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RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES
RESUMEN

Se evaluo la eficacia de la extraccion asistida por ultrasonidos para la obtencion de los
extractos acuosos, ricos en polifenoles, de Cedrela odorata L., Psidium guajava L. y
Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. EI contenido de polifenoles totales extraidos se determind
a través de la técnica espectrofotométrica de Folin Ciocalteu y se encontré entre 2 y 4
9/100g de solidos, concordantes con estudios recientes. Se empleo el disefio estadistico de
mezclas “Simple Lattice” para la evaluacion de la actividad antifingica de los extractos
acuosos obtenidos sobre los hongos Candida albicans y Aspergillus niger. Las mezclas
ensayadas no resultaron eficaces para el control de Aspergillus niger, sin embargo, fueron
adecuadas para el control de Candida albicans y se observd potenciacion de la accion en
determinadas proporciones. El orden de actividad antifungica de los extractos individuales
resultdé ser: P. guajava L. > O. quixos = C. Odorata. EI comportamiento del radio de
inhibicidn, respecto a la actividad individual y combinada de los extractos acuosos de C.
odorata L., P. guajava L. y O. quixos (Lam.) Kosterm se ajusté a un modelo cuadréatico

que permitio describir de manera adecuada la relacion entre las variables.
PALABRAS CLAVE

Cedrela odorata L., Psidium guajava L., Ocotea quixos (Lam.) Kosterm, polifenoles,

disefio de mezclas
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ABSTRACT AND KEYWORDS
ABSTRACT

The effectiveness of ultrasound-assisted extraction for obtaining aqueous extracts, rich in
polyphenols from Cedrela odorata L., Psidium guajava L. and Ocotea quixos (Lam.)
Kosterm was evaluated. The content of extracted total polyphenols through the
spectrophotometric technique of Folin Ciocalteu was determined and concentrations
between 2 and 4 g / 100g based on total solids were found, this agreed with recent studies.
The statistical design of mixtures "Simple Lattice™ for the evaluation of the antifungal
activity of the aqueous extracts obtained on the fungi Candida albicans and Aspergillus
niger was used. The mixtures tested were not effective for the control of Aspergillus niger,
however, they were suitable for the control of Candida albicans and a potentiation of the
action was observed in certain proportions. The antifungal activity order of the individual
extracts was: P. guajava L. > O. quixos = C. Odorata. The behavior of the radius of
inhibition, with respect to the individual and combined activity of the aqueous extracts of
C. odorata L., P. guajava L. and O. quixos (Lam.) Kosterm, was adjusted to a quadratic

model that allowed to describe in an adequate way, the relationship between the variables.
KEYWORDS

Cedrela odorata L., Psidium guajava L., Ocotea quixos (Lam.) Kosterm, polyphenols,

mixture design.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION Y SU JUSTIFICACION

Los extractos de algunas plantas amazonicas del Ecuador son utilizados por sus
propiedades biolégicas como inhibidores antifungicos. Las plantas son una fuente
invaluable de nuevas moléculas biolégicamente activas; ellas producen diversos
metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan actividad antifungica (Divicio, et
al., 2017). La actividad antifungica de extractos de plantas usadas sobre diversos hongos
ha sido ampliamente estudiada (Carpinella, 1999; Quiroga, et al., 2001; Navarro, et al,
2003; Somchit, et al., 2003; Dabur, et al., 2004; Zhu, et al., 2005;) Algunos de los
productos antifungicos utilizados actualmente (Girois, et al., 2005; Song, et al., 2005), son
poco efectivos e inducen frecuentemente a resistencia (Escalante, et al., 2002; Zhang, et
al., 2005).

A esto se suma los elevados costos (Ibelise de Gonzales, et al., 1998). En la actualidad,
numerosos investigadores han encaminado sus trabajos hacia la busqueda y aplicacion de
nuevos compuestos bioldgicamente activos naturales permitan sustituir los plaguicidas
quimicos (Kandil, et al., 1994; Ali, et al., 1999; Bisignano, et al., 2000; Jones, et al., 2000;
Ferner, et al., 2005) o productos medicinales sintéticos para humanos (Moura, et al.,
2012; Uridstegui, 2015). Los ensayos de mezclas son una clase especial de experimentos
de superficie de respuesta en los que el producto objeto de investigacion se compone de
varios componentes o ingredientes. Los disefios para estos experimentos resultan Utiles
porque muchas actividades de disefio y desarrollo de productos en situaciones industriales

implican féormulas 0 mezclas.

En estas situaciones, la respuesta depende de las proporciones de los diferentes
ingredientes incluidos en la mezcla. En el experimento de mezclas mas simple, la respuesta
(la calidad, actividad o rendimiento del producto) depende de las proporciones relativas de
los ingredientes. Las cantidades se pueden establecer como: medidas en peso, volumen o
alguna otra unidad (Pullido, et al., 2012). Se pretende buscar una alternativa antifungica

ecologica con la combinacién de tres extractos acuosos naturales a partir de Cedrela

1



odorata L, Psidium guajava L. y Ocotea quixos (Lam.) Kosterm sobre Candida albicans
(C.P.Robin), y Aspergillus niger (P.E.L. van Tieghem), para sustituir productos medicinales

sintéticos o productos agroguimicos en la fase de poscosecha, respectivamente.

Se ha descrito que los extractos acuosos de estas especies presentan mezclas de taninos y
flavonoides que pueden contribuir a sus propiedades antifingicos (Divicio, et al., 2017).
En afios recientes se han empleado disefios estadisticos de mezclas para optimizar
propiedades bioactivas de combinaciones de diferentes extractos vegetales (Pullido, et al.,
2012). Este estudio tiene como objetivo, determinar una evaluacion in vitro la proporcion
Optima para mezclas de extractos acuosos de C. odorata, P. guajava y O. quixos que pueda
ser empleada como fungicida ecologico en la poscosecha para el control de A. niger o

como producto medicinal humano para afecciones por C. albicans.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cual seria la proporcion éptima de los extractos acuosos de C. odorata, P. guajava, y O.
quixos, que garantizaria la mayor actividad antifungica sobre C. albicans y A. niger de la

mezcla resultante?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la proporcion optima para mezclas de extractos acuosos de Cedrela odorata,
Psidium guajava y Ocotea quixos que pueda ser empleada como fungicida in vitro para el
control de Candida albicans y Aspergillus niger.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Evaluar el rendimiento de la extraccidon acuosa asistida por ultrasonidos a partir de
C. odorata, P. guajava, y O. quixos, sobre la base de polifenoles totales.

