Aspergillus
ATCC 16404

brasilensis
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Anexo 2. Foto de arbol de Annona muricata (Guandbana).

b) Hojas frescas de Annona muricata.
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Anexo 3. Fotos del proceso de secado de hojas de Annona muricata

(Guanabana) al aire libre.

b) Estado de hoja Annona muricata después de 15 dias de secado.
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Anexo 4. Fotos de la seleccion de las hojas secas de Annona muricata

(Guanabana).

c) Seleccién de hojas secas de Annona muricata.
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Anexo 5. Fotos del proceso de molienda de las hojas secas de Annona

muricata (Guanabana).

c) Puesta de las hojas de Annona muricata molidas.
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Anexo 6. Fotos del proceso de maceracion de las hojas secas de Annona

muricata (Guanabana).

a) Puesta de alcohol al 70% b) Forrado de la damajuana con papel
aluminio
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Anexo 7. Fotos del filtrado del extracto hidroalcohdlico de Las hojas secas de

Annona muricata (Guanabana).

a) Puesta del extracto hidroalcohélico b) Doble filtrado del extracto
hidroalcohdlico

c¢) Muestra del investigador en el proceso de filtrado
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Anexo 8. Fotos del frasco hermético que se usaron para guardar extracto

hidroalcohélico filtrado.

o ] \

.

a) Frasco hermético
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Anexo 9. Fotos de la activacion de Trichophyton interdigitale y Aspergillus

brasiliensis.

b) Activacion del hongo a trabajar
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Anexo 10. Fotos de la marcha fitoquimica; determinacion cualitativa de los

metabolitos secundarios.

a) Reaccion de Shinoda — Rojo => [Flavonoides (+++)].

b) Reaccién de FeCls_, Verde — azulada => [Compuestos Fendlicos (+++)].

¢) Reaccion de Mayer — Turbidez o precipitado blanco => [Alcaloides (-)].

d) Reaccion de la espuma — Espuma => [Saponinas (-).

e) Reaccion de Lieberman - Burchardat — Colores verde, azul, naranja o rojo => [Triterpenos
y Esteroides (+)].

f) Reaccion de la gelatina — Precipitado denso blanquecino => [Taninos (-)].

g) Reaccién de Borntrager — Rojo => [Quinonas (-)].

h) La reaccion NaOH al 10% — Coloracién amarilla que desaparecia al acidular con 20uL de

HCI => [Lactonas y Cumarinas (+)].
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Anexo 11. Analisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Annona

muricata “Guanabana”

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Cusco, 05 de Julio del 2022
Solicitante : Luis Alonso Fernandez Clavijo
Tipo de Analisis - Marcha Fitoquimica y Perfil de compuestos Fenolicos
Método de Analisis : Reacciones a la gota y Cromatografia liquida
Tipo de Muestras - Denominado "Extracto etanolico de hojas de
Guanabana”
Cantidad de Muestra -1, tubo de vidrio con 20mL aprox
Almacenamiento 14 °C.
Ensayo fitoquimico
: Extracto Etanolico de
Melabolitg hojas de Guanabana

Compuestos Fendlicos +++

Flavonoides +++

Alcaloides -

Triterpenos y Esteroides +

Saponinas -

Taninos -

Quinonas -

Lactonas y Cumarinas +

Abundante = +++, Poco = ++, Muy Poco = +, Ausente = —

Nota:
El ensayo fitoquimico realizado al extracto consistié en reacciones de coloracion y/o
precipitacion, en el que se evalud la presencia o ausencia de metabolitos secundarios

Referencia
e Lock de Ugaz O. 1994. "Investigacion Fitoquimica Métodos en el estudio en los
productos naturales” Pontificia Universidad Catodlica del Peru, Lima.

Quighico. Jorge Ch¥quenaira Pari
del L io de Cr afiay
Espectrometria - UNSAAC.
caP-914
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Anexo 12.

