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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las
hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca) sobre Salmonella enterica ATCC 51741.

Materiales y meétodos: Investigacion de tipo experimental, explicativo,

prospectivo y transversal.

La poblacion vegetal estuvo constituida por 10 kilogramos de hojas de Ocimum
basilicum L. (albahaca), siendo la muestra 2 kilogramos de hojas de Ocimum
basilicum L. (albahaca).

La poblacion microbiolégica estuvo constituida por cepas de Salmonella enterica
ATCC 51741 que fue adquirida de la empresa BRUKER, siendo la muestra
microbiologica de cepas de Salmonella enterica ATCC 51741 liofilizada en un
pellet.

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron en la prueba del
tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Ocimum basilicum L.
(albahaca) fueron alcaloides, taninos, compuestos fendlicos, terpenos vy
esteroides, alcaloides y flavonoides. Mediante la prueba de ANOVA (p<0,05) y
Tukey, se mostr6 como resultado diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos experimentales al 25 %, 50 % y 90 % comparado con el control
(Ceftriaxona 30 ug) sobre Salmonella enterica ATCC 51741.

Conclusién: El extracto etandlico de las hojas de Ocimum basilicum L.
(albahaca) no presenta efecto antibacteriano sobre Salmonella enterica ATCC
51741.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Ocimum basilicum L. y Salmonella
enterica ATCC 51741.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial effect in vitro of the ethanolic extract of
the leaves of Ocimum basilicum L. (albahaca) on Salmonella enterica ATCC
51741.

Materials and methods: Experimental, explanatory, prospective and cross-

sectional research.

The plant population was organized by 10 kilograms of leaves about Ocimum
basilicum L. (albahaca). being the sample of 2 kilograms of leaves about Ocimum
basilicum L. (albahaca).

The microbiological population was organized by strains of enteric salmonella
ATCC 51741 that was acquired from the bruker’'s company. being the sample of
microbiological of strains about enteric salmonella ATCC 51741, really well
lyophilized in a pellet.

Results: The secondary metabolites that were detected in the phytochemical
screening test of the ethanolic extract of the leaves of Ocimum basilicum L.
(albahaca) fueron alkaloids, tannins, phenolic compounds, terpenes and steroids,
alkaloids and flavonoids. Using the ANOVA test (p<0.05) and Tukey, a statistically
significant difference between the experimental groups was shown at 25%, 50%
and 90% compared to the control (Ceftriaxone 30 pg) on Salmonella enterica
ATCC 51741.

Conclusion: The ethanolic extract of the leaves of Ocimum basilicum L.
(albahaca) has no antibacterial effect on Salmonella enterica ATCC 51741.



Keywords: Antibacterial effect, Ocimum basilicum L. and Salmonella enterica
ATCC 51741.



I. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas es un problema de salud que alcanzan importantes
costos, tanto en lo econémico como en el bienestar de las personas afectadas, la
importancia de la prevencion y el control de las infecciones por bacterias
multirresistentes es de relevancia, ya que generan un problema de salud publica

mundial debido al abuso de los antibi6ticos3.

Las enfermedades diarreicas siguen siendo un problema de la salud publica que
agueja a todos los grupos etarios, de los cuales los paises en desarrollo son los

mas afectados, siendo los menores de 5 afios el grupo con mas vulnerabilidad*”.

Segun la Organizacion mundial de la salud (OMS), emite una alerta
epidemioldgica el 10 de octubre del 2018, publicando sobre la fiebre tifoidea,
causada por Salmonella enterica serovariedad typhi, dicha enfermedad tiene un
cuadro clinico de una infeccién subclinica llegando a un cuadro grave con
complicaciones en los pacientes®. Se calcula dicha enfermedad para
Salmonella typhi, en el continente americano es de 10 por 100,000 habitantes, la
tasa de mortalidad tiene una variante de 1 % a 4 % en pacientes que recibieron
un tratamiento oportuno, puede llegar hasta 10 % a 20 % en aquellos casos que

no tuvieron tratamiento adecuado-13,

Datos recolectados en el afio 2016 por la Red Latinoamericana de Vigilancia de
Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA) informan que, en el Perd menos de
10 aislamientos causados por salmonella son sensibles a fluoroquinolonas y

cefalosporinas de tercera generacion#16,

Un estudio realizado en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Cayetano
Heredia, se hallaron 231 aislamientos de salmonella, correspondientes a 168
pacientes; entre ellos 70 casos fueron de salmonelosis invasival’-'°. Preponderd
el sexo masculino (58,6 %), dicha enfermedad prevalece mayormente en menores
de 4 afios y mayores de 65 afios (14,3 % y 24,3 %; respectivamente). La mayoria
de casos fueron causados por salmonella no tifoidea y sin serotipificacion (85,7
%)2°. A su vez, en el afio 2015 y 2016 se identificaron el mas alto porcentaje de
casos, (24 %y 30 %, respectivamente) 2123,
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El Peru es un pais con mayor diversidad en plantas medicinales, la flora peruana
tiene una gran variedad de especies nativas distribuidos en los diferentes pisos
ecoldgicos. Estas plantas tienen valiosas propiedades terapéuticas y curativas, en
la actualidad se busca con mayor interés nuevos compuestos en las plantas que

contrarresten enfermedades y patologias?+?’.

Los aceites esenciales de plantas medicinales se obtienen en su mayoria de las
hojas, flores y frutos, estos a su vez poseen en su composicion quimica algunos
metabolitos que pueden ser usados como antibacteriano, antifingico vy

antioxidantes sobre bacterias28-39,

Se cree que la albahaca Ocimum basilicum L. tiene origen en la India e Iran,
pertenece a la familia Lamiaceae®33. En la medicina tradicional la albahaca ha
sido empleada para tratar algunas enfermedades digestivas, siendo una especie
gque posee propiedades antibacterianas. Esta planta contiene compuestos
fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas y aceites esenciales®*3¢, Se destaca
que la presencia de compuestos como el linalol y eugenol en los extractos de la
albahaca pueden ser los responsables de su actividad antibacteriana 37-3,

El aceite esencial que contiene la albahaca (Ocimum basilicum) ejercen actividad
antibidtica, asi como sus extractos metandlicos, acuosos y cloroférmicos en

multiples bacterias®.

Figura 1. Ocimum basilicum L. (albahaca)
Fuente. Propia
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Se ha comprobado que la albahaca tiene compuestos que algunas ayudan
teniendo propiedades medicinales como insecticida, nematicida, antimicotico,

antibacteriano y fungistatico*.

Malca A, et al (2021), evaluaron el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Ocimum basilicum L. El estudio tuvo por objetivo principal determinar el efecto
antibacteriano del extracto etandélico de Ocimum basilicum L. sobre las cepas de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los resultados hallaron que el extracto
etandlico de Ocimum basilicum L. al 100 % frente a Staphylococcus aureus
obtuvo un halo de inhibicion de 14,87 mm y con el 50 % fue de 11,43 mm, por otro
lado, el mismo extracto expuesto a Escherichia coli a la concentracion del 100 %
obtuvo un halo de inhibicion de 23,67 mm y con el 50 % obtuvo halo de 18,87
mm. Se concluyd que el extracto etandlico de Ocimum basilicum L. (albahaca)
posee efecto antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus vy

Escherichia coli*t.

Flores L. (2018), compar6 el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Ocimum basilicum L. sobre Escherichia coli con Ciprofloxacino 5 ug, el cual tuvo
como objetivo principal evaluar su efectividad antibacteriana, este trabajo muestra
gue tiene mayor grado de inhibicién en las concentraciones de 75 % y 100 %,
teniendo 7,12 mm de halo de inhibicion para el 75 % y 13,53 mm de halo de
inhibicion para el 100 % de concentracion del extracto etandlico de Ocimum
basilicum L. y el halo de inhibicion de ciprofloxacino fue de 36,41 mm. Se
concluyé que el extracto etandlico de Ocimum basilicum L. posee efecto

antibacteriano, pero su efecto es menor comparado con ciprofloxacino®?.