— Optimizar la actividad antifingica de las mezclas de extractos acuosos de C.
odorata, P. guajava, y O. quixos, sobre C. albicans y A. niger.



CAPITULO II

2. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION

2.1. Plantas amazénicas con metabolitos antifungicos.

Alelopatia.

Las plantas fueron utilizadas desde el origen de la humanidad como fitoterapeuticos,
para prevenir o sanar lesiones y enfermedades. Desde el afio 1649, con la llegada del
cristianismo, los Jesuitas estudiaron las primeras plantas amazonicas y sus utilidades, y
esas investigaciones fueron publicadas en el libro Shedula Romana, e informaban
sobre Cinchona officinalis L. (quina), de la cual se han obtenido diversos alcaloides
fendlicos, entre ellos la quinina, que ha sido utilizada durante méas de trescientos afios
para curar la malaria, para hacer buen uso de las plantas medicinales se deben tener
conocimientos bésicos acerca de los tipos de especies de plantas, de su manejo y
utilizacién, la dosificacion, y la forma de preparacién del medicamento herbario
(Céliz, et al., 2000).

La actividad antifungica de diversas plantas ha sido muy estudiada por la resistencia a
los distintos fungicidas comerciales utilizados frecuentemente en el control de
enfermedades de cultivos, y a medicamentos sintéticos, en el caso de enfermedades de
humanos o animales. Esto ha motivado en afios recientes, a la bdsqueda de nuevas
sustancias antifungicas entre los productos naturales y se ha demostrado su efectividad
sobre hongos patégenos tanto “in vitro” como “in vivo” (Prego, et al., 1999).

En otro reporte bibliografico se presentan propiedades antifingicas y molusquicidas
por la gran concentracion de saponinas de Paullinia clavigera. Schitdl, Sapindaceae.
Juss, (Pérez, et al., 2006).

La especie Pelargonium peltatum L'Hér., conocida popularmente en algunos lugares
como Maria Panga, Santa Maria, o cordoncillo, tiene una amplia gama de actividades
bioldgicas: antibidticas, antitumorales, insecticidas y antifungicas (Soto, et al., 2015);
por este motivo se han realizado investigaciones fitoquimicas que han mostrado que

estas especies estan compuestas por metabolitos de tipo flavonoide, amida,



propinilfenoles, lignanos, neolignanos, kavapironas y terpenos (Parmar, et al., 1997;
Jara, et al., 2013).

Los metabolitos secundarios del reino vegetal se producen como mecanismo de
defensa de las plantas, mediante el fendmeno de la alelopatia, presente en una variedad
de plantas amazodnicas. El término alelopatia es utilizado para describir los efectos
estimulantes o de inhibicién de una planta sobre otras, a través de la liberacion de
compuestos bioquimicos (Rice, 1984; Choesin, et al., 1991). Esta definicion incluye
también microorganismos como algas, hongos y bacterias. Los aleloquimicos poseen
una amplia diversidad estructural que incluye compuestos fendlicos, cumarinas,
alcaloides, taninos, terpenoides y esteroides, asi como &cidos organicos y otros (Paolo,
et al., 2013).

En estos tiempos la alelopatia se presenta como una alternativa para la reduccion del
uso de pesticidas (herbicidas, fungicidas, insecticidas) que afectan la calidad del
ambiente y de los suelos, debido principalmente a que muchos de ellos no son

biodegradables (Sampietro, et al., 2009).

Los compuestos antes mencionados son liberados al ambiente a través de la exudacién
de las raices de la planta, lixiviacion de partes aéreas, especialmente foliar, emision de

volatiles y descomposicion de hojas (Anaya, et al., 1990; Xuan, et al., 2005).

Respecto al uso de aleloguimicos en los agro-sistemas se han realizado ensayos de
campo con buenos resultados en paises como Pakistan, China, Iran e India (Cheema, et
al., 2013). Estos estudios han permitido identificar especies como el sorgo (Sorghum
bicolor), que se ha posicionado como un potente agente alelopéatico para el control de

malezas en campos de trigo (Weston, et al., 2003).

2.2. P. guajava. Taxonomia, distribucion geografica. Usos

medicinales.

P. guajava, es una planta tropical que pertenece a la familia de las mirtaceas la cual
incluye a méas de 3.000 especies de arboles y arbustos de los cinco continentes (FAO,
1982) ver Tabla 1.

Todas las guayabas las producen arboles del género Psidium y crecen en regiones
tropicales de América, Asia y Oceania (Cuba, 1985). En otros paises también se la

conoce como guayabo, guara, arrayana y luma (Araujo, et al., 1997).



Son paises productores y exportadores de guayabas: Brasil, Colombia, Per(, Ecuador,
India, Sudafrica, California, Estados Unidos, México, Filipinas, Venezuela, Costa
Rica, Cuba y Puerto Rico (Leal, et al., 1986; Marin, et al., 1993; Araujo, et al., 1997).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de P. guajava
Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Myrtales
Familia Myrtaceae

Subfamilia  Nepetoideae
Tribu Myrteae
Especie Psidium guajava
Fuente: Guia Técnica del cultivo de la guayaba (Garcia, 2010)

P. guajava, es una planta originaria de Centroamérica, comun en las areas calientes de
Ameérica tropical (Garcia, 2010). La fruta también tiene usos medicinales; se utiliza
como astringente, evita la caida del cabello, contra la ictericia, llagas e hinchazones,

como desparasitante y contra el reumatismo.

La corteza y las hojas son ricas en taninos (10 % en las hojas, 11-30 % en la corteza).
La corteza se utiliza en Centroameérica para el curtido de pieles. En Malasia se usan las
hojas con otros materiales para hacer un tinte negro para la seda. En el sureste de Asia,
las hojas se emplean para dar color negro al algodoén, y en Indonesia, sirven para la
coloracion de esteras (Roig, et al., 1988). En Cuba se echan manojos de hojas verdes
sobre las brasas para producir un humo de olor caracteristico durante el ahumado

casero de jamones y embutidos.

