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2 Titulo

Actividad antimicética in vitro del aceite esencial de Cymbopogon citratus L. “hierba
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3 Resumen

En nuestra investigacion se evalud la actividad antifingica del aceite esencial de
Cymbopogon citratus L. “hierba luisa” sobre cepas de Candida albicans ATCC
10231. El trabajo fue bésico, in vitro, la muestra estuvo conformada por UFC
(Unidades Formadoras de Colonias) de Candida. El aceite esencial se obtuvo por el
método por arrastre con vapor de agua Yy la actividad in vitro mediante el método de
Kirby-Bauer. Se sembraron placas Petri con candida y se les enfrento con el aceite de
hierba luisa al 50, 75 y 100% diluido en DMSO. EIl parametro evaluado fueron los
halos de inhibicién antimicética y se utilizd como estandar farmacoldgico
terbinafina. Los resultados indicaron que el aceite esencial de hierba luisa al 50 %
presento baja actividad, aceite al 75% present0 actividad intermedia, mientras que
con el aceite puro la actividad antimicotica fue elevada. Se pudo concluir que el
aceite esencial de hierba luisa posee actividad antimicotica frente a Candida albicans.

Palabras clave: Efecto antimicotico, hierba luisa, Cymbopogon citratus L, Candida

albicans
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4 Abstract

In our investigation, the antifungal activity of the essential oil of Cymbopogon
citratus L. “hierba luisa” on strains of Candida albicans ATCC 102.31 was evaluated.
The work was basic, in vitro, the sample consisted of CFU (Colony Forming Units)
of Candida. The essential oil was obtained by the steam stripping method and the in
vitro activity by the Kirby-Bauer method. Petri dishes were seeded with candida and
confronted with lemon verbena oil at 50, 75 and 100% diluted in DMSO. The
parameter evaluated was the antifungal inhibition halos and terbinafine was shown as
the pharmacological standard. The results indicated that the 50% lemon verbena
essential oil presented low activity, the 75% oil presented intermediate activity, while
with the pure oil the antifungal activity was high. It was possible to conclude that the

essential oil of lemon verbena has antifungal activity against Candida albicans.

Keywords: Antifungal effect, lemon verbena, Cymbopogon citratus L, Candida

albicans
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5 Introduccién

Antecedentes y fundamentacion cientifica

Da Silva et al (2020) evaluaron el efecto antimicética del de limonaria frente a
Aspergillus brasiliensis en granos de maiz almacenados, se comprob6 que el aceite
esencial de limonaria evita el crecimiento de hongos como el Aspergillus
brasiliensis. Se empleo la prueba de microdilucién en placa, obsrvandose ausencia
del crecimiento fungico a concentraciones de 0,8 uL mL -1. Se concluy6 que no
Evidencia una diferencia significativa entre los tratamientos, durante el desarrollo de
la investigacion.

Sahal et al (2020) analizaron los efectos antiflngicos e inhibidores del aceite de
Cymbopogon citratus, se utilizaron biopeliculas de C. tropicalis en diferentes
biomateriales. Las pruebas antiflngicas para determinar las concentraciones minimas
inhibitorias y minimas fungicidas fueron evaluadas en método de dilucion en
microcaldo y la formacion de biopeliculas mediante un ensayo de unién de cristal
violeta. Concluyendo que el aceite de Cymbopogon citratus tiene potencial como
agente antifangico y antibiopelicula en prétesis de caucho de silicona y dispositivos
meédicos.

Por otro lado, Ortiz et al (2019). Busco comparar la efectividad del H20. frente
y Cymbopogon citratus (hierba Luisa) en estado puro frente a las cepas de Candida
albicans, se emplearon 45 placas inoculadas con cepas de Candida albicans, se
encontrd que la hierba luisa es efectiva frente a Candida en 93% de efectividad, el
peréxido alcalino en 100% de efectividad mientras que no fue efectivo con suero
fisioldgico.

Mientras que, Martinazzo et al (2019) informa que para evaluar la eficiencia
del aceite esencial de hierba limon (Cymbopogon citratus) en el control del
crecimiento del hongo Aspergillus flavus, utilizo pruebas in vitro demostrando que el
aceite esencial controlaba el hongo a partir de dosis de 0.6 uL/mL, pero la dosis de
1.0 uL/mL controlaba el 100% del crecimiento hasta el dia ocho de incubacion,
siendo la concentracion inhibitoria minima para el analisis de 0,9 pL/mL, tras la
evaluacion de los granos de maiz mostr6 un 100% de inhibicion del crecimiento

fangico.



Asi mismo. Kamsu et al (2019) Refieren que, los rendimientos de aceites
esenciales (AE) de Cinnamomum zeylanicum syn. C. verum y Cymbopogon citratus
extraidos por hidrodestilacion fueron 0,38% y 0,27% respectivamente. Su
composicion quimica obtenida por cromatografia de gases revelé que el AE de
canela se compone principalmente de tujanol (38,22 %) y acetato de cinamilo (24,67
%), mientras que el AE de hierba de limon se caracteriza por acetato de linalool
(41,29 %) y geraniol (32,15 %). Estos aceites inhibieron significativamente el
crecimiento del micelio y la germinacion de conidios.

De igual manera, Lili Zhao et al. (2019) analizaron muestras de Cymbopogon
citratus obtenidas de cinco hébitats diferentes entre frescas y secas. Al analizar los
aceites se obtuvo que o-Citral fue el componente mas alto en las diez muestras,
ademas se estudiaron los efectos de los AE de C. citratus de diferentes habitats contra
Botrytis cinérea, donde todos los AE tuvieron una buena inhibicion contra el
crecimiento micelial y la germinacion de esporas de B. cinerea in vitro.

Por otro lado, Syed et al (2018). Analizo el aceite esencial de Cymbopogon
citratus que tiene fitoconstituyentes como taninos, flavonoides, alcaloides y
metabolitos activos, La hierba de limon posee varias propiedades antimicrobianas,
para demostrarlo se utiliz6 solventes como etanol y metanol para su actividad
antifangica contra Aspergillus niger y colletotrichum musae, mientras que el extracto
etanolico de las hojas mostré mayor halo de inhibicién (10,90 mm) seguido de
extracto metanol de hojas frescas (10,20 mm) en Aspergillus niger mientras que la
menor zona de inhibicion se observo en extracto de hojas frescas de etanol (5,20
mm) en colletotrichum musae.