Rojas O. (2018), determind actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
las hojas Ocimum basilicum L. frente a cepas de Escherichia coli. Tuvo el objetivo
de comprobar su efecto antibacteriano, se trabajé en concentraciones distintas de
5%, 10 % y 15 % obteniendo halos de inhibicion correspondiente de 13,35 mm *
0,60; 13,9 mm + 0,17; 15,55 mm * 0,81 respectivamente. Se concluyé que el
aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. si presenta actividad
inhibitoria frente a cepas de Escherichia coli*®.
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Celis M, et al (2017), hallaron el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial
de las hojas de Ocimum basilicum L. frente a cepas de Escherichia coli, el cual se
aislé de pacientes con infeccién en el tracto urinario, atendidos en un consultorio
externo del hospital regional de Cajamarca. Cuyo objetivo principal fue hallar el
efecto antibacteriano de Ocimum basilicum L. Obtuvo como resultado que el
aceite esencial de la albahaca al 10% alcanz6 un halo de inhibicion de 7,15 mm,
al 50 % un halo de 9,10 mm y al 100 % un halo de inhibicion de 13,95 mm de
didmetro; por lo tanto, este aceite esencial de Ocimum basilicum L. Tiene
actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de Escherichia coli*4,

Rivas K, et al. (2015), determinaron la composicion quimica del aceite esencial
del Ocimum basilicum L. por medio de Cromatografia de Gases-Espectrometria
de Masas, el objetivo principal fue evaluar su actividad antibacteriana frente a
cepas de Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa. Hallandose efecto antibacteriano con halo de
inhibicion alrededor de discos Whatman N° 5 infiltrado con el aceite esencial de
las hojas de Ocimum basilicum L. fueron identificados 14 -constituyentes,
representando el 77,22% del aceite. El aceite mostro actividad bacteriostética leve
contra todos los microorganismos ensayados, presentando halos de inhibicion

entre 8 a 12 mm de diametro*®.

Ancalla M, et al (2018), evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Ocimum basilicum L. frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, siendo el
que desarrolla la caries dental. La investigacion se ejecuté con distintas
concentraciones en las cuales se prepararon con Tween 80, dichas
concentraciones se confrontaron con un control positivo de clorhexidina al 0,12 %
y con un control negativo de Tween 80. se visualizo el tamafio de los halos de
inhibicién de Streptococcus mutans, fue de 10,22 mm de didmetro al 100 %; 8,28
mm al 50 %; 6,93 mm al 25 % en las concentraciones de 12,5 % y 6,25 % no se
demostrd presencia de halo. Se concluyd que el aceite esencial de las hojas de
Ocimum basilicum L. si presenta actividad antibacteriana frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175%.

La presente problematica descrita anteriormente, nos impulsa a descubrir nuevos

tratamientos mediante la aplicacion de las plantas medicinales y definir sus
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efectos curativos para atacar y contrarrestar las infecciones bacterianas que tanto
aguejan a la poblacion, dado que al no ser tratadas a tiempo y adecuadamente

pueden causar complicaciones de alto riesgo incluso llevandolos a la muerte.

Es por ello que este trabajo se justifica porque se requiere y necesita una gran
importancia, ya que como sabemos hay algunos antibidéticos que ocasionan
efectos adversos y a su vez pueden provocar resistencia antibiética para este tipo
de bacteria que es la Salmonella enterica, es importante recalcar que se presenta
esta bacteria en nifios menores de 4 afios y mayores de 65 afios, es asi que para
evitar estas complicaciones podemos tomar como alternativa el uso de la
albahaca (Ocimum basilicum L.), considerando también que es un remedio natural

y de bajo costo.

Se determina como objetivo principal de la presente investigacion el cual es,
evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de las hojas de

Ocimum basilicum L. (albahaca) sobre Salmonella enterica ATCC 51741.

La hipdtesis general para esta investigacion es que el extracto etanodlico de las
hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca) tiene efecto antibacteriano in vitro sobre
Salmonella enterica ATCC 51741.
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ll. MATERIALES Y METODOS

II.1 Enfoque y disefio de la investigacion

Enfoque: Es de tipo cuantitativo.

Experimental: Porque se manipulé la variable independiente®’.

Analitico: Porque se analizé la actividad de los metabolitos secundarios que
se encontré en el extracto vegetal sobre la bacteriana investigada“®.
Explicativo: Porque busco interpretar las causas de la investigacion®.
Correlacional: Porque se relacionaron las dos variables®.

Prospectivo: Porque esta investigacion fue disefiada después de que
ocurrieron los hechos®.

Transversal: Porque la variable independiente fue medida una Unica vez.

II.2.Poblacién, muestray muestreo

La poblacion estuvo constituida por 10 kilogramos de hojas de Ocimum
basilicum L. (albahaca) procedentes del distrito Salas-Guadalupe, provincia
de Ica, departamento de Ica a una altura de 406 m.s.n.m.

Se traslado el recurso vegetal al Laboratorio Biologico y Andlisis Clinico Santa
Rosa E.I.R.L, donde se llevo a cabo la descripcion taxondémica de la planta.

La muestra estuvo constituida por 2 kilogramos de hojas de la planta de
Ocimum basilicum L. (albahaca). El muestreo fue aleatorizado en la zona de

cultivo.

La poblacién microbiolégica estuvo constituida por cepas de Salmonella
enterica ATCC 51741 que fue adquirida de la empresa BRUKER, siendo la
muestra microbiolégica de cepas de Salmonella enterica ATCC 51741

liofilizada en un pellet.

Criterios _de _inclusién: Las hojas de Ocimum basilicum (albahaca) que

estuvieron en buen estado. Muestras que han sido identificadas a través de

su clasificacion taxondmica.
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Criterios_de Exclusion: Las hojas de Ocimum basilicum (albahaca) que se

encontraban deterioradas. Muestras que no pertenecen a la misma especie.

II.3.Variables de investigacién

Variable independiente: Extracto etandlico de las hojas de Ocimum
basilicum L. (albahaca).
Definicién _conceptual: Concentraciones al 25%, 50% y 90% del extracto

etandlico de las hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca).

Definicién operacional: El extracto etandlico a través de la maceracion es uno

de los métodos mas sencillos de usar para obtener algunos constituyentes
guimicos organicos de los vegetales y demostrar algunos efectos sobre

nuestro organismo.

Variable dependiente: Efectividad antibacteriana in vitro frente a Salmonella
enterica ATCC 51741.

Definicién conceptual: El diametro del halo de inhibicién es la zona que rodea

a un disco de antibiético en el cual no se ha desarrollado el crecimiento

bacteriano.

Definicién operacional: El efecto antibacteriano se evalud a través del método

de Kirby-Bauer del extracto etandlico de las hojas de Ocimum basilicum L.
(albahaca) sobre Salmonella enterica ATCC 51741.

Il.4.Técnicas e Instrumento para la recoleccién de datos

Una técnica de recoleccion de datos fue la observacién ad-hoc®.

La actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de albahaca
Ocimum basilicum L. se realiz6 mediante fichas de resultados mediante el
método de maceracion, al cual se le aplicé la ficha de solubilidad, tamizaje

fitoquimico y se utilizdé el método de difusién en agar Kirby-Bauer®?,

II.5.Plan metodoldgico para la recoleccion de datos

16



Recoleccion de la muestra vegetal:

La colecta de la planta Ocimum basilicum L. (albahaca), fue trasladada al
punto donde se realizd la investigacion aplicando las buenas préacticas de
transporte para su preservacion hasta el Laboratorio Bioldégico y Analisis
Clinico Santa Rosa E.I.R.L.

Preparacién del extracto etanélico:

Las hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca) fueron lavadas con abundante
agua y posteriormente secadas a temperatura ambiente bajo sombra por un
tiempo de 48 horas, después se colocaron a secar en una estufa a 40 °C por
48 horas.

La muestra secada se colocdé en un mortero y se trituré para disminuir su
tamafo, luego se pesé 400 gramos de muestra colocandolos en un frasco
ambar de 1 litro de capacidad y se afiadid 800 mL de etanol de 96°, para
proceder con la maceracién por un tiempo de 10 dias, agitando cada 12
horas. Terminando la maceracion se procedié a filtrar la muestra por papel
filtro Whatman N° 1, posteriormente se colocé el liquido filtrado en la estufa a

40 °C para ser evaporada.

Determinacion de pH a 25 °C:

Se afladié 1 gramo del extracto previamente seco en un tubo de ensayo, se
agrego6 10 mL de alcohol al 96° y se diluyd por algunos minutos con agitacion
manual, se realizé la lectura de pH con un potenciémetro marca Hanna

Instruments.