La guayaba es rica en el flavonoide quercetina, un antioxidante que posee la capacidad
de bloquear las enzimas de la construccion de sorbitol (Roig, et al., 1988). Por su
contenido de vitamina A se conoce como un refuerzo para la salud general de los ojos.
Puede ayudar a disminuir la aparicion de cataratas, degeneracién macular e incluso
una mejora en la vista una vez que ha comenzado a degradarse. Debido a su alto
contenido de vitamina C, la guayaba es muy util para aliviar la tos y los resfriados, la
desinfeccion de las vias respiratorias, la garganta y los pulmones, y la inhibicién de la

actividad microbiana por sus propiedades astringentes (Roig, et al., 1988). Ayuda a
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reducir el colesterol en la sangre y evita su engrosamiento, manteniendo de ese modo
la fluidez de la sangre y reduciendo la presion arterial. Ademas, contiene vitaminas B3
y B6. La vitamina B3 (también conocida como niacina) puede aumentar el flujo de la
sangre y estimular la funcién cognitiva (Roig, et al., 1965). La vitamina B6 es un gran
nutriente para la funcién nerviosa y cerebral. Posee propiedades antibiéticas contra las
bacterias que causan el mal aliento, y es ideal en el deporte, la artritis, el estrés y el

embarazo (Roig, et al., 1988).

2.3. 0. quixos. Taxonomia, distribucion geografica. Usos
medicinales.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de O. quixos
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Laurales
Familia Lauraceae
Género Ocotea
Especie Ocotea quixos

Fuente: La Granja (Noriega & Dacarro, 2008)

Es una especie endémica de la Amazonia ecuatoriana, peruana, y colombiana, se ha
venido utilizando desde los tiempos incaicos por las comunidades ancestrales que
habitan en la cuenta amazédnica en alimentos, terapéuticos y medicinales (Naranjo, et
al., 1981). Es una plantas arborea o arbustiva, con corteza aromatica de olores

placenteros (Ballabeni, et al., 2010).

Las especies del género Ocotea se ha utilizado para la humanidad en la medicina
tradicional, por lo tanto sus extractos se aplicado como aromaticos, diuréticos, etc.
(Ortufio, 2006). En Ecuador es conocida con diferentes nombres comunes: caneldn,

ishpink o ishpingo (Gupta, 1995).

0. quixos puede evitar las infecciones intestinales provocadas por: Escherichia coli
(Escherich), Staphylcoccus aureus (Rosenbach), Staphylococcus epidermidis
(Winslow), Streptococcus mutans (Clarke), Streptococos piogenes (Rosenbach) y C.

albicans (Radice, et al., 2017). En un trabajo sobre los hongos fitopatdogenos A.
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oryzae, Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries., Fusarium solani
(Mart.) Sacc., Rhyzopus stolonifer (Ehrenberg: Fries) Vuillemin, Moniliophthora
roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson and Benny, y Phytophthora sp. (Scalvenzi,
et al., 2016), con un promedio de tasa de inhibicion incluido en un intervalo entre 89 y

95%, a la concentracion de 500 pL-mL™,

La planta es muy rica en aceites esenciales, uno de los compuestos mas importantes

descrito es cinamaldehido (Figura 1) que se encuentra en un 27,91% (Carrizosa, 2013).

Figura 1. Estructura quimica del cinamaldehido
Fuente: (Carrizosa, 2013)
El cinamaldehido es un compuesto organico responsable del sabor y del olor

caracteristico de la canela (Carrizosa, 2013).

El segundo compuesto con mayor presencia en O. quixos (Lam.) Kosterm es el
cinamato de etilo con un 21,65%, conjuntamente con otros 42 componentes con una

alta actividad de antifungica (Carrizosa, 2013).

O

Figura 2. Estructura quimica del cinamato de etilo
Fuente: (Carrizosa, 2013)

El cinamaldehido es un compuesto organico que también contribuye al sabor y al olor

caracteristico de la canela (Carrizosa, 2013).



2.4. C. odorata. Taxonomia, distribucion geografica. Usos

medicinales.

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de C. odorata
Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Meliaceae
Género Cedrela

Especie Cedrela odorata

Fuente: Ambiente, & FAO, 2014

C. odorata, recibe varios nhombres comunes: cedro, cedro amargo, cedrela, cedro,
cedro blanco, citro, cedrillo, mashuwa, cedro macho, sitor, pamba cedro, cedro

colorado, suegro y cedro muyu (Ambiente, & FAO, 2014).

El arbol alcanza hasta 30 — 40 m de altura; posee un tronco recto y cilindrico, con
raices grandes; corteza externa gruesa gris-marron, con fisuras longitudinales
irregulares. La copa es redondeada y densa; hojas pinnadas, agrupadas hacia el
extremo de las ramas, de 15 — 50 cm de longitud, con 5 — 11 pares de foliolos opuestos
o alternos, a menudo falcados, color verde oscuro en el haz y méas claros o verde
amarillentos en el envés, glabros en ambas caras, con olor a ajo cuando se estrujan;
flores masculinas y femeninas en la misma inflorescencia; fruto cépsula lefiosa
lenticelada, dehiscente, oblongo — elipsoide (Aguilar, 2010; Yucatan et al., 2012;
Vinueza, 2015).

La madera fina es usada para fabricar muebles tallados, instrumentos musicales,
enchapados, contrachapados, canoas, construccion de viviendas, para elaborar platos y
tazones para chicha. La corteza es usada como aditivo alimenticio en bocadillos
(MAE, et al., 2014). La raiz se usa para elaborar utensilios de cocina e instrumentos
musicales. Varias partes de la planta tienen uso medicinal y el fruto sirve de alimento
para algunos animales silvestres (De la Torre, et al., 2008). Se puede usar la madera

como aromatizante, en artesanal, como combustible (lefia) en construccion.
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Para usos medicinales se pueden aprovechar: hoja, raiz, corteza, semilla, tallo o
exudados. La infusion de hojas se usa para el dolor de muelas, oidos y disenteria.
Extractos del tallo se usan como antipiréticos y abortivos. El latex para la bronquitis;
de la corteza se pueden obtener extractos febrifugos y de uso en caidas o golpes. La
raiz es beneficiosa para la epilepsia y como vermifuga. En algunas regiones se emplea
para tratar las manchas blanquecinas presentes en la piel, ocasionadas por hongos, en

este caso se colocan las hojas machacadas durante varios dias (Cedrela odorata, 1759).