Mientras que, Pérez et al (2017). Evaluaron el efecto antifungico de los aceites
esenciales de hojas de Cymbopogon citratus (Limoncillo) frente a Colletotrichum
gloeosporioides, la actividad inhibitoria se realizO mediante la siembra directa en
agar papa-dextrosa-agar, verificandose el indice de inhibicién, el mayor porcentaje
antifangico se observé en limoncillo de Sincelejo con un valor del 97,77%; siendo el
citral el principal compuesto.

Chinchay & Vilchez (2022), evaluaron el efecto antimicotico del extracto
etanolico de las hojas de Cymbopogon citratus frente a Trichophyton rubrum ATCC

1344 La investigacion fue experimental, cuantitativo, prospectivo y transversal. Se
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empled el método de dilucion en pozo, se us6 como control farmacolégico al
fluconazol de 2 mg/ml y como control negativo alcohol de 96°. Los resultados
indican que el extracto en concentraciones del 25, 50 y 100%, en volumen de 20 pl
por pocitos, con cultivo de Trichophyton rubrum, mostran halosde inhibicion de 8.
9mm; 9.2mm y 9.9 mm respectivamente. Mientras que para el grupo que tiene
fluconazol el diametro fue 30.15mm y para etanol 96° 6.5mm. Se concluy6 que el
extracto en concentraciones de25, 50 y 100% presentan baja actividad antimicotica
frente al Trichophyton rubrum.

Camus et al (2021), evaludé la proteccion antimicotica del aceite esencial
Cymbopogon citratus frente a micosis ambiental utilizado en la conservacion
postcosecha de Fragaria vesca, su estudio fue experimental, explicativa y
longitudinal. Donde se demostraron que el aceite esencial de cymbopogon citratus a
dosis de 125 ppm protege la postcosecha frente a hongos ambientales como botrytis
cinérea sp.

Asi mismo, Tantalean, (2019), evalud la actividad antimicotica de la hierba
luisa y la ufia de gato frente a Candida albicans ATCC 90028. La investigacion fue
experimental in vio y se utilizé el método de dilucion en placa, usando como medio
de cultivo agar y se probaron los tratamientos con aceite esencial de hierba luisa
diluido en dimetilsulfoxido-DMSO y extracto etanolico de ufia de gato y como
estandar farmacologico nistatina. Se encontrd que el aceite esencial de hierbaluisa
presente mayor actividad antifngica que el extracto alcoh6lico de corteza de ufia de
gato.

Asi también, Moreno (2018). Evalué el efecto sinérgico del aceite esencial de
Cymbopogon citratus sobre la actividad de oxacilina, clindamicina y cotrimoxazol
frente a S. aureus. Se empled el método de difusién en agar y el pardmetro
considerado fueel de halo de inhibicién Se encontré que el diametro de los halos
inhibicidn para todos los tratamientos fueron superiores al antibiético, indicando que

existe sinergismo entre sus componentes.



Fundamentacion cientifica

Epidemiologicamente la micosis ha variado constantemente existiendo mas de
cien mil especies de hongos en la naturaleza, de los cuales 200 causan enfermedades
micoticas, 20 causan una micosis generalizadas y cutaneas y 12 causan una micosis
subcutanea grave. Y los diversos factores como el aumento de casos de cancer y el
uso requerido de quimioterapia o radiacion generan que se debilite del sistema
inmunoldgico, al igual que en pacientes portadores de VIH, entre otras, dejando asi
un facil acceso a las enfermedades como la micosis. (Zapata Carcamo, L. 2000)

Asi también Mejia et al., (2013) refiere que las micosis superficial es la mas
frecuente en seres humanos, afectando entre un 20 - 25 % de la poblacion a nivel
mundial y va incrementandose cada dia, por ello es importante conocer que los
dermatofitos que afectan a los humanos pueden variar de acuerdo a habitad y por ello
producir diferentes infecciones como epidermomicosis, tricomicosis y onicomicosis,
dichas infecciones estan influenciado por factores como edad, sexo, estilo de vida,
practicas culturales, condiciones socioeconomicas, etc. (Zapata, 2000).

La candidiasis es una enfermedad que por lo menos una vez en la vida va a
afectar al hombre, dentro de ellas la candida albicans, que afecta a la piel, boca y
genitales ocasionando manchas rojas, blanguecinas, escozor e irritacién (Revankar,
2021).

De acuerdo con (Vircell, 2022) la Candida albicans pertenece a la familia
Phylum Ascomycota, presentndo pseudohifas, hifas y blastoconidios subesféricos.
Puede llegar a colonizar zonas como tracto digestivo, tracto respiratorio y la vagina
en humanos. Incluso puede infectar membranas como las mucosas, las ufias y la piel.
La candida es una levadura que puede llegar a vivir en casi todo nuestro organismo,
en personas sanas el sistema inmunologico lo mantiene controlada, pero el uso de
antibidticos o que la persona se enferme provoca que el hongo se multiplique y
genere una infeccion.

Existe tipos de candidiasis entre ellas tenemos a la candidiasis cutanea y en ella
encontramos a la onicomicosis candidiasica, caracterizada por presentar proceso de
inflamacion dolorosa ubicado en el reborde periungueal, ademas de presentar

secrecion purulenta, y los Intertrigos candidiasicos, que pueden afectar pliegues
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como las axilas, la ingle, el pliegue interglateo, etc. Aqui la piel se torna enrojecida,
con edemas, inclusive se puede apreciar zona vesiculo-pustulosos, adicionalmente se
puede observar prurito intenso y quemazon. (Gil Sanchez, P. 2022)

También tenemos candidiasis de mucosas, este tipo de candidiasis presenta
placas de color blanco, cremoso que puede aparecer al dorso de la lengua, a nivel del
paladar, en la mucosa gingival y en la zona genital, que cuando se desprenden
exponen una mucosa congestiva, de color rojo y la infeccion genito-perianal con un
20-30% de infecciones vaginales, con enrojecimiento y edema de la parte genital,
con sintomas de quemazén y prurito, los mismos que también pueden aparecer en el
sexo masculino (Gil Sanchez, P. 2022)

El diagnostico temprano y acertado de la enfermedad, el establecer el tipo de
candidiasis que presenta hace que el uso de farmacos apropiados controle mas
eficazmente la enfermedad; existe tratamiento tanto a nivel dérmico como sistémico,
se pueden llegar a utilizar ambos tratamientos al mismo tiempo, los farmacos
dérmicos se aplican directamente en la zona afectada, se puede emplear nistatina,
clotrimazol, miconazol, terbinafina o ketoconazol Y los Farmacos antifingico
sistémicos pueden utilizarse por via oral o parenteral dependiendo si la infeccién es
grave, entre estos tenemos al Terbinafina o itraconazol por via oral y los
caspofungina, anidulafungina, anfotericina B o micafungina administradas por via
intravenosa. (Revankar, 2021).