Andlisis de solubilidad del extracto etandlico:

Para el analisis de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Ocimum
basilicum L. (albahaca), se utilizo distintos solventes para conocer con qué
solvente se pueden analizar los metabolitos utilizando etanol, metanol,

ciclohexano. acetato de etilo, butanol y agua destilada.

Marcha fitoquimica:
Para la identificacién de los metabolitos del extracto etandlico de las hojas de
Ocimum basilicum L. (albahaca), se realiz6 la marcha fitoquimica para
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reconocer mediante el cambio de coloracién y precipitado si la muestra

contiene dicho metabolito, se siguio lo siguiente:

Agregar 0,5 g de muestra y disolver el residuo agregando 1 mL de acido
clorhidrico al 1%, adicionar 3 gotas del reactivo de Dragendorff. Se considera

positivo ante presencia de precipitado rojo ladrillo o rojo marrén®3.

Agregar 0,5 g de la muestra y 10 mL agua destilada, agitar manualmente
durante 30 segundos. La formacion de espuma en la superficie por mas de 2

mm se considera positiva®s.

Prueba de Liebermann - Burchard: Se toma 1 g de muestra agrega 5 mL de
éter de petroleo en un embudo de decantacion, separar el extracto de éter y
tomar 1 mL en un tubo de ensayo, agregar 5 gotas de anhidrido acético
mezclando bien y agregar 2 o 3 gotas de &cido sulfurico concentrado sin

agitar. La formacién de un anillo de color azul se considera positiva®®.

Ensayo de Shinoda: Se toma 1 mL del filtrado etandlico en un tubo de ensayo
y 1 mL de &cido clorhidrico concentrado, agregar trozos de magnesio
metéalico. La aparicidon de colores rosado o rojizo, indica la presencia de

flavonoides®®.

colocar 0,5 g del extracto en un tubo de ensayo y agregar 5 gotas de cloruro
férrico 5 %. Se considera positiva la aparicion de un color azul o verde

oscuro®3,

En un tubo de ensayo se adiciona 0,5 g del extracto y 3 gotas de &cido
clorhidrico concentrado, agitarlo y dejarlo reposar por unos cuantos minutos.
Se considera positivo si se produce una coloracion roja y al agregarle 2 gotas

de amoniaco cambia a una coloracion azul®S.

Prueba de Baljet: Agregar 0,5 g del extracto a un tubo de ensayo y adicionar 3
gotas del reactivo. Se considera positivo ante presencia de coloracion rojo

violaceo o rosado®3.

Se toma 0,5 g del extracto en un tubo de ensayo y se agrega 3 gotas de
cloruro férrico. Se considera positiva la aparicién de un precipitado color azul

oscuro o verde®S,
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Reaccion de Borntrager: Tomar 0,5 g del extracto en un tubo de ensayo,
disolver el residuo en 1 mL de cloroformo y adicionar 1 mL de Hidroxido de
potasio al 5%. Agitar las fases y dejar en reposo hasta su separacién, si la
fase alcalina (parte superior) se colorea de color rosado a rojo se considera

positiva la prueba®®.

Agregar a un tubo de ensayo 0,5 g del extracto y 2 mL de la solucién de
ninhidrina al 2 %, calentar la mezcla por 10 minutos en un bafio a vapor. Se

considera positiva con la presencia de una coloracién azul violacea®:.

Preparaciéon de las muestras:

El extracto etandlico se trabaj6 en las siguientes concentraciones:

90 %: 9 g de muestra en 10 mL de etanol 96°.
50 %: 5 g de muestra en 10 mL de etanol 96°.
25 %: 2,5 g de muestra en 10 mL de etanol 96°.

Se utilizé 5 placas para cada dilucion y se embebié 100 uL a cada placa
vacia. También se agregoé el control positivo (ceftriaxona 30 pg) y el control

negativo etanol 96°.

Preparaciéon del Agar Mueller Hinton:
El Agar Mueller Hinton se prepar6 con agua destilada siguiendo las
indicaciones del fabricante y se coloco sobre las placas petri de 90 mm de

diametro, dejando solidificar a temperatura ambiente.

Inoculacion de placas:

Las cepas fueron activadas respetando las especificaciones dadas por el
laboratorio.

A partir de las cepas activadas, con un asa de siembra se colocé una cantidad
de colonias de la cepa a un tubo de ensayo que contiene 10 mL de suero
fisiologico (cloruro de sodio 0,9 %) homogeneizando con un agitador vortex,
tomando las diluciones para llegar a la turbidez del inéculo bacteriano de la

escala de Mac Farland (1,5x108 ufc/mL)®’.
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Aplicacién de discos a las placas inoculadas:

A cada una de las placas con el agar solidificado, inocular con una espatula
de Drigalsky y esparcir por toda la placa, dejar reposar por 5 minutos. Colocar
con una pinza estéril los discos de ceftriaxona 30 ug y los discos con los
extractos a diferentes concentraciones, presionar los discos suavemente para
gue queden adheridos al agar. Los discos se colocaron a mas de 15 mm del
borde de la placa y distribuidos de tal manera para evitar la superposicion de
los halos de inhibicién. Incubar las placas a 37 °C durante 24 horas®®.

Los halos de inhibicion fueron medidos a través de un vernier>2-69,

[1.6 Procesamiento del anéalisis estadistico

Las evaluaciones se realizaron mediante estadistica descriptiva utilizando el

paguete informético Microsoft Excel version 2016.

Asimismo, los cuadros estan constituidos por los halos de inhibicibn medidos
a las 24 horas de incubacion, se sometieron al método de analisis de varianza
(ANOVA), método Tukey y el método de Dunnet para determinar la diferencia

significativa con el Software SPSS v20.

Il.7 Aspectos éticos

Esta investigacion fue realizada cumpliendo las normativas de ética,
bioseguridad y con las respectivas buenas practicas de laboratorio en el lugar

donde se ejecutaron los ensayos de experimentacion.
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[I. RESULTADOS

Los andlisis realizados en el presente estudio son:

llI.1. Determinacién de pH a25°C

Tabla 1. Resultados de pH

TIPO DE ANALISIS MEDIO RESULTADO
pH Alcohol 96° 6,0

Fuente: propia

En la tabla 1, se demuestra los resultados del analisis de pH del extracto seco
(albahaca), dando como resultado 6,0 de pH en medio etandlico

[11.2. Prueba de solubilidad

Tabla 2. Resultados del ensayo de solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N° 1 | Eter de petr6leo -

N° 2 Diclorometano +
N° 3 Cloroformo +
N° 4 Butanol +
N° 5 Etanol 96° +
N° 6 Metanol +++

N°7 | Agua destilada -

-: Insoluble; +: Poco soluble; ++: Medianamente soluble; +++: Muy soluble
Fuente: propia

El extracto etandlico de las hojas de Ocimum basilicum (albahaca) fue muy

soluble en metanol, poco soluble en solventes como diclorometano, cloroformo,

butanol y Etanol 96°.
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l1l.2 Tamizaje fitoquimico

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas -
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos ++
N° 3 | Liebermann-Burchard | Terpenosy esteroides ++
N° 4 Dragendorff Alcaloides +++
N° 5 Mayer Alcaloides ++
N° 6 Wagner Alcaloides +++
N° 7 Baljet Lactonas a,B-insaturadas -
N° 8 Gelatina Taninos +++
N° 9 Gelatina-sal Taninos +++
N° 10 NaOH 10% Antocianinas -
N° 11 Espuma Saponinas -
N° 12 Shinoda Flavonoides ++

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia
Fuente: propia

En la tabla 3 se puede observar Abundante presencia en las pruebas de

Dragendorff, Wagner, Gelatina y Gelatina-sal, hallandose lo siguiente: alcaloides y

taninos; mediana presencia en las pruebas de Cloruro férrico, Liebermann-

Burchard, Mayer y Shinoda, hallandose lo siguiente: compuestos fendlicos,

terpenos y esteroides, alcaloides y flavonoides. Cabe resaltar que no se logré

identificar antraquinonas, lactonas a,3-insaturadas, antocianinas y saponinas.
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[11.3 Ensayo microbiolégico

Tabla 4. Halos de inhibicién del ensayo microbioldgico en Salmonella enterica
ATCC 51741.