2.5. Taninos y Flavonoides de plantas.

Diversas plantas se han utilizado empiricamente y cientificamente por el hombre, en el
campo de la medicina, por diferentes culturas del mundo, por ende, la fitoterapia es la
mas antigua de los tratamientos terapéuticos en el ambito mundial. Las plantas son
usadas tradicionalmente para tratar infecciones bacterianas, micéticas y parasitarias
(Pérez., et al., 2017).

Como ya se ha dicho, los metabolitos secundarios de las plantas en general, como los
alcaloides, fenoles, flavonoides y taninos, son compuestos quimicos que intervienen en
las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente (Cabrera, et al., 2017). Se
sintetizan cuando las plantas estan en condiciones adversas, entre ellas, el ataque por
herbivoros, microorganismos y la presencia de diferentes especies que compiten por

luz, agua y nutrientes (Sepulveda, et al., 2003; Granados, et al., 2008).

Los taninos (Figura 3) son compuestos polifendlicos, mas o menos complejos, de
origen vegetal, masa molar relativamente elevada, sabor astringente, conocidos y
empleados desde hace muchos siglos por su propiedad de ser capaces de convertir la

piel en cuero, es decir de curtir las pieles (Dey, 1989; Hartisch, 1997; Hughes, 1998).

O.~_-OH

HO OH
OH

Figura 3. Estructura quimica de un tanino
Fuente: Compuestos Fenolicos: Taninos (Carretero Accame, 2000)
La propiedad antes mencionada se debe a su capacidad para unirse a macromoléculas

como hidratos de carbono y proteinas. Precipitan con sales de metales pesados,



proteinas y alcaloides (Martinez, et al., 2000). En las verduras, los taninos suelen
encontrarse en las vacuolas celulares, combinados con alcaloides, proteinas (Dey,
1989; Hartisch, 1997; Hughes, 1998). El proceso mas antiguo utilizado de este

metabolito es en la industria de curtiembre.

A los taninos se les puede resaltar por sus actividades farmacologicas, por sus
propiedades astringentes, tanto por via interna como topica. También son
antioxidantes y se comportan como captadores de radicales libres. Se pueden aplicar
como antidoto en diversos envenenamientos debido a su complejidad con los
alcaloides toxicos (Dey, 1989; Hartisch, 1997; Hughes, 1998).

Los taninos son compuestos polifendlicos muy astringentes y amargos. Se clasifican
en taninos hidrosolubles y condensados. En medicina popular los taninos se aplican
para curar la diarrea, las hemorroides, las heridas externas, las bacterias y los hongos y

como antidotos de otros venenos (Barnola, et al., 2018).

Cuando se habla de flavonoides (Figura 4), se hace referencia compuestos con un
grupo aromatico y pigmentos heterociclicos que contienen oxigeno, ampliamente

distribuidos entre las plantas, constituyendo la mayoria de los colores amarillo, rojo y

O
1 .‘\\\

2

azul de las plantas y frutas (Sax, 1993).

3

OH
O

Figura 4. Estructura de flavonoide con numeracién y especificacion de cada heterociclo
Fuente: https://mundoasistencial.com/flavonoides/

Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo, como el de la

miel o el del oro (Espafiola, 2001).

Se pueden encontrar en abundancia en las uvas, manzanas, cebollas, cerezas, repollos;
ademas de ser parte del arbol Ginkgo biloba L., y la Camellia sinensis (L.) Kuntze. Al
ingerirlos se pueden obtener los beneficios de sus propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antitromboticas, antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y
antioxidantes. Los flavonoides ayudan al sistema nervioso en la proteccion contra

enfermedades neurodegenerativas (Jiménez, et al., 2009).
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2.6. Métodos de extraccidon de metabolitos secundarios.

Existen métodos que se han empleado para la extraccion de metabolitos secundarios,
entre estos se encuentran: extraccion con disolventes, destilacion a vacio, extraccion
con fluidos supercriticos, extraccion con Soxhlet, destilacion molecular, destilacion
por arrastre con vapor, extraccion asistida por ultrasonidos y extraccion por
maceracion (Ceron, et al., 2009; Pabdn, et al., 2013; Mariscal, et al., 2015; Villacis, et
al., 2017;). Es fundamental la seleccion adecuada de la técnica de extraccion, que se
debe aplicar en el estudio de un componente especifico en cualquier matriz (Nieto, et
al., 2013). Algunos autores resaltan que las extracciones desde medios acuosos son
maés eficientes a pH bajos (Lee, et al., 2007; Nieto, et al., 2013). La extraccion asistida
por ultrasonido ha sido una herramienta eficiente, simple y segura para realizar la
extraccion de metabolitos secundarios (Qjito, et al., 2012; Nieto, et al., 2013). Entre
las ventajas de este método estan: limpieza, seguridad, no inflamabilidad, no
corrosividad, no toxicidad, empleo de disolventes eco amigable, no contaminante y
libre de residuos perjudiciales (Martin, et al., 2011; Nieto, et al., 2013).

2.7. Métodos de analisis.

Para determinar los metabolitos como taninos y flavonoides se emplean, en el campo
de estudio, diferentes métodos como: Cromatografia Liquida de Alta Eficacia y
espectrofotometria UV/Vis (Kostennikova, 1983; Gutiérrez, et al., 2000; De la Rosa,
et al., 2012;). Para determinar flavonoides en las hojas de P. guajava se han estudiado
diferentes técnicas de andlisis como: cromatografia en capa fina (CCF), de gases (CG)
y de liquidos de alta eficacia (HPLC), asi como la espectrofotometria ultravioleta
visible (UV-Vis), la cual ha sido una de las que mas ampliamente se ha utilizado por
su sencillez y su bajo costo (Kostennikova, 1997; Gutiérrez, 2003; Fernandez, et al.,
2016).