Por otro lado, (Morillo et al 2018) nos dice que actualmente existen muchos
tratamientos antimicéticos, debido a eso hay una gran resistencia a estos
medicamentos, por ello el interés de obtener nuevas fuentes para combatir este
patdgeno, encontrando en la naturaleza la fuente de nuevas alternativas, como los
aceites esenciales de especies vegetales, dentro de ellos el citral con efecto
antimicotico, antibacteriano, antimutagénico, antioxidante y antiinflamatorio. (Zhao
etal., 2019)

Debido a que muchas enfermedades e infecciones han generado resistencia a
los medicamentos, como antibidticos o antifungico tradicionales, que podrian
producir toxicidad por su uso continuo, por tal motivo el interés de buscar
medicamentos que puedan suplir a los farmacos sintéticos encontrando una

alternativa en la medicina tradicional. (Wen et al., 2011)



Las esencias 0 aceites esenciales extraidos de algunas plantas, presentan una
compleja mezcla de elementos aromaticos que la dan el olor distintivo a cada planta.
Presentan abundantes acciones farmacoldgicas, pues son empleados en perfumeria,
cosmética, industria farmacéutica, etc. Los aceites esenciales representan el 0.1-1%
del peso total de la planta. Recién destilados son incoloros, pero al exponerse al
medio ambiente se oxidan y se resinifican tomando un color amarillo oscuro (Lopez,
2004).

Existen muchos métodos para la extraccion de aceites esenciales, siendo el mas
utilizado la destilacién por arrastre de vapor de agua. Este método se utiliza en la
industria gracias a las ventajas que posee en comparacién con otros métodos, algunas
de sus ventajas son que no requieren de equipos muy sofisticados y al solo utilizar
agua la materia prima no requiere solventes quimicos eso garantiza una buena
calidad del aceite esencial. (Patifio et al., 2014).

El Cymbopogon citratus, cominmente como hierba luisa es una graminea,
cultivado en paises subtropicales y tropicales. Lo usa tradicionalmente como té o
infusion aromatica y se emplea en la medicina tradicional en muchas partes del
mundo Morillo & Balseca en el 2018 refieren que el citral le brinda efectos
antimicrobianos y antifungicos. (Vazquez et al. 2017; Cardenas, 2014).

Taxonomia
e Reino. : Plantae.
e Familia. : Poaceae (Graminae).
e Género : Cymbopogon.
e Especie. : Cymbopogon citratus.
e Origen. . Sur este asiatico (Cardenas, 2014)

El aceite esencial puede obtenerse de cualquier parte de la planta, ya sea de una
muestra fresca 0 una muestra seca. Dentro de su composicion quimica encontramos:
Z-citral (neral) en un 31.15%, E-citral (Geranial) en un 43.37%, Limoneno en un
15.59%, Geraniol en un 4. 74%, Linalool en un 1.10% y el Acetato de Geraniol en un
0.64%. (Mesa et al 2013).

Los componentes principales son el citronelol y geraniol, son antisépticos y le

confieren propiedades bactericidas y fungistaticas. Donde el volumen de aceite



esencial obtenido suele variar dependiendo el mes y la estacion del afio, siendo los
meses de mas soleados donde la planta produce mayor aceite esencial. (Cardenas,
2014)

El aceite esencial se obtendra por el método por arrastre de vapor de agua, es
un método que nos permite obtener aceite esencial de buena calidad, para este
método se utilizara muestra vegetal fresco, previamente desinfectada y de
aproximadamente 2 cm de diametro para facilitar su extraccion, luego se recomienda
colocarlo en un frasco de vidrio ambar para evitar su oxidacion. (Patifio et al., 2014).

Posteriormente se utiliza el método de disco difusion o kirby-Bauer, el cual nos
permitira evaluar la sensibilidad de la Candida albicans a las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Hierba Luisa, para ello se medira el halo de
inhibicidén que presente la muestra biologica luego de su incubacion por 48 horas,

tiempo necesario para que el microrganismo se desarrolle. (Cantén et al., 2007).



Justificacion de la investigacion

Se justifica tedricamente ya que aportard con conocimientos basicos sobre
nuevas alternativas de tratamiento antimicético, que ayuden a controlar eficazmente
al principal patdégeno causante de candidiasis como lo es la céndida albicans,
actualmente debido al uso prolongado de tratamientos para combatir esta enfermedad
ha generado una resistencia a muchos antimicéticos, haciendo cada dia mas dificil

controlar la enfermedad. (Morillo et al 2018).

También se justifica de manera metodoldgica, ya que pondré a disposicion un
instrumento para recolectar informacion relacionada a determinar el efecto antifngico

de Cymbopogon citratus L. “hierba luisa”.

Se justifica de manera social ya que permitird ofrecer una alternativa
medicinal de tratamiento al alcance de la poblacion, ya que los productos
medicinales y las terapias son muy costosas, por determinar el efecto antifingico del
aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus) sobre cepas Candida albicans,

teniendo en cuenta que esta planta es de facil adquisicion.

Problema
¢Qué actividad “in vitro” tendrd el aceite esencial de Cymbopogon citratus L.

“hierba luisa” sobre c&ndida albicans ATCC 10231, comparado con Terbinafina?



Conceptualizacion y operacionalizacion de las variables

Definicion conceptual de la

variable

Dimensiones

Indicadores

Escala

Aceite esencial: Son
sustancias liquidas volatiles
que se obtienen de las plantas
sobre todo de flores y hojas,
donde por métodos como el
de arrastre con vapor de agua.
Estos aceites tienen multiples
usos en la  cosmeética,
farmacia y alimentos
(Martinez, 2003).

Diluciones de
aceite esencial
(AE)

e AE-50%.
e AE-75%.
e AE-100%.