Diametros de inhibicion en mm
Microorganis 90% 50% 25% Ceftriaxona 30 Etanol 96°
mo Hg
6 6 6 33.61 6
Salmonella 6 6 6 33.60 6
enterica 6 6 6 33.63 6
6 6 6 33.61 6
ATCC 6 6 6 33.60 6
51741
Media 6 6 6 33.61 6

Fuente: propia
*Tamafio de discos: 6mm, por lo que al reportarse 6 mm es indicativo que no
existe formacién de halo de inhibicion.

*Concentracion del inoculo: 1.5 x 108 UFC/mL.

En la tabla 4 se evidencia los resultados del ensayo microbioldgico in vitro. Esto
hace evidencia que el mayor halo de inhibicion medio lo obtuvo el grupo
Ceftriaxona 30 pg con 33,61 mm frente a Salmonella enterica. Sin embargo, los
grupos experimentales al 25 %, 50 % y 90 % evidenciaron un halo inhibicién

medio de 6 mm.
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Tabla 5. Estadisticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiolégico

Salmonella

enterica

ATCC 51741

Estadisticos

Media 11,5220
Mediana 6,0000
Moda 6,00
Desv. Desviacion 11,27174
Varianza 127,052
Asimetria 1,597
Error estdndar de asimetria 464
Curtosis ,593
Error estdndar de curtosis ,902
Rango 27,63

Fuente: propia

En la tabla 5 se evidencia la estadistica descriptiva para las medidas de tendencia

central (media, mediana) y medidas de dispersién (rango, desviacién estandar)

correspondientemente.

Tabla 6. Comparacion de medias por el ANOVA

ANOVA
Suma de gl Media F p
cuadrados cuadratica valor
Entre 3049,248 4 762,312 | 25410403,333 | ,000
Salmonella grupos
enterica Dentro de ,001| 20 ,000
ATCC 51741 |grupos
Total 3049,249| 24

Fuente: propia

Se ejecutdé un estadistico inferencial para determinar diferencia de medias

mediante el analisis de varianzas (ANOVA). La tabla 5 muestra un valor de

significancia asintética bilateral menor al 0,05 para los resultados del ensayo

microbioldgico in vitro con la cepa bacteriana Salmonella enterica ATCC 51741.
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Esto es evidencia de que existe diferencia estadisticamente significativa entre los
halos de inhibicion medio de todos los grupos en el ensayo microbiolégico seguin
el estadistico ANOVA. Para determinar si existen diferencias entre los halos de
inhibicibn medio entre los grupos mediante multiples comparaciones se utilizé el

estadistico de Tukey.
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Tabla 7. Comparaciones multiples por la prueba de Tukey

Comparaciones multiples
(1) Grupo (3) Grupo Difer(.encia de| Desv. b valor | Mtervalo de confianza al 95 %
medias (I-J) Error Limite inferior| Limite superior
Etanol 96° 27,61000° ,00346 ,000 27,5996 27,6204
Ceftriaxona 25% 27,61000° ,00346 ,000 27,5996 27,6204
30 ug 50 % 27,61000° ,00346 ,000 27,5996 27,6204
Salmonella 90 % 27,61000° ,00346 ,000 27,5996 27,6204
enterica Ceftriaxona 30 ug | -27,61000" ,00346 ,000 -27,6204 -27,5996
ATCC 51741 25 % ,00000 ,00346 | 1,000 -,0104 ,0104
Etanol 96°
50 % ,00000 ,00346 1,000 -,0104 ,0104
90 % ,00000 ,00346 1,000 -,0104 ,0104
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: propia

La tabla 7 muestra que los valores de significancia asintética bilateral, son menores al 0.05 en las comparaciones entre el grupo
Ceftriaxona 30 pg, frente a los grupos experimentales que favorecen al grupo Ceftriaxona 30 pg. Esto es evidencia de que los
grupos experimentales al 25 %, 50% y 90 % no presentan efecto inhibidor frente a la cepa Salmonella enterica ATCC 51741.
Por otro lado, se muestra que los valores de significancia asintética bilateral son mayores al 0.05 en las comparaciones entre los
grupos experimentales al 25 %, 50 % y 90 % y el grupo (Etanol 96°) en el ensayo microbioldégico con la cepa bacteriana
Salmonella enterica ATCC 51741. Esto es evidencia que no existe diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

de experimentacion y el control.
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IV. DISCUSION

IV.1 Discusiéon de resultados

En la presente investigacion sobre el extracto etandlico de las hojas de Ocimum
basilicum L. (albahaca), el primer analisis fue la prueba de solubilidad, obteniendo
como resultados que el extracto etandlico de albahaca fue muy soluble en
metanol, poco soluble en solventes como diclorometano, cloroformo, butanol y
Etanol 96. Esto es evidencia de la afinidad que posee el extracto por solventes
alcohdlicos como el metanol. En cuanto al ensayo de tamizaje fitoquimico fueron
los compuestos fendlicos, terpenos y esteroides, alcaloides y flavonoides los
principales metabolitos con mayor presencia; cabe resaltar que se siguié el
método segun Olga Lock, por lo tanto, esta composicion de diversos metabolitos
tiene aplicaciones biolégicas en beneficio de la salud de la poblacion.

Los resultados respecto a la composicién fitoquimica de la presente investigacion
coinciden con el estudio de Vasquez y Chuquilin (2021), el cual detectaron
alcaloides, compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto etandlico de las
hojas Ocimun basilicum L. (albahaca), cabe indicar que la especie vegetal de
Vasquez y Chuquilin proviene del distrito de Picsi, departamento de Lambayeque,
el cual se dej6o en maceracion por 8 dias, pasado este periodo de tiempo se
procedié al filtrado y luego se llevé a estufa hasta evaporacion completa®?.

De igual importancia difiere del estudio de Rivas K, et al. (2015), quienes
determinaron la composicién quimica del aceite esencial del Ocimum basilicum L.
por medio de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas, identificando 14
constituyentes, los cuales representan el 77,22 % del aceite. El eucaliptol (4,09
%), cis-B-ocimeno (2,00 %), isoestragol (58,33 %), humuleno (5,71 %), B-linalol
(2,71 %), elemeno (0,78 %) y alcanfor (1,63 %) siendo la mayor cantidad de

compuestos®.

Cabe resaltar que las muestras de Ocimum basilicum L. en su mayoria provienen
del norte del Pert a diferencia del presente estudio que es procedente de Ica,

destacando una de las principales desigualdades.
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Respecto al ensayo microbioldgico in vitro para evaluar el efecto antibacteriano
del extracto etandlico de las hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca) a las
concentraciones del 25 %, 50 % y 90 % sobre Salmonella entérica ATCC 51741,
se obtuvo un halo de inhibicion medio de la ceftriaxona 30 pg con 33,61 mm,
seguido de los extractos al 25 %, 50 % y 90 % con halos de inhibicion medios de
6,00 mm para los 3 grupos experimentales respectivamente. Ademas, se
evidenci6 que los 3 grupos experimentales presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) por las pruebas estadisticas de ANOVA y
Tukey, comparado con la ceftriaxona 30 pg y segun la escala de Duraffourd esta

cepa bacteriana no es sensible para ningun extracto en investigacion.

Por otro lado, difiere con el estudio de Malca A, et al (2021), quienes evaluaron el
efecto antibacteriano del extracto etandlico de Ocimum basilicum L. sobre las
cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, obteniendo actividad frente a
las dos cepas, sin embargo un aspecto importante a tomar en cuenta fue la zona
de recoleccion debido a que el estudio de Malca A, et al fue en el norte del Peru,
ubicado en Callanca departamento de Lambayeque, a diferencia del presente
estudio que fue recolectado en la zona sur del Peru, exactamente en el distrito de
Salas — Guadalupe en el departamento de Ica, una de las diferencias importantes

a tomar en cuenta respecto a los resultados encontrados®..

De igual importancia, también difiere con el estudio de Flores L. (2018), quien
determino el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Ocimum basilicum L.
sobre Escherichia coli, el cual tuvo como resultado poseer efecto antibacteriano,
sin embargo, uno de los aspectos que coinciden con el estudio de Malca A, et al
fue que el estudio de Flores L. también proviene del norte del Peru

especificamente en el mercado La Hermelinda de Trujillo.