La medida mas comun del contenido de fenoles totales se realiza utilizando el método
de Folin—Ciocalteau, que determina la capacidad que tienen los polifenoles para
reducir el Mo(VI) a Mo (V), como resultado de tal reaccién, el reactivo de color
amarillo adquiere un intenso color azul que se mide con el espectrofotdbmetro
(Singleton & Rossi, 1999).
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2.8. Actividad antifungica de extractos ricos en taninos y

flavonoides

Se investigd la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos metanolicos,
etandlicos e hidroalcoholicos de cuatro plantas del nororiente peruano: Cassia
reticulata (Willd.) H.S.Irwin and Barneby, (planta entera), llex guayusa Loes (hojas),
Piper lineatum Ruiz & Pav (hojas), y Terminalia catappa L. (hojas) y excepto T.
catappa (Amazonas). La actividad antimicrobiana se evalu6 mediante el método de
difusion en agar. Los microorganismos utilizados fueron las bacterias y los hongos C.

albicans, A. niger y Microsporum canis (E. Bodin) Langeron.

De doce extractos investigados; ocho (67%) presentaron actividad antimicrobiana
significativa frente a S. aureus y S. epidermidis y uno (8%) frente a E. coli. De doce
extractos investigados, diez (83%) presentaron actividad significativa frente a C.

albicans, y seis (50%) contra M. canis.

Los extractos con la mejor actividad antimicrobiana fueron los tres extractos del Piper
lineatum (R. & P.) Kunth; el extracto hidroalcohdlico de C. reticulata y el
hidroalcohélico de T. catappa (Ruiz, et al., 2009).

Con el extracto de O. Basilicum se pone de manifiesto que de las especies microbianas
estudiadas las mas sensibles resultaron ser la levadura C. albicans, el dermatofito T.

mentagrophytes (Hernandez, et al., 2001).

2.9. Métodos de evaluacion de la actividad antifungica.

En la actualidad se han utilizado diversos métodos para evaluar la actividad anti
fngica y antimicrobiana de sustancias sintéticas (Rojas, et al., 2005). Estos métodos
se aplican mucho en el &mbito hospitalario como el caso del método de difusion de
discos (PA, 1997; Phillips, 1998) el método de pozos en agar (Frobisher, 1974) y
método de dilucidon en tubos (turbidimétrico) (Wilcke, 1999) para encontrar no solo la
potencia sino la resistencia de algunos microorganismos a ciertos antibidticos
(Vizcano, et al., 2007).

Se han realizado estudios preliminares de evaluacién de la actividad antimicrobiana
del extracto fluido (preparado en etanol al 40 %) de las hojas del P. guajava y se ha

empleado el método de difusion en gel-perforacion en placa (De Garcia, et al, 1995).
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2.10. Diseno estadistico de mezclas.

Dependiendo el tipo de estudio, los disefios de experimentos se han clasificado en tres
categorias, atendiendo al tipo de problema que se pretende resolver con los mismos
(Fernandez, et al., 2008).

Los disefios experimentales de mezclas (DEM) poseen caracteristicas especiales; los
factores que influyen sobre la variable respuesta son faciles de modelar. EI DEM
permite aplicar el criterio de que la suma de las proporciones de los componentes es el
100% y que por ende la modificacion de un porcentaje afecta a los otros (Saltos, et al.,
2010; Napolitano, 2012).

En la industria alimentaria, del mismo modo que en la industria farmacéutica, han
venido aplicandose con éxito los disefios experimentales de mezclas para evaluar de
manera consistente y econdémica la influencia de cada uno de los componentes de la

mezcla en el producto final (Thompson, et al., 1968).

Diseno:
Completamente aleatorizados
Bloques al azar
Cuadrados latinos

Basados en el analisis de
varianza

Diseno:
Disefios Factoriales
Disefios compuestos centrales
Disefios con mezclas
Disefios mixtos
Disefios uniformes

Determinacion cuantitativa de Ial
influncia de los factores sobre la
variables respuestas

Categorias de disefio de experimentos

Determinacién de influencia
|_| cuantitativa y cualitativa de los Disefio:
factores sobre la variable Disefio multivariados
respuesta

Figura 5. Categorias de los disefios de experimentos para su estudio
Fuente: Manuel de disefio de mezcla (Fernandez, et al., 2008)

Para los productos alimenticios, tales como salsas, néctares o yogures, es muy
importante encontrar la mejor mezcla de los ingredientes utilizados en su elaboracion
(Cornell, 2002). También se han aplicado en pruebas de valoracién sensorial para
optimizar las proporciones de frutas diversas en bebidas de frutas y en otros productos
(Huor, 1981).
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CAPITULO 111
3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. LOCALIZACION

La investigacion se llevard a cabo en los laboratorios de Quimica y Biologia de la
Universidad Estatal Amazénica, ubicada en el kilometro 2 % de la via Puyo a Tena (Paso
Lateral) de la ciudad de Puyo, Pastaza, Ecuador.

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

El presente proyecto serd una investigacion de tipo aplicada, la cual se fundamentara en la

experimentacion.

3.3. METODOS DE INVESTIGACION

Se empleardn métodos cuantitativos que permitiran controlar las variables independientes,
se realizaran calculos numeéricos y analisis estadisticos para establecer modelos de

comportamiento.

3.4. DISENO DE LA INVESTIGACION

3.4.1. RECURSOS MATERIALES

EQUIPOS
o Balanza analitica ADAM. Alemania

« Balanza técnica THOMAS Scientific. TSXB4200C. Estados Unidos
 Bafio ultrasonico. BRANSON. Estados Unidos.

« Autoclave. Shanan. China

« Plancha de calentamiento. Boeco. Alemania

« Estufa. Barnstead. Estados Unidos.

o Bomba de vacio. GE Motors & Industrial System. Estados Unidos.
« Evaporador rotatorio. Biichi. Alemania

« Molino de cuchillas. Malla 1 mm. Thomas-Weley. Estados Unidos.
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INSTRUMENTOS

 Espectrofotdmetro UV-Vis Thermo Electron Corporation. Estados Unidos.

UTENSILIOS Y MATERIALES
o Micropipeta Eppendorf Research Plus 100 — 1000 pL. Alemania
« Micropipeta Eppendorf Research Plus 10 — 100 pL. Alemania
« Viales de pléastico. Eppendorf 1 mL
« Espatulas de laboratorio
o Cristaleria comun de laboratorio, incluido material volumétrico
e Cajas de Petride vidrio9x 1 cm
« Medio de cultivo PDA, Difco™, Francia.
« Cepas de los hongos A. niger y C. albicans.