Ordinal

Actividad antimicoética. Los
antifungicos son
medicamentos utilizados para
tratar la micosis sistémica y
superficial debido a Ila
presencia de agentes
patdbgenos 'y  oportunistas
(Bonifaz, 2015)

Diametro del
halo de
inhibicién

e Sumamente

sensible

e Muy sensible
e Sensible
e Nula

Diametro del halo
de inhibicion:

e >20mm

e >14<20mm

o >8mm <I14mm
e <8mm

De
intervalo




Hipotesis

En base a los estudios realizados y publicados en la actualidad, el aceite

esencial de Cymbopogon citratus L. debe mostrar una actividad antimicética

importante sobre cepas de candida albicans ATCC 10231

Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la actividad antimicética “in vitro” del aceite esencial de Cymbopogon

citratus L. “hierba luisa” comparado con la terbinafina sobre candida albicans.

ATCC 10231.

Objetivos especificos:

1.

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de
Cymbopogon citratus L. “hierba luisa” obtenido por arrastre de vapor.
Determinar la actividad antimicética del aceite esencial de Cymbopogon
citratus L. a las concentraciones de 50, 75 y 100% sobre candida albicans,
ATCC 10231 en estudio in vitro

Determinar la actividad antimicotica del medicamento patrén “terbinafina”
sobre Candida albicans, ATCC 10231 en estudio in vitro.

Comparar la actividad antimicotica del aceite esencial de Cymbopogon
citratus L. y del medicamento patron “terbinafina” sobre candida albicans
ATCC 10231 en estudio in vitro.
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6

Metodologia

Tipo y disefio de investigacion

Tipo de investigacion:

Es una investigacion basica porque nos permite obtener conocimiento
cientifico a partir del cual pueden seguir otras investigaciones brindando de
esta manera la posibilidad de contribuir a dar solucion a micosis resistentes a
los farmacos antimicoticos clésicos. (SINACYT Pert 2022)

Cuasi experimental y enfoque cuantitativo

En este estudio se manipulard la variable de la investigacion y la actividad
antimicética de los aceites esenciales se puede cuantificar mediante la
medicién del didmetro de inhibicion (Veiga de cabo et al 2008)

Disefio de investigacion:

G-1 CONTROL 01
G-2 TRATAMIENTO 1 02
G-3 TRATAMIENTO 2 03
G-4 TRATAMIENTO 3 04
G-5 TERBINAFINA 05

Donde:

GE: Grupo experimental

TRATAMIENTOS G1-G4: Diferentes concentraciones del aceite esencial de
hojas de Cymbopogon citratus L.

G-5: control positivo: Terbinafina

0: Observaciones del didmetro del halo de inhibicion

11



b)

Poblacion, muestra'y muestreo

Poblacion

Las poblaciones dependiendo la investigacion puede estar conformado por
juicios, personas, maquinas, etc., los mismos que tiene afinidad en algin o

algunos aspectos que son de interés del investigador (Arias, et al., 2016).

La poblacion estara conformada por todos los cultivos de Candida albicans
ATCC 10231.

Criterios de inclusion
e Placas petri sembradas adecuadamente con cepas de Candida albicans
ATCC 10231.
e Placas petri con el contenido de Agar Sabouraud dextrosa y el contenido
del aceite esencial Cymbopogon citratus L que muestran inhibicion
antifangica (ausencia o presencia de halos de inhibicion)

e Placas petri que no presenten contaminacion por otros microorganismos.

Criterios de exclusion
e No son tomadas en cuenta aquellas placas petri que presenten

contaminacion después de su incubacion.

Muestra

La muestra esta representada por un grupo de unidades de una poblacion, los
mismos que cumplen ciertos criterios de inclusion y exclusion, deben estar en
una cantidad representativa y es factible de precisar sus caracteristicas durante
la elaboracién del plan de investigacién (Hernandez, et al., 2014). La muestra
estard conformada 10 kg de Cymbopogon citratus L. “hierba luisa”, una crema

de terbinafina y microorganismo de Candida albicans ATCC
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Técnica de muestreo

Segun Kinnear y Taylor, (1998), el muestreo puede ser probabilistico y no
probabilistico; el muestreo probabilistico es cuando cada uno de los individuos
que conforman una poblacion tiene la posibilidad de ser seleccionado para la
ejecucion de la actividad a investigar. Por tanto, éste estudio considerara al
muestreo probabilistico, ya que todos los especimenes tuvieron la posibilidad

de ser seleccionados y formar parte del estudio.

Técnicas e instrumentos de investigacion

Obtencidn del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus L.

e Las hojas de hierba luisa fueron adquiridas del mercado de abastos
“La Hermelinda” ubicado en la ciudad de Trujillo.

e La muestra vegetal consistente en hojas fue lavada y desinfectada.

e La planta fue cortada en trozos de 15 cm aproximadamente.

e Se armo el destilador por arrastre de vapor con agua.

e Se llen6 la camara de generacion de vapor con 12 litros de agua
potable.

e La camara de extraccion se llend con los 10 kilogramos de muestra
vegetal.

e Se proporciono calor a la cdmara de generacion de vapor y se procedid
a obtener el aceite esencial.

o El destilado se recogio en un florentino.

e Terminada la destilacion se traslado el contenido del florentino a un
embudo de separacion.

e Se dejo en reposo por unas horas hasta la separacion del hidrolato y el
aceite esencial por tener diferente densidad.

e Se separo el aceite esencial de Cymbopogon citratus L.
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e El aceite esencial de Cymbopogon citratus L. se secd, para eliminar

toda el agua.

e El aceite obtenido se almacend en frasco de vidrio &mbar para evitar

su oxidacion. (Patifio et al 2014).

Preparacion de las diluciones de trabajo

Se seguira el siguiente esquema:

N Volumen de aceite _Voll.Jmen,d_e
Diluciones dimetilsulféxido
(ul) (ul)
50% 500 500
75% 750 250
100% 1000 0

Activacion de la cepa de Candida albicans

Se utilizé una muestra de la cepa de albicans ATCC 10231 y se
form6 un indéculo en un tubo de ensayo, conteniendo 10 mL de
caldo de cultivo Sabouraud.

Posteriormente el tubo se incub6 por 24 horas a 37 °C.