A pesar de que la composicion fitoquimica de Ocimum basilicum L. presento
metabolitos de aspecto fundamental, hay que destacar que la especie vegetal del
presente estudio es cultivada como planta alimenticia, el cual se sustenta con la
certificacion taxondmica de un especialista, por lo tanto, es de suma importancia
destacar estas grandes diferencias con los resultados de los antecedentes y del
presente estudio que no presentd actividad frente a Salmonella enterica ATCC
51741.
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V.2

V.3

Conclusiones

Los metabolitos secundarios detectados en el extracto etandlico de las
hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca) fueron alcaloides, taninos,
compuestos fendlicos, terpenos y esteroides, alcaloides y flavonoides.

El extracto etandlico de las hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca) al 25
%, 50 % y 90 % no poseen efecto antibacteriano in vitro sobre Salmonella
entérica ATCC 51741.

El extracto etandlico de las hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca) al 25
%, 50 % y 90 % no superan el efecto inhibidor de la ceftriaxona 30 ug
sobre Salmonella enterica ATCC 51741.

Recomendaciones

Realizar estudios microbiolégicos con diversas extracciones y solventes
para determinar el efecto antibacteriano de las hojas de Ocimum basilicum
L. (albahaca)

Ejecutar andlisis con diferentes técnicas microbiologicas al extracto de las
hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca) para hallar actividad
microbiolégica.

Efectuar investigaciones microbiolégicas con la raiz, tallo y flores de
Ocimum basilicum L. (albahaca) para el hallazgo del efecto antibacteriano.
Incentivar investigaciones microbioldgicas con el extracto de las hojas de
Ocimum basilicum L. (albahaca) frente a otras cepas como bacterias y
hongos.

Iniciar estudios farmacoldgicos para evidenciar las posibles actividades
biolégicas del Ocimum basilicum L. (albahaca).
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ANEXOS

ANEXO A. Matriz de Consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Presenta efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de las hojas de

Ocimum  basilicum L. (albahaca)
sobre Salmonella enterica ATCC
517417

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de las hojas de
Ocimum basilicum L. (albahaca) sobre
Salmonella enterica ATCC 51741.

El extracto etandlico de las hojas de
Ocimum  basilicum L. (albahaca)
presenta efecto antibacteriano in vitro
sobre Salmonella enterica ATCC
51741.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

P.E.1: ¢Qué metabolitos secundarios
tiene el extracto etandlico de las hojas
de Ocimum basilicum L. (albahaca)?.

O.E.1: Detectar los metabolitos
secundarios que tiene el extracto
etandlico de las hojas de Ocimum
basilicum L. (albahaca).

H.E.1: El extracto etandlico de las hojas
de Ocimum basilicum L. (albahaca)
tiene metabolitos secundarios.

P.E.2: ¢(Cudl es laconcentracién del
extracto etandlico de las hojas de
Ocimum basilicum L. (albahaca) que

posee efecto antibacteriano in vitro
sobre  Salmonella enterica ATCC
517417

O.E.2: Precisar la concentracion del
extracto etandlico de las hojas de
Ocimum basilicum L. (albahaca) que
tiene efecto antibacteriano in vitro sobre
Salmonella enterica ATCC 51741.

H.E.2: Existe una concentracion del
extracto etandlico de las hojas de
Ocimum basilicum L. (albahaca) que

posee efecto antibacteriano in vitro
sobre Salmonella enterica ATCC
51741.

P.E.3: ¢Cual es el efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de las
hojas de Ocimum basilicum L.
(albahaca) en comparacion con
ceftriaxona 30 pg sobre Salmonella
enterica ATCC 517417.

O.E.3: Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de las hojas de Ocimum
basilicum L. (albahaca) en comparacion
con ceftriaxona 30 pg sobre Salmonella
enterica ATCC 51741.

H.E.3: El extracto etandlico de las hojas
de Ocimum basilicum L. (albahaca)
tiene efecto antibacteriano in vitro en
comparaciéon con ceftriaxona 30 pg
sobre Salmonella enterica ATCC
51741.

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO LA FICHA DE DATOS

las tablas 2, 3y 4.

Obtenidos los resultados de las pruebas de solubilidad, tamizaje fitoquimico y el ensayo microbiolégico se procedera a llenar
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ANEXO B. Instrumentos de recolecciéon de datos

Tabla 1: Determinacion de pH a 25 °C

TIPO DE ANALISIS

MEDIO

RESULTADO

pH

Fuente: propia

Tabla 2: Solubilidad del extracto etanolico desecado.

TUBO SOLVEN

TE

RESULTADOS

N°1 | Eter de petréleo

N° 2 Diclorometano

N° 3 Cloroformo
N° 4 Butanol
N° 5 Etanol 96
N° 6 Metanol

N°7 | Agua destilada

Fuente: propia

Dénde: (-) insoluble (+) poco soluble (++) soluble (+++) muy soluble
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Tabla 3: Tamizaje fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas

N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos
N° 3 | Liebermann-Burchard | Terpenosy esteroides
N° 4 Dragendorff Alcaloides

N° 5 Mayer Alcaloides

N° 6 Wagner Alcaloides

N° 7 Baljet Lactonas a,B-insaturadas
N° 8 Gelatina Taninos

N° 9 Gelatina-sal Taninos

N° 10 NaOH 10% Antocianinas

N° 11 Espuma Saponinas

N° 12 Shinoda Flavonoides

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia
Fuente: propia

Tabla 4. Halos de inhibicién del ensayo microbioldgico en Salmonella entérica

ATCC 51741

Microorganis

mo

Didmetros de inhibiciébn en mm

90%

50%

25%

Ceftriaxona 30

Hg

Etanol 96°

Salmonella
enterica
ATCC
51741

Media

Fuente: propia
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Tabla 5. Estadisticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiolégico

Salmonella
enterica
ATCC 51741

Estadisticos

Media

Mediana

Moda

Desv. Desviacion

Varianza

Asimetria

Error estdndar de asimetria

Curtosis

Error estdndar de curtosis

Rango

Fuente: propia

Tabla 6. Comparacion de medias por el ANOVA
ANOVA
Suma de gl Media Sig.
cuadrados cuadratica
Entre
Salmonella grupos
enterica Dentro de
ATCC 51741 |grupos
Total
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ANEXO C. Operacionalizaciéon de las variables

DEFINICION

DEFINICION

DIMENSIONE

Tipo de o
VARIABLES variable CONCEPTUAL OPERACIONAL S INDICADORES N° ITEM | VALOR FINAL CRITERIOS
VARIABLE Cualitativoy | Se usaetanol | Extracto etandlico es 5 ++++ Rango de
INDEPENDIENTE | Longitudinal de 96°y la forma préactica de Abundante presencia o
El extracto vegetales, que | concentrar y obtener Presencia de +++ ausencia
etandlico de las tendran efectos | los principios activos metabolitos Moderado
hojas de Ocimum antibacterianos que sintetizan los Tamizaje secundarios ++
basilicum L. el cual se hara vegetales. La fitoquimico Leve
(albahaca) la extraccion. extraccion etandlica +
va a facilitar la Escaso
obtencién de algunas
sustancias que
tengan efectividad
antibacteriana.
VARIABLE Cuantitativo | Conjunto de | La actividad Inhibicion del | Halo de inhibicién 2 Crecimiento Evidencia de
DEPENDIENTES compuestos antibacteriana crecimiento (mm) Sin crecimiento | inhibicion de
Longitudinal | que eliminan o | Método Kirby Bauer bacteriano crecimiento
Efectividad reducen o antibiograma que
antibacteriana in conjuntos  de | se usard para la
vitro sobre microorganismo | evaluacion
Salmonella S. antibacteriana del
enterica ATCC extracto etandlico de
51741 las hojas de Ocimum
basilicum L.
(albahaca)
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ANEXO D. Informe de laboratorio

‘e Santa RosatiL

LABORATORIO BIOLOGICD Y ANALISIS CLINICO

b dood Fartdhecim koo e b S.oberania Mac konal™

Informe de Resultados

Solicitado por: BALDEON ROJAS, JACKELYN MARYLENE
DR AGUTLAR, FANY
Muestra: EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Oaimm basilicum
Cantidad; Yer
Fecha de ensayo;  12-02-X22

Dicimetros de imhibicion en mm
Microorganismo | gne | so% | 25% Ceftriaxoma | ool 96
Jiug
fi fi fi Jia! fi
Salmranella 6 6 6 33610 &
enterica fi fi f 3363 f
ATCC 51741 fi fi fi 36l fi
fi fi fi 3360 fi

*Tamafo de discos; dmm, por lo que al eportarse dmm o5 nd cative que no
existe formacion halo de inhibicign
*Concentracion del inoculo; 1.5 x 1P UFC/mL

/ f‘lit*&/

“ L. TM. Walter A Sii/Rodr guer

CTMP. 10208

Jr. Comercio N° 597 Pachacamac Telfl 2311053 Cel 041 TO8{96- M3 446013
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ANEXO E. Certificado Taxondmico

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CHIZ
CONSULTOR BOTANICO

Email: jocamdefigmail . com
(el “9B36ETI

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JoSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO - CBP N2 3796 - INSCRITO EN EL REGISTRO DE
PROFESIONALES QUE REALIZAM CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXOMOMICA DE ESPECIMEMES Y
PRODUCTOS DE FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N# 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

CERTIFICA.