Analisis por HPLC perfil de compuestos fenolicos del extracto

hidroalcohélico de Annona muricata “Guanabana”

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Analisis por HPLC perfil de compuestos Fenolicos
Repeticiones Promedio
Compuestos
Muestra 1 2 3 Fenolicos Totales

ug/mL de extracto

Extracto Etanolico hojas

906.75269 904.4676 896.7827 902.7
de Guanabana

Cromatograma
DAD1 C, Sig=285.8 Ref=off (FENOLICOS 22FENFEN 2022-12-23 10-56-13\FNL-AM-000004.0)
mAU ]

200

7208
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wi | =
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0] iz 2P
o .
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Nota: Se ha detectado la presencia de 11 compuestos, los picos con tiempo de retencién de
7.206, 7.621 y 7.788 minutos (ver cromatogramay) son parecido a derivados de la Quercetina
(analisis de espectro UV). la cantidad se determino mediante una curva de calibracién con un
estandar de Quercetina, la suma total de los compuestos hallados es expresado en equivalente
de Quercetina en microgramos por mililitro de extracto.

,‘loifoas

o2,
m a0

C

Coil)

W
&
5

&5,

Quiphico. Jorge Ch¥quenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria - UNSAAC.

CQP -914
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Anexo 13. Condiciones de analisis por HPLC

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Condiciones de Analisis por HPLC
Cromatégrafo: Agilent series 1200
Software: Chemstation V03.02
Columna: Zorbax Eclipse XDB C18 4.6d x 150mm, 5um
Pre Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6d x 12.5 mm x 5um
Flujo: 0.600 ml/min.
Solvente A: 85.0 % H3PO, 0.1%
Solvente B: 15.0 % MeCN
Sistema de Analisis: Inicio 15.0% B, a 8 min 50.0% B, a 15 min 80% B, a 20 min
100% B.
Detecciéon DAD: 285 nm
Temperatura del Horno: 40.0°C
Tiempo de Analisis: 20 min.
Volumen de Inyeccién: 1.0l
Referencia

1. Vrchotova, N & Sera, Bozena & Triska, Jan. (2007). The stilbene and catechin content
of the spring sprouts of Reynoutria species. ACTA Chromatigraphica. 19.

2. Cjuno Q., Ligarda K. 2013 Cuantificacién de Acido Rosmarinco en Seis Plantas
Cusquenias de la Tribu Methear (Lamiaceae) por HPLC — DAD Tesis UNSAAC.

3. lvanescu, B., Vlase, L., Corciova, A., & Lazar, M. |. (2010). HPLC-DAD-MS study of
polyphenols from Artemisia absinthium, A. annua, and A. vulgaris. Chemistry of Natural
Compounds, 46(3), 468-470. https://doi.org/10.1007/s10600-010-9648-8

mou R

¢ o
N1 730 0

Analista del Lab io de C g
Espectrometria - UNSAAC.
CQP-914
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Anexo 14. Técnica de Kirby - Bauer

Técnica de Kirby - Bauer

Placa de agar nutritivo =

Inocular el cultivo
en 5 ml de agar
para cubrirlo.

Placa superpuesta

Los discos de antibiéticos se
colocan en la superficie.

El organismo de prueba muestra sensibilidad a algunos antibioticos,
lo que se indica por la inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor
de los discos (zonas de inhibicion) después de la incubacion.
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Anexo 15. Fotos de la preparacion de la prueba de la actividad antimicotica
del extracto hidroalcoholico de Annona muricata “Guanabana”
frente a Trichophyton interdigitale ATCC 9533 por la técnica de

Kirby Bauer (método de difusion con discos).

L4
%%
Ve WS
flogid S
06060 09".‘;:
© 500000 P,
Vi Si4Fg| Y08
a0 '%

|
EUO‘

c)Usando micropipeta para agregar la | d) Placas con los discos de sensibilidad
solucién del principio activo. embebidas con la solucion del principio
activo.

e) Placas mostrando el control (-) y | f) Midiendo los halos con el vernier.

()
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Anexo 16. Fotos de la preparacion de la prueba de la Actividad antimicética
del extracto hidroalcoholico de Annona muricata “Guanabana”
frente a Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 por la técnica de Kirby

Bauer (método de difusion con discos).