El cambio de la opalescencia de la solucion, de transparente a
turbia, muestra la viabilidad de cepa de Candida albicans,

A partir de este caldo se procedié a sembrar en agar Sabouraud
para aislar el microorganismo.

Se realizd la incubacidn a 37 °C x 24 horas

Preparacion del inoculo

Con el asa bacteriologica se tomaron 5 colonias.

Esta muestra se suspendio en 3 ml de suero fisiologico al 0.9 %.

El inoculo se estandarizo utilizando la escala de McFarland al 0.5
(1.5 x 108 UFC/ml),
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e Después de 15 min, posterior de ajustar la turbidez se siembran las
placas haciendo uso de un hisopo estéril.

e Seinocula la placa y se deja secar a temperatura ambiente por un
tiempo promedio de 5 min, y se procedid a colocar los discos de
difusion con las diferentes diluciones. (Cantén Lacasa et al 2007).

Colocacion de discos de difusion e incubacion

Con una pinza estéril se colocaron 5 discos embebidos cada uno con 20 pl de
cada sustancia en estudio en la superficie del agar Sabouraud.
Se incubaran las placas petri invertidas a 37°C por 48 horas, tiempo necesario

para el crecimiento de microorganismos y la formacion de halos de inhibicion.

Lectura de los halos de inhibicion

Después de pasar el tiempo de incubacion, se examin6 cada placa y se procede
a dar lectura a los diametros de los halos de inhibicion, midiéndolos cada uno
en milimetros (mm) con la ayuda de regla, cada zona medida demuestra que su
tamafio va directamente proporcional a la efectividad de la concentracién del

aceite esencial de hierba luisa.

Confiabilidad y validez del instrumento

Bajo el respaldo de los Métodos estandarizados por el CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) para el estudio de la sensibilidad a los

antifngicos mediante el estandar M27-A3, M38-A y M44-A. Fueron

realizados todos los procedimientos técnicos.
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d)

Procesamiento y analisis de la informacion

Los valores de los halos de inhibicion Se colocaron en una hoja Excel 2016.
Posteriormente, luego se procesaron con el software SPSS version 25. Se
analizaron la normalidad de los datosa traves de la prueba de Shapiro-Wilk.
Asimismo, los datos seran analizados con pruebas paramétricas, aplicando el
analisisde varianzay, asumiendo medias diferenciadas, se realizo la prueba post
hoc HSD Tukey. (Guerra, 2014)
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7 Resultados

Tabla 1l

Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de “hierba luisa”.

Parametros Resultado
Color Amarillo claro
Olor Sui generis
Sabor Astringente
Aspecto Transparente, Fluido
Solubilidad en aceite mineral Soluble en proporcién 1:1

Solubilidad en agua Parcialmente Soluble en proporcion

1:10
Solubilidad en etanol al 70 % Soluble en proporcién 1:1
pH 4.992 +0.0287424
Densidad 0.981 + 0.03242 g/cm3
indice de refraccion. 1.42 + 0.002542
indice de acidez 0.899 + 0.3574 mg KOH/qg

En la tabla 1, se muestran las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de
hierba luisa, donde los caracteres organolépticos muestran que el aceite fue de color
amarillo claro, olor caracteristico, sabor astringente, con aspecto transparente y
fluido, soluble en aceite mineral y en etanol al 70 %, parcialmente soluble en agua,
ligeramente &cido, densidad de 0.981 g/cm?3, un indice de refraccion de 1.42 y un
indice de acidez de 0.899 mg KOH/g.
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Tabla 2

Valores promedio de los halos de inhibicién al evaluar la actividad antifungica del

aceite esencial de Cymbopogon citratus L. “hierba luisa” sobre Candida albicans
ATCC 10231.

Tamarnio del halo de inhibicion (mm)

Concentracion

Aceite esencial de Farmaco patrén
hierba luisa. (Terbinafina).
50% 12.50 £ 1.37
75% 31.00+1.78
100% 40.66 + 2.06
Terbinafina. 3416 +1.72

En la Tabla 2 se muestran el didmetro de los halos de inhibicion con seis repeticiones
por grupo y del patron Terbinafina, encontrandose un promedio de tamafio de halo de
inhibicion de 12.50 mm para aceite al 50%, 31 mm para aceite al 75% y 40.66 mm

para aceite 100%, mientras que para la Terbinafina fue de 34.16%.
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Tabla 3

Determinacion de la actividad antifingica del aceite esencial de Cymbopogon
citratus L. “hierba luisa”, 50%, 75% y 100 % sobre Candida albicans ATCC 10231.

ANOVA
Cymbopogon citratus L.
Fuente de Suma de Media = si
variacion cuadrados g cuadratica g
Entre grupos 2458.11 17 1229.06 393.65 0.00
Dentro de 46.83 15 3.12
grupos
Total 2504.94444 18
POST ANOVA
HDS Tukey Ta=2.65
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
HL 50 % 6 18.5 28.2
HL 75 % 6 9.7
HL 100 % 6
Sig 0.00 0.00 0.00

En la Tabla 3 se observa que el valor obtenido de es F = 393.65 (prueba estadistica
Fisher) con significancia del ANOVA de sig. = 0,000, menor al 5% (p < 0.05),
quedando demostrado estadisticamente que exite efecto antifingico del aceite
esencial de Cymbopogon citratus L. sobre Candida albicans ATCC 10231 in vitro.
También la prueba de Tukey toma las concentraciones de los aceites esenciales en

tres grupos distintos, en el que el aceite al 100% es mas efectivo.
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Tabla 4

Comparacion de la actividad antifangica entre el aceite esencial de Cymbopogon
citratus L. “hierba luisa”, 50%, 75% y 100 % y el medicamento patron
“Terbinafina” sobre Candida albicans ATCC 10231.