Que, las bachilleres JACKELYN MARYLENE BALDEON ROJAS, v FANY
IDROGO AGUILAR. tesistas en la Universidad Maria Auxiliadora, Facultad de
Ciencias de la Salud, Escucla Profesional de Farmacia y Bioguimica, con fines de
investigacién han solicitado la identificacion y certificacion botdnica de una planta
procedente del distrito Salas — Guadalupe, provincia de Ica, departamento de lea, donde
cultivada como planta alimenticia y conocida con el nombre vulgar de “albahaca”, la
muestra ha sido identificada con el nombre cientifico de Ocimum basilicum L. de la
familia Lamiaceac y Orden Lamiales. Segin la base de Tropicos que sigue el Sistema
moderno de clasificacion de las angiospermas (APG), publicado en 1998 por el Grupo
para la Filogenia de las Angiospermas, revisado por APG II (2003), APG I (2009) ¥y
AFPG IV (2016), este Sistema de clasificacion considera a todas las plantas verdes en
la Clase Equisetopsida (Chasse, MW y JL. Reavel. 2009), la especie identificada
ocupa las siguientes categorias taxondmicas:

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género;: Ocimmum
Especie: Ocimum basilicum L.

Nombre vulgar: “albahaca®
Se expide la presente certificacion con fines de investigacion cientifica.
Lima, 18 de febrero del 2022

BIOLOGE
C.B.P. 370

Jr. Sanchez Silva N® 156- piso 2. Urb. Santa Luzmila, Lima 07
Emailjocamdefdigmai.com; joricampos(@yahoo.es

46



ANEXO F. Evidencias de campo

INFORME DE PROCESAMIENTO DE
MUESTRA

Muestra:

e Hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca)

1. Recepcion de muestra

e Fecha : 22-01-22
e Cantidad recibida :5640,5¢g

2. Tratamiento y extraccion de la droga vegetal
2.1 Tratamiento de la droga vegetal
Con el fin de adecuar la muestra para el posterior proceso de
preparacion del extracto etanodlico, se realizaron las siguientes

operaciones previas:

a. Seleccién y Limpieza
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Se eliminé cuidadosamente los tallos y la tierra que pudiera estar
adherida sobre la superficie de la muestra, asi como aquellos que
estuvieran en mal estado o con signos de contaminacion microbiana o

por insectos.

e Cantidad de muestra :5640,5 ¢

e Cantidad muestra selecta : 2354,9 g
e Cantidad de residuos: :3285,6 ¢

Hojas en buen estado Hojas y tallos deterioradas
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Hojas seleccionadas

49



b. Lavado

Con este proceso se elimind todos los vestigios de tierra que pudieran
haber quedado sobre las hojas aplicando un flujo continuo de agua
potable a temperatura ambiente, posteriormente se desinfectd

empleando una solucion de hipoclorito de sodio, se enjuagd con agua

destilada y se dejo a escurrir.

Enjuague con agua destilada Escurrido
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c. Secado

Este proceso consiste en eliminar gran parte del agua de la especie,

esto debido a que la presencia de agua es el principal respaonsable de

(48 horas)
e Peso obtenido luego de proceso: 358.1 g

Hojas secadas a temperatura ambiente
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d. Molienda

La muestra una vez seca, fue sometida a trituracibn mecanica
empleando un mortero y pilébn de porcelana, con la finalidad de reducir
el tamafio de particulas y aumentar el numero de las mismas y de esta

manera hacer més eficiente el proceso de extraccion al incrementar la

superficie de contacto.




2.2 Extraccion

a. Macerado

El proceso de extraccion se realiz6 macerando, dentro de un frasco
ambar, el material obtenido luego de la molienda con etanol de 96°.
El proceso de maceracion se realiz6 durante 10 dias, sometiéndolo a

agitacion mecanica cada 12 horas.

e Cantidad de muestra a macerar: 400 g
e Solvente: etanol 96°

e Cantidad de solvente: 800 mL

e Dias de macerado: 10 dias
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b. Filtrado

El liquido resultante del proceso de maceracion fue filtrado empleando
papel de filtro whatman N°1 y un embudo de vidrio.

e Cantidad liquido filtrado: 700 ml

Proceso de filtracién
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c. Obtencién del extracto seco

Para facilitar la evaporacion del disolvente, el liquido filtrado fue vertido
sobre placas petri de vidrio y fue llevado a una estufa de aire re-circulante
a una temperatura de 40°C hasta sequedad.

e Cantidad liquido a secar: 700 mL
e Temperatura: 40°C

e Tiempo de secado: 48 horas

e Cantidad extracto obtenido: 9 g




Proceso de obtencién del extracto seco
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INFORME ENSAYO MICROBIOLOGICO

.  METODO

Método: Difusién en disco - Kirby Bauer

Consiste en depositar sobre la superficie de una placa petri con agar
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante

impregnados con la diferente sustancia antibiotica.

1. Preparacién del Medio de Cultivo

1.1 Agar Mueller Hinton

El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base deshidratada y
siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

a. Se pes6 3,8 g de Agar Mueller Hinton deshidratado y se adicioné 100
mL de agua destilada, posteriormente se procedid a calentar con
agitacion constante hasta lograr la disolucion total del medio de cultivo,
por ultimo, se esteriliz6 empleando una autoclave sometiendo al medio
de cultivo a 15 libras de presiéon (121°C) durante 15 minutos.

b. Una vez finalizado el proceso en la autoclave se dejé enfriar hasta que
el medio de cultivo alcanzé una temperatura entre 45°C — 50°C y se
distribuy6 en placas petri estériles de 90 x 15 mm.
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Figura N°2: Esquema del proceso de preparacion del medio de cultivo
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2. Activacion de la cepa: Kwik-stik microbiologics - Salmonella enterica
ATCC 51741

Para preparar el in6culo se empled el producto Kwik-stik microbiologics®
gue contiene a las cepas de Salmonella enterica ATCC 51741 liofilizada
en un pellet.

a. El Kwik-stik presenta en la parte superior una ampolla que contiene
liquido hidratante, el cual fue liberado al presionar la mencionada
ampolla. Luego de realizar esta operacion el Kwik-stik se mantuvo en
posicion vertical para facilitar el flujo del liquido por el mango hasta la
parte inferior de la unidad, que contiene el granulo.

b. Para terminar, se presiona la parte inferior de la unidad para lograr una
suspension homogénea.

c. De inmediato se procedié a saturar el hisopo, que contiene el producto,
con el material hidratado y se transfiri6 a una placa con agar TSA; la
cual fue incubada a 37°C. durante 24 horas.

3. Método de preparacion del in6culo

a. Se realizé la suspension directa, en solucion salina (cloruro de sodio
0.9%), de colonias obtenidas de la placa con agar TSA anteriormente
incubada durante 24 horas.
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Figura N°3: Placa con agar TSA conteniendo cepa de
Salmonella enterica ATCC 51741
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b. La turbidez resultante fue inmediatamente ajustada comparandola de
manera visual con la turbidez del estandar 0.5 de Mc. Farland.

Figura N° 4: Ajuste de turbidez del in6culo con la turbidez del estandar 0.5 de
Mc. Farland.