« Material foliar pulverizado de guayaba, cedro y canela amazénica

REACTIVOS Y DISOLVENTES
Reactivo de Folin Ciocalteau. MERCK. Alemania

Agua destilada
Etanol, MERCK. Alemania

3.4.2. SELECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

Las especies vegetales: C. odorata, P. guajava y O. quixos, fueron recolectadas en la

Comunidad Puerto Santa Ana. Parroquia Madre Tierra. Canton Mera. Provincia Pastaza.

Se separ6 el material foliar, se lavd con agua corriente y agua destilada para eliminar
restos de materias extrafias y garantizar una adecuada limpieza. Se sometié a secado en
estufa a 60°C por 24 horas. Se redujo el tamafio de particula con una abertura de malla

de 1mm, para incrementar la superficie especifica de contacto.
3.4.3. OBTENCION DE EXTRACTOS ACUOSOS MEDIANTE

EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDOS, A PARTIR DE
SOLIDOS PULVERULENTOS DE C. odorata, P. guajava y O. quixos.

Se pesaron 4 g de los solidos pulverulentos, se colocaron en matraces de fondo redondo, se
afiadieron 400 mL de agua destilada y se extrajo en bafio ultrasénico a 60 °C y maxima
potencia, durante 30 minutos. Se empled la extraccion asistida por ultrasonidos para

lograr una mayor eficacia en la extraccién de los metabolitos activos de interés.
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Posteriormente se filtré a vacio y para una porcién del filtrado de 200 mL se redujo el
volumen en evaporador rotatorio a la mitad. La filtracion a vacio permitié recuperar la

totalidad de los extractos.

3.4.4. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES MEDIANTE
EL METODO DE FOLIN CIOCALTEAU

Se determind cuantitativamente el contenido de polifenoles en cada uno de los extractos y
los resultados se expresaron en g/L de extracto, a través de la expresion basada en el
modelo matematico de la curva de calibracion de acido galico (Bravo & et al, 2017),

siguiendo la siguiente formula (1).

_ (A+0,0028)%0,25
- 0,0734

¢ 1)

Donde:

C = concentracién en g/L

A = absorbancia de las disoluciones de muestras

0,25 = factor de dilucion

El resultado final fue expresado en gramos por cada 100 gramos de sélido pulverulento.
3.45. DISENO ESTADISTICO DE MEZCLAS PARA LA

OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DE LOS EXTRACTOS
ACUOSOS SOBRE LA BASE DE SU ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

Se utiliz6 un disefio: “Simplex-Lattice” (S-LD) (Goupy & Creighton, 2006; Cornell, 2011)
con vistas a generar los puntos experimentales para la actividad antifingica. En esta clase
de disefio, lo puntos experimentales estan simétricamente distribuidos y se obtiene una

ecuacion polinomial para representar la superficie de respuesta.

El efecto del S-LD sobre la actividad antifungica se analizd mediante una regresion
multiple de cuadrados minimos. Se emplearon ecuaciones de regresion multiple tipicas,

tales como:
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Modelo cuadrético:

Yy =Db1xXe+ boxXo+ b3* X3 + D12« X1+ X2 + D13 = X1« X3 + D23 = X2 » X3 (2)
Donde:
y = variable respuesta (radio de inhibicidn)

Xi = componentes de la mezcla bi, b, bijk, dij; coeficientes de la funcion de regresion
(Yolmeh, et al., 2017)

Los modelos utilizan una funcién polinomial de 3* grado para describir la superficie de
respuesta. La suma de cuadrados, la media cuadratica, los grados de libertad, la prueba F,
los valores de probabilidad, el coeficiente R? y R? ajustado, fueron se tuvieron en cuenta
para seleccionar el modelo estadistico apropiado (Goupy & Creighton, 2006; Cornell,

2011). Los puntos experimentales se presentan en la Tabla 4.

La variable respuesta fue el radio de inhibicion del crecimiento de los hongos C. albicans y

A. niger determinada por simple medicion mediante una regla (Pulido, et al., 2000).

Tabla 4. Disefio experimental de mezclas para la optimizacion de la actividad antifngica

O. quixos Lam. | P. guajava L. | C. odorata L.

Mezcla|  (A) (B) (©)

1 0 1 0

9 0 0 1

3 0 1 0

4 0,1667 0,6667 0,1667

5 1 0 0

6 05 05 0

7 0,6667 0,1667 0,1667

8 05 0 05

9 0,1667 0,1667 0,6667

10 0 0 1

11 0 0,5 0,5

12 0,3333 0,3333 0,3333

13 1 0 0

Fuente: Simplex-Lattice (Goupy & Creighton, 2006; Cornell, 2011)
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3.4.6. EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

Se utiliz6 una metodologia ampliamente informada (Engelmeier & Hadacek, 2006; Sierra-
Garcia, et al., 2012) para la evaluacion de la actividad antimicotica. El indculo fungico se
prepard en suspension de esporas de C. albicans y A. niger en concentraciones entre 1 x
10° y 1 x 107 conidios.mL? (conteo directo en camara de Neubauer). Se sembraron
cantidades de 0,1 mL de la suspension de esporas en cada caja de Petri (9 x 1 cm) con el
medio PDA vya solidificado, teniendo cuidado de cubrir toda el area superficial mediante un

hisopo.

El medio PDA se prepar6 a partir de 39 g para 1 000 mL de agua destilada, se sometio
a calentamiento y agitacion magnética, controlando la temperatura a 40 °C por 15

minutos.

Los tubos de ensayo, las cajas de Petri, el medio PDA, los hisopos y los discos
enumerados de acuerdo a las mezclas de cada extracto a ensayar, se sometieron a

esterilizacion en autoclave a 121 °C por 15 minutos.
a. METODO DE DIFUSION EN AGAR

Se colocaron los discos estériles de papel filtro de 7 mm de diametro, previamente
embebidos en cada una de las 13 mezclas de los extractos de P. guajava, C. odorata 'y O.
quixos, manualmente, con la ayuda de pinzas estériles, por triplicado, cuidando que
contacten perfectamente con la superficie del medio de cultivo y que la distancia
respecto al borde de la caja sea superior a 15 mm (Santiago, et al., 2003) Esta

colocacion se hizo en forma triangular y tratando de que los discos quedaran equidistantes.