ANOVA
Cymbopogon citratus L. Vs Terbinafina
Fuente de Suma de Media F si
variacion  cuadrados cuadratica '9
Entre grupos  2626.17 3.00 1229.06 283.91 0.00
Dentrode ¢, g7 20.00 3.08
grupos
Total 2687.8333 23
POST ANOVA
HDS Tukey Ta=2.84
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
HL 50 % 6 18.5 28.17 21.67
HL 75 % 6 9.67 3.17
HL 100 % 6 6.5
Terbinafina 6
Sig 0.00 0.00 0.00 0.03

En la Tabla 4 se muestra el valor F es de 283.91 (prueba estadistica Fisher) con nivel
de significancia sig. = 0,000 menor al 5% (p < 0.05), evidenciando que existe
activdad antifungica, por tanto, de las cuatro muestras de aceite esencial, el aceite al

100% es mas efectivo.
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8  Andlisis y discusion

En la presente investigacion se hallo el didmetro promedio del halo de
inhibicidn del aceite esencial de Cymbopogon citratus L. “hierba luisa”, a diversas
concentraciones, el aceite al 50% mostr6 un halo de 12.50 mm. Que comparado con
lo reportado por la Clinical and Laboratory Estandar Institute, (2017), quien
considera halos de inhibicion < 13mm son resistentes, lograndose observar que el
aceite esencial de Cymbopogon citratus L. al 50% no posee efecto antifingico sobre
la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

El halo de inhibicion del aceite esencial hierba luisa al 50% fue de 12.50 mm,
que al compararlo con CLSI que considera como Intermedio la formacion de halos
de inhibicion dentro del rango de 14-16 mm, siendo el promedio de 12.50 mm, este
valor no alcanza para considerar como efectiva la actividad antifingica del aceite
frente a Candida albicans ATCC 10231.

Los promedios de los halos de inhibicion del aceite de hierba luisa, a
concentraciones del 75% fue 31 mm, mientras que para concentraciones de 100% fue
de 40.6 mm. Al comparar estos valores con CLSI, quienes establecen efectiva o
sensible de halos de inhibiciéon > 17mm, por lo tanto, ambas concentraciones tienen

accion antifangica sobre la cepa de Candida albicans ATCC 10231.

En la Tabla 2, se observa que el aceite esencial de hierba luisa a
concentraciones del 75 y 100%, tienen una efectividad similar ya que se logr6 un
halo de inhibicion de 31.0 mm con aceite al 75% y 40.6 mm con aceite esencial puro,
mientras que para terbinafina se obtuvo un halo de inhibicion del 34.16 mm. Que de
acuerdo con CLSI considera que el microorganismo es sensible si el halo de

inhibicion es > 17mm.

La Tabla 2 se puede observar que la actividad antifungica frente a Candida
albicans ATCC 10231 del aceite esencial de hierba luisa, es dosis-dependiente, ya
gue a mayor concentracién existe mayor actividad antimicética, dichos resultados

coinciden con los reportados por Macedo y Mejia (2019).
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Asi mismo en la Tabla 2, se observa que las tres concentraciones de aceite
esencial de hierba Luisa ensayadas muestran actividad antifungica frente a las cepas
de Candida albicans siendo inclusive mejor que el estandar farmacoldgico

Terbinafina. Lo que fue corroborado por el andlisis estadistico mostrado en la tabla 4.

El aceite esencial de hierba luisa a dosis de 50 % no presentd eficacia
antifngica frente a Candida albicans ya que se observd sélo un halo de inhibicién
de 12.5 mm, siendo considerado resistente al obtenerse halos menores a 13 mm
segun CLSI. Cuando los resultados difieren por los valores reportados, como en la
investigacion de Shebi, Geetha y Thangavelu (2019) en el que el aceite esencial de
hierba luisa a la concentracion de 50ul obtuvo un halo de inhibicion de 29 mm.

El aceite puro de hierba luisa reporto un tamafio de halo de inhibicion de 40.6
mm de didmetro y el de Terbinafina fue de 34.16 mm, cuyos valores se asemejan con
los reportados por Shebi, Geetha y Thangavelu (2019), quien al evaluar también el
aceite esencial de hierba luisa a una concentracion de 100ul, logré obtener un halo de

inhibicién maxima de 38 mm.

También Macedo y Mejia (2019) evaluaron la actividad antifangica del
extracto de hierba luisa frente a Candida albicans, se ensayaron concentraciones de
5, 25, 50, 75 y 100%, mediante el método de discos de Kirby-Bauer. Donde el
extracto de hierba luisa al 100% gener6 un halo de inhibicién promedio de 17.4 mm,
concluyendo que el extracto etanolico de hierba luisa es eficaz frente a la Candida
albicans, ademéas se verificd que el extracto de hierba luisa mostré ser dosis
dependiente.
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Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

1.

El aceite esencial de Cymbopogon citratus L. (hierba luisa) obtenido por
arrastre de vapor es de color amarillo claro, de sabor astringente, de olor
caracteristico y es una sustancia liquida, fluida y transparente.

El aceite esencial de Cymbopogon citratus L. (hierba luisa) obtenido por
arrastre de vapor es completamente soluble (1:1) en aceite mineral y en
etanol al 70 % (1:1), es parcialmente soluble en agua (1:10), es
ligeramente &cido (pH 4.992), con una densidad de 0.981 g/cm?, un IR de
1.42 y un indice de acidez de 0.899 mg KOH/g.

El aceite esencial de Cymbopogon citratus L. (hierba luisa) al 50 % mostr
una baja actividad antifungica sobre Candida albicans. A la concentracion
de 75% tuvo una actividad intermedia y la concentracién al 100% tuvo una
actividad alta.

El Terbinafina posee elevada actividad antimicética sobre Candida
albicans.

El aceite esencial de Cymbopogon citratus L. “hierba luisa” al 75% tiene
un efecto antifungico similar al Terbinafina y al 100% fue mas efectivo
que el Terbinafina sobre Candida albicans.
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Recomendaciones

1.

Se recomienda continuar la investigacion sobre la actividad antifungica
del aceite esencial de Cymbopogon citratus L. “hierba luisa” sobre otras

cepas fungicas, sobre todo aquellas que afectan a la piel.

Realizar més estudios sobre los aceites esenciales, especialmente sobre
el aceite esencial de Cymbopogon citratus L. “hierba luisa”, no solo

como agentes antifingicos. sino también, como antibacterianos.
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12  Anexos

Anexo 1

Autorizacion de la institucion donde se va a realizar la recoleccion de los datos
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mi tesis titulada “Actividad antimicética in vitro del aceite esencial de Hierba Luisa
(Cymbopogon citratus L.) Comparado con terbinafina sobre Candida albicans
ATCC 10231. Trujillo 2022”. Por ello pido a usted me autorice utilizar los ambientes
de su laboratorio y de las facilidades para la ejecuciéon y culminaciéon de la misma.
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Anexo 2

Ficha de recoleccion de datos

DILUCION N° Halo Diametro (mm)
Halo 1 12
Halo 2 14
Halo 3 14
S0% Halo 4 11
Halo 5 13
Halo 6 11
Halo 1 29
Halo 2 32
Halo 3 30
5% Halo 4 31
Halo 5 34
Halo 6 30
Halo 1 40
Halo 2 39
Halo 3 38
100% Halo 4 43
Halo 5 41
Halo 6 43
Halo 1 33
Halo 2 33
o Halo 3 32
Terbinafina Halo 4 36
Halo 5 35
Halo 6 36
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Anexo 3

Matriz de consistencia

PROBLEMA VARIABLES OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA

Objetivo General:

Evaluar la actividad

antimicotica “in vitro” del

aceite esencial de

Cymbopogon citratus L.