4. Inoculacion de placas

e Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del
in6culo, se procedid a sumergir un hisopo estéril en la suspension
obtenida; el hisopo se rot6 varias veces presionando firmemente sobre
la pared interior del tubo y por encima del nivel del liquido, esto con la
finalidad de remover el exceso de indculo.

e Posteriormente se inoculé sobre la superficie seca del agar Mueller
hinton; para esto se realizaron estrias en tres direcciones diferentes
con la finalidad de asegurar una distribucion uniforme del in6culo.

e Previamente todas las placas fueron marcadas para posteriormente

colocar los discos.
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Figura N°5: Esquema del proceso de inoculacion de placas.

5. Preparacion de discos de sensibilidad

Para la preparacion de los discos se emplearon discos de papel filtro Whatman

N° 1 de 6 mm de didmetro previamente esterilizados.

Cada uno de los discos fue embebido con 10 uL de muestra de la siguiente

manera:

e Discos embebidos con extracto de albahaca al 90%.
e Discos embebidos con extracto de albahaca al 50%.
e Discos embebidos con extracto de albahaca al 25%.
e Discos embebidos con etanol 96°.

e Discos de ceftriaxona 30 pg.
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Figura N°6: Extracto de albahaca a diferentes concentraciones.
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Posteriormente los discos fueron puestos sobre la superficie del medio de cultivo

sélido previamente inoculado con cepas de Salmonella enterica ATCC 51741.




Figura N°7: Esquema del proceso de preparacion y colocacion de discos.
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6.Incubacién

Las placas se incubaron durante 24 horas en posicion invertida a 37°C dentro
de los 15 minutos siguientes a la aplicacion de los discos.

Figura N°8: Esquema del proceso de incubacion

7. Lecturade resultados

Halos de inhibicion de los 6 grupos fueron medidos empleando un vernier.

e Discos embebidos con extracto de albahaca al 90%.
e Discos embebidos con extracto de albahaca al 50%.
e Discos embebidos con extracto de albahaca al 25%.
e Discos embebidos con etanol 96°.

e Discos de ceftriaxona 30 pug.
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Figura N°9: Esquema de lectura de placas
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ANEXO G. Certificado de Agar Mueller Hinton

= Coriified : 1500 9001 1008, 1500 D34E5-D01Y and WHLO VP

HiMedia Laborstaries Frivaie Limited
13, Vathani Indusimal Estate. 1. A5 Marg, Mumbal - S000ES
‘Websie | wacw himedialabs com, Fmed | infidg himodalabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Materinl Code @ M173 Material Hame : Let Me i IOEIZIGET
Musiier Hinton Agar

Report No.: 08s0mTTea34 Date of Report : 23123807 Expiry Dals : Des-2823

Appearandoe

Crmam in yellow  homogensois  freg flosing postes . Dismarved ; Light yellow

Gelling

Firm, comparaids wish 1, 7% sger ged

Colour and Clarity of prapared madium
Light amber coloursd  clear 1o sight opstscent gel frams in Pein platss,

Reaction
Rasction of LE% w spesous soliniion st 25°0.

PH

BH Risge (T.10.7.40 Dbaarved | T.IT

Cultisral Responss

Cxngrsd charsrienslics obasrssd aMer inoubstess a1 MOFC dar 1§ 24 P S hiscterial cullursa. For tsaling
S.pnusmoniss | The medics was supplemanied with 5% Sheep biosd and incubaled @l 35°C bor 18<TE Raurs @ B4 COJ For
isating Kinfusrazs | Yesst arract & T visi A of Mesmophiles Gmsth Supplsment {FO1 7T contsining 15 mal of Hasmatind
15 mpl of MAD}| e incubsted @ 15°C Tor 20034 hours a2 5% CO02

Antiblatle Senaltvity tesd
Varlous dsca e eated for slanderd ATCC sifalne did Bone of inhibiton wers massursd wfisr sn mouhsSon M-12°C for 16
hous, {#a par S lntexi CLEI Predocol BE & Siscciards ss por the currant CUSH M134]

Thymina/Thymidine Contant

¥ Tha zones for thass discs are Indicative of ths TEymineThy=idine conters of S medium.

Diivalermt Cation Content
* Tha renss for thess discs are Indicaiba of ths Qivalen? Cetion conlant of e medies

rn_l-.m— one of i bilidtien
L ibnpry e
1824 ram Timm
16521 i 21mam
2985 garn S
1-I5 mm il
1521 mm e
127w Tt
oy | e
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HIMEDIA|

Certified : ISO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg, Mumbai - 400086

Website : www.himedialabs.com, Email : info@himedialabs.com
Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173

Material Name :
Mueller Hinton Agar

Lot No 1 0000322697

Report No.: 040000779434

Date of Report : 22.12.2017

Expiry Date : Dec-2022

Gentamicin GEN 10 mcg - - - 19-26 mm 25mm
Sulphafurazole SF 300 mcg |- = - 15-23 mm 21mm
Tetracvcline TE 30 meg * - - - 18-25 mm 24mm
(Co-Trimoxazole COT 25 meg # - - 23-29 mm 28mm
[Staphylococcus aureus ATCC 25923 (WDCM 00034)

iGrowth promoting 86 luxuriant 79 91% - -
Wmoxyclay AMC 30 meg - - - 28-36 mm 35mm
Wmpicillin/Sulbactam A/S - - - 29-37 mm 36mm
10/10 meg

Cephalothin CEP 30mcg - - - 29-37 mm 35mm
Ciprofloxacin CIP Smeg - - - 22-30 mm 28mm
Ervthromycin E 15 mcg - - - 22-30 mm 29mm
Linezolid LZ 30 mcg - - - 25-32 mm 30mm
Oxacillin OX Imeg - - - 18-24 mm 23mm
\Pristinomycin RP 15 mcg = = - 21-28 mm 27mm
letracycline TE 30 meg * - - - 24-30 mm 29mm
Vancomyein VA 30 mcg - - - 17-21 mm 20mm
ICa-Trimoxazole COT 25 mcg |- - - 24-32 mm 30mm
id

(Cefoxitin CX 30 mcg - - - 23-29 mm 28mm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (WDCM 00025)

(Growth promoting 81 luxuriant 78 96% - -
Wmikacin AK 30 mcg * - - - 18-26 mm_ 25mm
lztreonam AT 3meg - - - 23-29 mm 28mm
ICephotaxime CTX 30 mcg - - - 18-22 mm 21mm
ICeflazidime CAZ 30 mcg - - o 22-29 mm 28mm
Ciprofloxacin CIP Smcg - - - 25-33 mm 312mm
\Gentamicin GEN 10 meg * - - - 16-21 mm 20mm
Vmipenem IPM 10 meg - - - 20-28 mm 27mm
Piperacillin PI 100 meg - - - 25-33 mm 32mm
Ticarcillin/Clavulanic acid - - - 20-28 mm 26mm
1CC 75/10meg

Tobramycin TOB 10 mcg * - - - 19-25 mm 24mm
Escherichia coli ATCC 35218

Growth promoting 82 luxuriant 7 93% - -
Umoxyclay AMC 30 meg - - - 17-22 mm 21mm
Wmpicillin AMP 10 mcg - - - 6 mm 6mm
mpicillin/Sulbactam A/S - - - 13-19 mm 1 7mm
10/10 mcg
PAGE : 2/4
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m Certified : ISO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg, Mumbai - 400086
Website : www.himedialabs.com, Email : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Name : Lot No : 0000322697
Mueller Hinton Agar
Report No.: 040000779434 Date of Report : 22.12.2017 Expiry Date : Dec-2022
Piperacillin PI 100 mcg - - - - 12-18 mm 16mm
PPiperacillin/Tazobactam PIT |- - - - 24-30 mm 28mm
1100/10 meg
\Ticarcillin TI 75 meg - - - - 6 mm 6mm
Ticarcillin/Clavulanic acid - - - - 21-25 mm 23mm
TCC 75/10mcg
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (WDCM 0008
Growth pr ing 88 luxuriant 80 90% - -
Co-Trimoxazole COT 25 mcg |- - - - # 20 mm (Clear 29mm
il gg_m:)
(Trimethoprim TR 5 mcg # - - - - # 20 mm 27mm
Vancomycin VA 30 meg - - - - # 17 mm 23mm
iStaphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA) (WDCM 00211)
Growth promoting 86 luxuriant 85 0 - -
Oxacillin OX | mcg - - - - Very Hazy to Nof No zone
one
[Sterptococcus pneumoniae ATCC 49619 (On Medium with 5% Sheep Blood)
IGrowth promoting I 81 l luxuriant | 76 | 93% !- ! -
Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 (Incubated w/5% CO2)
Growth promoting 85 |luxuriant l 80 | 04% I- i -
Haemophilus influenzae ATCC 49247 (On medium w/ Y.E.,NAD & Hematin)
Growth promoting 83 |quurianl | 18 I 93% I- 1—

. ATCC is a registered trade mark of the American Type Culture Collection
. NCTC and National Collection of Type Culture are registered trade mark of the Health Protection Agency

Control Medla :

. For Bacteria : Soyabean Casein Digest Agar / Columbia Blood Agar base enriched with 5% v/v Sheep/Horse blood.