Las cajas de Petri inoculadas se incubaron invertidas a 30 °C por tres dias y se midieron los
halos de inhibicion (diametros en mm) alrededor de los discos con la ayuda de una regla
sobre el reverso de la caja.

Durante todo el procedimiento se observaron todas las medidas de bioseguridad y
cuidado de la esterilidad, como, por ejemplo: desinfeccion de la superficie del area a
trabajar y el mantenimiento de dos mecheros de alcohol encendidos para no
contaminar (Santiago, et al., 2003).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS ESPERADOS

4.1. CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES

Se cuantificaron los polifenoles presentes en los tres extractos acuosos obtenidos con y sin
concentrar, sobre la base de materia seca, a partir del sélido pulverulento de cada material
vegetal (Tabla 5). Para P. guajava se observo el mayor valor en cuanto a la concentracién
de polifenoles totales con un valor medio de 3,8 g.100g™, seguido de C. odorata (1,9
g.100g?) y finalmente O. quixos (1,7 g.100g™).

Tabla 5. Polifenoles totales en los extractos acuosos de C. odorata, P. guajava y O. quixos

Muestra Absorbancia C (mg/L) E:mg/[r;edla C (g/100g) go(géle?g?; do
1,191 16,26

C. odorata 14,92 0,933 1,865
0,994 13,58
2,200 30,01

P. guajava 30,58 1,911 3,823
2,284 31,16
1,008 13,77

O. quixos 13,57 0,848 1,696
0,978 13,36

Fuente: Elaboracion propia 2018

Los resultados de concentracion obtenidos concuerdan con los informados en la literatura
por Bruni, 2003; Pérez & Medina, 2014; Mariscal, 2015, en dichos trabajos se reportan
contenidos de polifenoles totales entre 4 y 5 g.100g™* para C. odorata y entre 1,7 y 4,6
g.100g! para P. guajava.

4.2. OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DE LOS
EXTRACTOS ACUOSOS SOBRE LA BASE DE SU
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

En los experimentos realizados al doble de la concentracidon inicial, una vez concentrados
los extractos acuosos en evaporador rotatorio, arrojaron resultados positivos para C.
albicans y fue posible llevar a cabo el procedimiento estadistico de optimizacion de la
actividad antifungica sobre la base del radio de inhibicion (Tabla 6).
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Es importante sefialar que, desde hace algunos afios, se han publicado trabajos en los que
se describio el empleo de extractos de hojas de P. guajava, y se informaron halos de
inhibicién entre 11 y 22 mm para C. albicans, C. tropicalis, C. stelatoidea y C. krusei, con
lo que se demostrd que estos extractos presentaban una elevada capacidad de inhibir el

crecimiento de levaduras del género Candida (Alves, et al., 2006; Metwally, et al., 2010).

Para A. niger no ocurrié lo mismo pues los resultados fueron negativos. Esto también
concuerda con lo informado en alguna literatura reciente en trabajos realizados en otras

latitudes con extractos de C. odorata y P. guajava, (Huamani, 2005) (Figura 6).

(@) C. albicans (b) A. niger

Figura 6. Actividad antifungica sobre C. albicans (a) y A. niger (b)
Fuente: Elaboracion propia 2018

Cuando se llevaron a cabo los experimentos a la dosis méas baja, no se observo inhibicion
del crecimiento de los hongos en ninguno de los casos y eso coincide con estudios
realizados con un extracto fluido al 40 % (sobre la base de sélidos totales disueltos) de
P. guajava, y C. albicans mediante el método de difusion en agar (Martinez, et al.,
1997).

Luego del andlisis estadistico se observo que, dentro de los modelos propuestos, el mas
adecuado resultd ser el cuadratico. El ajuste fue significativo con un coeficiente de
determinacion (R?) igual a 0,9904 y el coeficiente de variacion 4,11%. Esto implica que el
99,04% de la variacion total en el estudio se atribuyo a las mezclas consideradas (Tabla 7).
El R? ajustado (0,9835) y el R? pronosticado (0,9676) tuvieron una diferencia menor a 0,2
(Anderson & Whitcomb, 2015).
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Tabla 6. Disefio experimental de mezclas para la optimizacion de la actividad antifingica
en extractos acuosos de C. odorata, P. guajava y O. quixos

O. quixos Lam. P.guajava L. C.odoratalL. Radio de inhibicion

Mezcla (A) (B) ©) (mm)
1 0 1 0 7,6
2 0 0 1 3,7
3 0 1 0 79
4 0,1667 0,6667 0,1667 6,9
5 1 0 0 33
6 0,5 0,5 0 59
7 0,6667 0,1667 0,1667 4,9
8 0,5 0 0,5 3,9
9 0,1667 0,1667 0,6667 4,8
10 0 0 1 34
11 0 0,5 0,5 6,0
12 0,3333 0,3333 0,3333 53
13 1 0 0 31

Fuente: Elaboracion propia 2018

La falta de ajuste resulto ser no significativa con un valor de p > 0,05, lo cual indica que el

modelo es adecuado para representar los datos experimentales con un nivel de confianza
del 95% (Whitcomb and Anderson, 2004).

Tabla 7. Modelos matematicos propuestos

R2 R2

Fuente S R>  Ajustado Pronosticado PRES

Linear 036 0961 09532 0,9279 2,34
Cuadratico 0,21 0,9904 0,9835 0,9676 1,05 Sugerido

Cubico 553 9905 0,081 0,9108 29

Especial

Cabico 0,26 0,9915  0,9745 0,1102 28.89

Cuartico »e 59915  0.9745 0,1102 28 89

Especial

Cuartico 019 09966  0,9864

Fuente: Elaboracion propia 2018
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La ecuacién, en términos de factores codificados, obtenidos a partir del analisis de

regresion resulto:
Yoou = 3,234+ 7,75B + 3,55C + 2,074B + 2,44AC + 1,56BC 3

Esta ecuacién puede ser utilizada para reconocer el efecto relativo de los factores
significativos mediante la comparacion de sus coeficientes, por ejemplo, resulta evidente

que el extracto de P. guajava, fue el de mayor efecto, con un valor de coeficiente de 7,75.
El orden de actividad antifungica de los extractos individuales seria

P. guajava > O. quixos = C. odorata. Esto es consistente con investigaciones realizadas en
afios recientes, en las que se demostrdé que los extractos y compuestos aislados de P.
guajava mostraron buenas actividades antiflngica frente a C. albicans (Metwally, et al.,
2010).