“hierba luisa” comparando con

la Terbinafina sobre candida

albicans. ATCC 10231.

Obijetivos Especificos:

1. Determinar las

caracteristicas fisicoquimicas Tipo: basica

del aceite esencial de Expe.rimentall.

Cymbopogon citratus L.

“hierba luisa” obtenido por En ba.se alos Disefio:

p estudios Iseno:
¢Qué actividad arrastre de vapor. realizados y ((j:uaafexperlment.al Y
“in vitro” tendra 2 D . publicados en la & enfoque cuantitativo.
. . . eterminar la .

el aceite esencial . S | actualidad, el Poblacion v Muestra:
de Cymbopogon aCt'_V'dad an.tlmlcotlca de aceite esencial de C q y did )
citratus L. aceite esencial de Cymbopogon I‘E)Pas € candi a2
“hierba luisa” | Aceite esencial | Cymbopogon citratus L. a las | citratus L. debe | 2101¢ans ATCC10231.
sobre candida concentraciones de 50. 75 y mostrar una Metodologfa:

albicans ATCC
10231,
comparado con
Terbinafina?

100% sobre candida albicans,
ATCC 10231 en estudio in
vitro

3. Determinar la
actividad antimicotica del
medicamento patron
“terbinafina” sobre Candida
albicans, ATCC 10231 en
estudio in vitro.

4. Comparar la actividad
antimicética del aceite
esencial de Cymbopogon
citratus L. y del medicamento
patron “terbinafina” sobre
candida albicans ATCC
10231 en estudio in vitro.

actividad
antimicotica
importante sobre
cepas de candida
albicans ATCC
10231

Se utilizara el método
de Kirby-Bauer. A
partir de donde se
obtienen los halos de
inhibicién.

El andlisis estadistico
se hara mediante Excel
SPSS.
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Anexo 4

Base de datos

PARAMETROS 50% 75% 100% Terbinafina
Suma 75 186 244 205
Medidas de Media 12.5 31.0 40.7 34.2
tendencia
central Moda 14 30 43 33
Mediana 12.5 30.5 40.5 34.0
Rango 3 5 5 4
Medidas de Varianza 1.9 3.2 43 3.0
dispersion
Desviacién estandar 1.38 1.79 2.07 1.72
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CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Color Amarillo

Olor Sui generis

Sabor Astringente

Aspecto Transparente, fluido
SOLUBILIDAD
Aceite mineral 1:1 Soluble en proporcién

Agua 1:10 Parcialmente soluble en proporcion
Etanol 1:1 Soluble en proporcién

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

PH 4.992 + 0.0287424
Densidad 0.981 + 0.03242 g/cm3
indice de refraccién 1.42 + 0.002542
indice de acidez 0.899 + 0.3574 mg KOH/g
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Comparacion de la actividad antifungica entre el aceite esencial de Cymbopogon citratus L.
“hierba luisa”, 50%, 75% y 100 % y el medicamento patron “Terbinafina” sobre Candida
albicans ATCC 10231.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma  Promedio Varianza
Columna 1 6 75 12.5 1.9
Columna 2 6 186 31.0 3.2
Columna 3 6 244 40.7 4.3
Columna 4 6 205 34.2 3.0
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Grados Promedio Valor
variaciones Suma de de de los critico para
cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 2626.17 3 875.39 283.91 0.00 3.10
Dentro de los
grupos 61.67 20 3.08
Total 2687.83 23
TUKEY HSD/KRAMER alpha 0.05
group mean n ss df g-crit
50% 12.5 6 9.5
75% 31 6 16
100% 40.6666667 6 21.3333
terbinafina 34.1666667 6 14.8333
24 61.6667 20 3.958
QTEST
mean-  Cohen
group 1 group 2 mean stderr gq-stat lower upper p-value crit d
50% 75%  18.50 0.72 25.81 15.66 21.34 0.00 2.84 10.54
50% 100%  28.17 0.72 39.29 25.33 31.00 0.00 2.84 16.04
50% terbinafina 21.67 0.72 30.22 18.83 24.50 0.00 2.84 12.34
75% 100% 9.67 0.72 13.48 6.83 12.50 0.00 2.84 551
75% terbinafina 3.17 0.72 442 0.33 6.00 0.03 2.84 1.80
100% terbinafina 6.50 0.72 9.07 3.66 9.34 0.00 2.84 3.70
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Determinacion de la actividad antifungica del aceite esencial de Cymbopogon citratus L.

“hierba luisa”, 50%, 75% y 100 % sobre Candida albicans ATCC 10231.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1l 6 75 12.5 1.9
Columna 2 6 186 31.0 3.2
Columna 3 6 244 40.7 4.3

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio Valor

Origen de las Suma de de de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad  para F
Entre grupos 2458.11 2 1229.06 393.65 0.00 3.68
Dentro de
los grupos 46.83 15 3.12
Total 2504.94 17
TUKEY HSD/KRAMER alpha 0.05
group mean n ss df g-crit

50% 12.5 6 9.5

75% 31 6 16

100% 40.67 6 21.33

18 46.83 15 3.673

Q
TEST
group group mean- Cohen
1 2 mean stderr q-stat lower upper p-value crit d
50% 75% 185 0.72 25.65 15.85 21.15 0.00 2.65 10.47
50% 100% 282 0.72 39.05 25.52 30.82 0.00 2.65 15.94
75% 100% 9.7 0.72 13.40 7.02 12.32 0.00 2.65 5.47

38



Anexo 5
Formato de publicacion en repositorio

UNIVERSIDAD SAN PEDRO

REPOSITORIO INSTITUCIONAL DIGITAL

FORMULARIO DE AUTORIZACION PARA LA PUBLICACION DE BOCUMENTOS DE INVESTIGACION

| URQUIZA LOPEZ JURICO KATHERINEE 70273437 , Jurico_juirof@hotmail. com !
R ~ Apellidos y Nombres RS ot DNI { Correo Klectrénico '

| Trabajo Académico | Trabujo de Investigacion

X | Titulo Profesional | Titulo Segunda Especialidad i i || Doctorado

Fitulo del Documento de Investigacion
Actividad antimicotica in vitro del aceite esencial de Cymbopogon citratus L.
“hierba luisa” comparado con terbinafina sobre Cdndida albicans ATCC
‘ 10231, Trujillo 2022.