505, Looep
» ©o0
e g

a) Colocando los discos de |b) Agregando el principio activo en solucion
sensibilidad en las placas. a los discos de sensibilidad.

c) Discos de sensibilidad ya | d) Placas mostrando el control (-) y (+).
embebidos.

e) Midiendo los halos con el |f) Presencia de halos de inhibicion.
vernier.
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Anexo 17. Técnica de susceptibilidad en caldo de dilucion.

Técnica de susceptibilidad en caldo de dilucidn

DiA 1
1 ml de la suspension del
microorganismo (1x106 UFC/ml

1mi
/ se agrega a tubos que contienen
1ml de caldo con el antibidtico
en las concentraciones indicadas (pg/ml)

—DIA 1

| 64|
1
32

-
18 - 24 h DE INCUBACION

DIA 2 16 2 0 Se observo turbidez
a simple vista; 0,1 ml de los caldos no turbios
se cultiva en agar

CIM = 8 pg/mg
0,1 ml 0 1ml \? 1 ml\ Se determina las UFC
en el tubo control
> por recuento de colonlas
: 500 UFC (500 UFC = 5%x10°ml original)

Los tubos3 contienen ahora
2ml con 5x10” UFC/ml y el antibidtico
en las concentraciones indicadas (pg/ml)

0
l Control
0

_ ( )

0.001 mi Inmediatamente 0,001 ml del tubo
1 control se subcultiva en agar

18 - 24h DE INGUBACION
DIA 3 Se determinan las UFC en los subcultivos
de los caldos no turbios
7 UFC = 70 UFC/ml en el tubo

que contiene 8 pg/ml de antibiético
70 UFC/ml > 0,1 % de 5 x 10°
UFC/ml que contenido el contenia el tubo original

Determinacion de la CIM y la CBM para un organismo y un antibiético
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Anexo 18. Fotos de la determinacion de la concentracibn minima inhibitoria
(CMI) del extracto hidroalcohdlico de la Guanabana frente a

Trichophyton interdigitale.

1

8 W
tinteraigic [l T interdigiit

3 =
o
© 4

a) Tubos de ensayo en proceso de determinacién de la CMI.

b) Tubo N°07 que vendria ser el CMI con una concentracion 13,50 mg/ml.
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Anexo 19. Fotos de la determinacion de la concentracion minima fungicida
(CMF) del extracto hidroalcohdlico de la Guanabana frente a

Trichophyton interdigitale.

a) El Tubo 7, Tubo 8 y Tubo 09. b) Preparacion de los tubos para
determinar la CMF.

c) Placas que se usaran para el sembrado del tubo 7, 8 y 9.
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Anexo 20. Fotos de la determinacion de la concentracibn minima inhibitoria
(CMI) del extracto hidroalcohdlico de la Guanabana frente a

Aspergillus brasiliensis.

b) Tubo 05 que vendria ser el CMI con una concentraciéon 10,50 mg/ml.
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Anexo 21. Fotos de la determinacion de la concentracion minima fungicida
(CMF) del extracto hidroalcohdlico de la Guanabana frente a

Aspergillus brasiliensis.

b) Placas que se usaran para el sembrado del tubo 5,6y 7.
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Anexo 22. Certificado de andlisis de Trichophyton interdigitale ATCC 9533

Microbiologics'

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2023/7/31

Microorganism Name: Trichophyton interdigitale Release Information:

Catalog Number: 0442 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 442-88** Release Date: 2021/9/30

Reference Number: ATCC® 9533™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Large, white colonies with "fuzzy" appearance. Malt Extract Agar
Microscopic Features: Method:

Many microconidia (very small and clavate-borne in clusters from Iaterally Lactophenol Blue (1)
projectm comdlophores) Spirals, nodular bodies, chiamydos ;f)
be present. Macroconidia sparse, i present-

racquet cly ay

enlongate pencﬂ shaped 6- 9 septations.

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. Urea Agar Slant: positive

Dermatophyte Test Medium: positive (good growth at 7
days with agar turning deep pink)

QLZW\A ~‘-/Zv/i-<'»~

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificale is the actual base lot number.