. For Yeast & Mold : Sabouraud Dextrose Agar.

. All IS0 11133 : 2014( E ) control strains are included In the Quality parameter
. HiMedia Laboratories Pvt Ltd is certified for ISO 9001-2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP.

. Information for BSE/TSE Risk: The material was subjected to pH <= 7.0 andlor a temperature in excess of 75°C for no
less than 2 hours during the manufacturing process. The bovine raw material for this product was collected entirely from
Indian Origin animals in a licensed based establishment. The animals are inspected under a Govt. approved veterinarian’s
supervision and were apparently free from infectious and contagious diseases, BSE (Bovine Spongiform
Encephalopathy)/ TSE (Transmissible Spongiform Encephalopathy) and dloxine are not known to exist in India. This
material does not contain, nor is derived from the specific risks material as defined in The Maharashtra Animal

Preservation Act Govt. of Maharashtra, India.
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m Certified : ISO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg, Mumbai - 400086
Website : www.himedialabs.com, Email : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Name : Lot No : 0000322697
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000779434 Date of Report : 22.12.2017 Expiry Date : Dec-2022

STATUS OF THE MATERIAL : APPROVED

This is to certify that this lot passes and it confirms to the above mentioned tests and specifications . The information given
here is believed to be correct and accurate, however, both the information and products are offered without warranty for any
particulars use, other than that specified in the current HiMedia manual or product sheets. The results reported were obtained
at the time of release.

This document has been produced electronically and is valid

Microbiologist/Sr.Executive Asst./Dy/QC Manager Dy/QA Manager
Microbiologist

22.12.2017
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ANEXO H. Certificado de analisis de Cepa S. Enterica subsp. Enterica

{:E:_::.'.'_L-._}..
Microbiologics'

Carificale of Anakpsis: Lydohilized Microoeganism Spedficafion and Perlomance Upon Releass

5

Microcrganism Mama: Saimonela enterica subsp. enterica
Caialog Humdor: 0501

Lot Bumber: 501-20°"

Radorence Numbsr ATCOE S1741™

Passapge from Rafersnce: 2

Expiration Dwin: 202312031

Reloase Indormation:

Guality Conirol Tochnologist: Madson © vogl
Relgase Dwin: 202211118

Maorosoapic Foaines:

Large, raised, endine o ernse edge. gray, rough.
Mlicroscopic Foatures:

Gram reegative straight rod with rounded ends.

Modium:
SBELF
Mathod:
Gram Stain {1}

1D Systean: MALDI-TOF {1

Gon atlached 1D Sysiem resuls cocument

Other Features! Chalienges: Results
(1) Owdase (Kovacs]: negative
Hekioen Enteric Agar: good growsh, green colonies

Lns s Hper

Amanda Kuperus
Danesclor of Cuakty Contod
AUTHORLIED EXSMNATURE

Iradivi Sua [ ] -] ] cultury

L EIUE T TR TR L]
CHRT B

D v

{1] Tresw sl os scosdied I iS0AET 17225

TESTING CERT =265501

"Disdairar The i digiis) of T kol nunmbs: spee ey ar e proded nsel srd padeing iy os meely 3 pEXaging svert mumsar The ki mm bar dhpleped o die
enriificyis & B sciusl bass lof runbar o

. Aefer ic T erncloasd producs ineert for inrirections, infendsd uses srd hace rdfariety iformeioe

s ©) JoLATCE U e S MRIEG TR TTIRAIELAE I S AT

£ 2012 Microbiologios, Inc. AR Fights Resensesd. 200 Coopser Avencs Mo Sair Cloud, MW BE303 Fage 1ol 1 DL 285
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Valuos
Range Interpretation Symbols Color
200 = 300 [#++] rBEn
L o oo
.00 — 169 =) red
Meaning of Conzistency Categories (& - C}
Category Interpretation
(4] HDIH mﬂllﬂlﬂt!: The besi makch s a high-oonfidence identficabon. The second-best match s (1) a high-
denoe identdation in which T identical fo e best match, (Z) a iow-conddence (dentificabion n which
o Species or Qe 5 idenlcal o T rn.u:l:h of (3} & non-dentilication
[1=4] Low cons ; The egunements o b cmslm&cu'.l are not el The best mafch s a h o low-confidence
|ue11ur|n:=hun The second-test match is (1) high- o canfdenos deralicafion in which = identical o the
beesst maiboh or (2] a non-dentifcalion
] o consistenoy: The reguirements for figh or fow consistency ane not met.
Fun Creation DateTime: 20220 - 12T0S03:1 2 BES MV
Applied MIEP Libeanyiies) BOWL Myoctacteria Libary (bead method), Flamenious Fungl Library
Sample Mame Sample IO Crrgani=m (bast match) Score Value
G5 [+++) [A) 501210 Saimonedla 5o

Cormmenis:

Salmorssila can onfy b identified on gerus kel
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ANEXO |. Resolucion de aprobacién del proyecto de tesis

 UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

RESOLUCION N° 042-2022-FCSA-UMA
Lima, 31 de enero del 2022

EL DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD DE LA UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

Visto: El informe de conformidad N*016-UDI-UMA/2022 Mg. Eduardo Percy Matta Solis del Proyecto de Tesis
presentado por los Bachilleres en Farmacia y Bioquimica, JACKELYN MARYLENE BALDEON ROJAS y
FANY IDROGO AGUILAR.

CONSIDERANDO:

Que, mediante el expediente presentado JACKELYN MARYLENE BALDEON ROJAS y FANY IDROGO
AGUILAR, egresado de la Carrera Profesional de Farmacia y Bioguimica solicita la aprobacién del Proyecto de
Tesis “EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Ocimum
basilicum L. (ALBAHACA) SOBRE Salmonella enterica ATCC 51741".

Que, €l mencionado documento cuenta con la aprobacion del Mg. Eduardo Matta Solis, quien ha revisado el
Proyecto de Tesis realizando las observaciones, correcciones y aprobacién correspondiente, emiten el
Dictamen favorable y su inscripcion correspondiente;

Que, en tal sentido se inscribe el presente Proyecto de Tesis al libro de Inscripcion de Proyecto de Tesis en la
Oficina de Grados y Titulos;

Que, con tal motivo es menester dictar |a resolucién correspondiente;

Estando el Dictamen de la Comisién Revisora del Proyecto de Tesis en concordancia con las disposiciones
reglamentarias vigentes, y en uso de las atribuciones a este Decanato, por la Ley Universitaria 30220, y el
Estatuto de la Universidad;

RESUELVE:

PRIMERO. - APROBAR el Proyecto de Tesis: “EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Ocimum basilicum L. (ALBAHACA) SOBRE Salmonella enterica ATCC
517417, presentado por los Bachilleres: de la Carrera Profesional de Farmacia y Bioguimica.

SEGUNDO. - DEJAR ESTABLECIDO que los bachilleres estan en condiciones de continuar con el framite
respectivo para optar el Titulo Profesional, debiendo sujetarse a las disposiciones contenidas en el Reglamento
de Grados y titulos, teniendo en cuenta los plazos aprobados.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE

"}-.

R e Dr. Jhonnel Samaniego Joaquin
Decano de la Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad Maria Auxiliadora

Av, Canto Bello 431, San Juan de Lurigancho
Telt: 389 1212
www.umaperu.edu.pe
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