Tipo de Acceso al Documento

D, ¢ | Abicerlo o Piblivo * (info:en-repersememnies/opendocess)

i
| (%) En easo de sestringido sustentar Motiva E
|

A. Originalidad del Archivo Digital

Par el presente dejo constancia que el archivo digital que entrego a la Universidad, es la version final del trabajo do mwmgnc:én sustentado
¥ uprabado por el Turado Evaluador y forma parte del proceso que conduee a obtener el grado académico o titulo g

B. Otorgamiento de una licenoia CREATIVE COMMONS ¢

El autor, por medio de este d iz a lo Universidad, publicnr su trabajo de investipacion en formato digital en ¢l Repositorio
Institucional Digital, al cual se podrd ncceder, preservar y difwndir de Torma libre ¥ gratuita, de manera integra a todo el documento. ©
FLugar. Dia Mes Aflo
Chimbote 09 09 2023

o
= —_—
:% Firmy
Importante E
3 i e Divecilva N 043-2616-517 D, Reghasacty et Kegioiro Nackvad da 3 T L8 Incizo N2,
2 Ly N? 30035, Ley Dipantde Crencia, T Abterto yD.8. C05- 2015 4.
& & o wwdu.'d cldpa de nt\'na wkivetes n,an otorsa a bt L‘Mm»i-d&nhdm - Ir(ﬂlm-w exeisiva, pant quv s punda lacer areglor d: foio e bz obva y difiodie o of Reposivorio Inettncsul Digtal.
4 fwn»dfown‘m Jija fa i "’ e, by, de o @ la dieactive N G04-20 DIGC (Niwacrales 3.2 y 6.7) e aninon of fionricnatsento def
Regositarto Naclonn
5. Las Neenclas Cronsive Cosanermr .r\'} ermg w,ml.\«vkh Mmmdaml 3in fraor e froero que proe @ daa)luﬂl e ke mwmmk Heencias Sexibles v do bervavientas taernligions que foilitan la difuion de
i, oo oéry
3 Svgmdhuﬂu 122, 4fel artiaddy !l‘thMmlglﬁuuwaddf Trabegar v Jé i SRENATE L daden, B e ek

upertor fenm codss Mg regisar todos fns m»qu.l Mduhypm)ﬂmv, w&mlunmhmmuw wmn*mk:pmlmﬂwlmbmwd«monm fox crales sovdn

ot - Euncano de faleeddan e fas datos, se g eodvni s sevends aley Lo 27049, ot 12, ine. 42.3)

UNIVERSIDAD SAN PEDRO | Repositorio Institucional
Digital




Anexo 6
Reporte de similitud

Actividad antimicotica in vitro del aceite esencial de
Cymbopogon citratus L. “hierba luisa” comparado con
terb_mafma sobre Candlda alblcans ATCC 10231, Trujillo 2022.

INFORM[ DE ORIGINALID"\D

28, 26 S 104

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET ~ PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

repositorio.usanpedro.edu.pe 8
Fuente de Internet %
. Submltted to Umveradad Cesar VaIIeJo 3
Trabajo del estudiante %
repositorio.unj.edu.pe 3
Fuente de Internet %
hdl handle net
4 Fuente de Internet 2 %
. rep05|tor|o uma. edu pe 2
Fuente de internet %
. repositorio. uladech edu.pe 1
Fuente de Internet %
. www.dspace.uce. edu ec 1
Fuente de Internet %

L *r 555 t il ||||II|||||I||IIII| IIIII||||I|I||IJ||Il\llllllllllllll |II|| IIIIMIIM%




. repositorio.upagu.edu.pe 1 i
0

Fuente de Internet

reposﬁono unsaac.edu.pe 'I
Fuente de Internet %

studyhb es 1
Fuente de Internet %
reposntorlo unap.edu.pe

. Fuente de Internet <1 %
dspace unitru.edu.pe

. Fuente de internet <1 %
rsdJournal.org

Fuente de Internet <1 %

. Leslie Helenmg Saenz Pupuche, Ana Cecilia <1 "
Tejada Vasquez, Juana Del Carmen Guerrero ’
Hurtado. "Efecto antifingico in vitro de
extracto etandlico del rizoma de Curcuma
longa L. Sobre cepas de Candida albicans
ATCC 10231", Revista Peruana de Medicina
Integrativa, 2021

Publicacion

. Paullna Noyola Sanchez Celia Guerrero <1 "
Velazquez, Rita Stephanie Hernandez ’
Troncoso, Karla Elizabeth Malespin Garcia et

g T

41




estudio piloto", Revista Mexicana de
Ortodoncia, 2022

Publicacion

doc layer.es
fuentepde i%iemet <ﬂ %
ublicaciones.usanpedro.edu.pe v
‘E?Jente de Internet p p < %
Submltted to Universidad Alas Peruanas < v
: Trabajo del estudiante %
Submltted to UmverSIdad Nacmnal de San < Y
%

Cristobal de Huamanga

Trabajo del estudiante

dspace utpl edu ec <1 "

Fuente de Internet

www.scielo.org.pe <1 "

Fuente de Internet

1 Submltted to Universidad Cientifica del Sur
23 <1 %

Trabajo del estudiante

dialnet.unirioja.es <'l %

Fuente de Internet

. worIdWIdeSCIence org <1 %
0

Fuente de Internet

. ecosur. reposutorlomstltuuonal mx <1 "
0

Fuente de Internet

E— |

42




. Fuente de Internet
07 ’|
<%

. posgraduacao ufcg.edu.br <1
Fuente de Internet %

N AR AR

Excluir citas Apagada Excluir coincidencias < 10 words

Excluir bibliografia Activo

43