1, Refer to the pi insert for instructi i ded use and

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

are toa ized culture

() The ATCC Lic e sed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalo;; marks are

ATCC Licensed ’ trademarks of ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC®
Derivative cultures.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

ACCREDITED

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Anexo 23.

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Resultados de la clasificacion

b
BRUKER
e

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00 - 3.00 (+++) green
0.00 - 1.69 ) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

(A) High cons,isterptgg: The best match is a high-confidence identification, The secon?-best match is (1) a high-
confidence identification in which the species is glenncal to the best match, (2) a low-confidence identification in which
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2021-09-29T16:35:45.774 mcv
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
A4 (+++) (B) 442-88 Trichophyton interdigitale

Comments:

Species benhamiae / equinum / interdigitale and tonsurans of the genus Trichophyton have very similar patterns: Therefore
distinguishing their species is difficult.
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Anexo 24. Certificado de analisis de Aspergillus Brasiliensis ATCC 16404

Microbiologlcs
Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2023/9/30
Microorganism Name: Aspergillus brasiliensis Release Information:
Catalog Number: 0392 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 392-1271** Release Date: 2021/11/10

Reference Number: ATCC® 16404 ™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Rapidly growmg colonies which are initially white or pale yellow quu:kly PDA
become black with conidia (spore) productiori. Reverse is pale'yel

Microscopic Features: Method:

Chains of small conidia which arise from short sterigmata arranged radially Lactophenol Blue (1)
over the surface of the vesicle

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached ID System results document.

Wit Ao

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimer: The fast digit(s) of the fot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The ot number dispiayed on this
certificate is the actual base lot number.

.. Refer to the losed product insert for i i i ded use and h. inf

p are tr le to a gni culture

&

IACCREDITED’

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC calalo? marks a r
ATCC Licensed g?ﬁ?g:rks of ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC
\ Derivative ) .
(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.
lACCI\EDITEDl
TESTING CERT #2655.01
© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286

121



Anexo 25.

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Resultados de la clasificacion

Meaning of Score Values

Range interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) green
7o 1% o ylow
0.00 - 1.69 (=) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category interpretation

A High consistency: The best match is a high-confidence identification, The second-best match is (1) a high-

ol cogﬁdenpe identiﬁcya!ipn in which the species isg identical to the gest match, (2) a Iow—con?ldenoe identiﬂcati(on) in whglch
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
identification. The second-best match is (1)a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2021-11-04T17:43:26.488 cmc
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
B1 (+++) (A) 392-1271 Aspergillus brasiliensis

Comments:

N/A
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Anexo 26.

Constancia de identificacion botanica

HERBARIO TAKANA (TKA)

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann I K A

Facultad de Ciencias HERBARIO TAKANA
Ciudad Universitaria - Av. Miraflores s/n, Tacna - Per

“Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

Constancia N° 001 - TKA- 2022

EL DIRECTOR DEL HERBARIO TAKANA (TKA) DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE
BASADRE GROHMANN, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra alcanzada a este despacho por Luis Alonso Fernandez Clavijo, identificado con DNI N°
44980006, con domicilio legal en Asoc. Viv. Fortunato Zora Carbajal Mz D Lte 09; estudiante de la Facultad
de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann, cuya determinacion taxonomica servird para la realizacion del proyecto de Tesis:
Efecto antifiingico “in vitro” del extracto hidroalcoholico de Annona muricata sobre Trichophyton interdigitale
y Aspergillus brasiliensis, 2022, ha sido estudiada y clasificada como: Annona muricata y tiene la siguiente
posicidn taxondmica, segln el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
ORDEN MAGNOLIALES
FAMILIA ANNONACEAE
GENERO Annona
ESPECIE Annona muricataL., 1753

Nombre vulgar: Guanabana
Determinado por: Bach. Cs. Biol. Javier Mdximo Ignacio Apaza

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que hubiera lugar.

Tagna, 11 de octubre del 2022

cc: Herbario TKA
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