La ecuacion no codificada en términos de factores reales puede utilizarse para hacer

predicciones sobre la variable de respuesta en el intervalo considerado para cada factor.

La Figura 7 muestra la comparacion entre los valores de respuesta calculados por el
modelo y los valores de reales obtenidos a partir de los resultados experimentales. La
distribucion del gréafico confirma la capacidad del modelo para cubrir toda la gama de

experimentos estudiados.

Predicho

Residuos

P
.\j

==

Experimental Numero de Experimentos
(@) (b)
Figura 7. Relacién entre los datos de radio de inhibicion experimentales y calculados por
el modelo (a) y relacion entre nimero de experimento y residual (b)
Fuente: Elaboracion propia 2018
El valor F fue de 144,42 lo que implicé que el modelo fuera significativo. Los valores de

"Prob > F" inferiores a 0,0500 indicaron que los términos del modelo eran significativos
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(Tabla 8). En este caso, A, B, C, AB, AC fueron términos significativos del modelo. Los
valores superiores a 0,1000 indicaron que los términos del modelo no eran significativos,
como en el caso de la interaccion BC (P. guajava, con C. odorata). El "valor F de falta de
ajuste” fue 1,38 lo que evidencio que esta no fue significativa en relacién con el error puro
(Tabla 8).

Tabla 8. Resultados ANOVA para el modelo cuadratico sugerido

Fuente Suma de 1. Meopg Valor F Prob.>F
cuadrados cuadratica

Model 32,16 5 6,43 144,42 <0,0001 Significativo

Combinacion 31,20 2 15,60 350,33 < 0,0001

Lineal

AB 0,27 1 0,27 6,08 0,0431

AC 0,38 1 0,38 8,46 0,0227

BC 0,15 1 0,15 3,44 0,1062

Residuo 0,31 7 0,045

Faltade ajuste 0,20 4 0,050 1,38 04131 . No
significativo

Error Puro 0,11 3 0,037

Correlacién

Total 32,47 12

Fuente: Elaboracion propia 2018

En la Figura 8 se aprecian los graficos obtenidos a partir del analisis de los datos

experimentales mediante el software Desing Expert ver. 10.

Radio de inhibicién

k2 |
Prediction 7,57664|

1 0 1
B: Guayaba C: Cedro
Radio de inhibicion

Figura 8. Efecto de las mezclas en la actividad inhibitoria de C. albicans
Fuente: Elaboracion propia 2018
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A traves de la informacion gréafica se pudo observar la influencia de cada extracto sobre el
radio de inhibicion; en la medida en que aumentaba la proporcion en la mezcla del extracto
de P. guajava se increment6 la actividad inhibitoria, mientras que los extractos de O.

quixos y C. odorata presentaron efectos similares entre si dentro de las mezclas.

Mediante la aplicacion del disefio se analizaron todas las mezclas y se llevd a cabo un
proceso de optimizacion para determinar cuél de ellas resulté ser la de mayor actividad

inhibitoria en el intervalo de inhibicion 7,5 - 7,9 mm (Tabla 9).

Tabla 9. Mezclas resultantes con mayor inhibicion en C. albicans

Mezclas . S
Radio de inhibicién
O. quixos P.guajava C. odorata (mm)

0 1 0 7,753
0,016 0,984 0 7,713
0,033 0,967 0 7,672
0,048 0,952 0 7,632

0 0,94 0,06 7,589
0.067 0,932 0,001 17,577
0,086 0,914 0 7,527
0,003 0,914 0,084 7,514

Fuente: Elaboracion propia 2018

Los resultados del software sugirieron que era posible obtener una apreciable inhibicion de
C. albicans para las mezclas de los extractos. Si se comparara la actividad antifingica
encontrada para mezclas seleccionadas con la suma del aporte individual de cada
componente a la actividad final en cada una, se observaron incrementos entre un 5y un 10
%, lo cual es indicativo de una posible potenciacion de la accion o sinergismo (Calderon,
etal., 2016).

De esta manera, se tiene una mezcla optimizada de extractos acuosos de tres especies
vegetales amazdnicas: 6,7 % de extracto de O. quixos; 93,2 % de P. guajava 'y 0,1 % de C.
odorata, que puede ser utilizada como ingrediente farmacéutico activo herbario para el
control de C. albicans.
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CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

La extraccion asistida por ultrasonidos resultd eficaz para la obtencion de los
extractos acuosos de C. odorata, P. guajava, y O. quixos, pues se obtuvieron
rendimientos sobre la base de los polifenoles extraidos entre 2 y 4 g/100g de
solidos.

La actividad antifungica de las mezclas ensayadas result adecuada para el control
de C. albicans y se observo potenciacion de la accion en determinadas
proporciones, siendo la éptima la mezcla que contenia 6,7 % de O. quixos, 93,2 %
de P. guajava y 0,1 % de C. odorata. La mejor respuesta de extracto puro se obtuvo
para P. guajava.

El modelo cuadratico permitid describir de manera adecuada, con un buen ajuste, el
comportamiento del diametro de inhibicién, respecto a la actividad individual y
combinada de los extractos acuosos de C. odorata, P. guajava, y O. quixos.

Los extractos acuosos de C. odorata, P. guajava, y O. quixos, no resultaron

eficaces para el control de A. niger.
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5.2. RECOMENDACIONES

Evaluar la eficacia antagonica de los extractos obtenidos sobre otros hongos del
genero Aspergillus, asi como otros tipos de extractos de estas plantas
amazonicas sobre A. niger.

Formular un producto medicinal para el control de C. albicans que utilice como
ingrediente farmacéutico activo herbario la mezcla de extractos acuosos que
contiene 6,7 % de O. quixos, 93,2 % de P. guajava y 0,1 % de C. odorata.

Evaluar la efectividad de la formulacion obtenida a partir de la mezcla dptima en

condiciones de campo.
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