a kw0 NnNPRE

AUTORIZACION Y DECLARACION JURADA
DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD

Yo, wanner cueva espinal, con DNI 45996575 en mi condicion de autor(a) de la
tesis/ trabajo de investigacion/ trabajo académico) presentada para optar el
TITULO PROFESIONAL de “Quimico farmacéutico” de titulo “EFECTO
ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE
Melissa officinalis L. (TORONJIL) SOBRE Escherichia coli ATCC 25922”,
AUTORIZO a la Universidad Maria Auxiliadora (UMA) para reproducir y publicar
de manera permanente e indefinida en su repositorio institucional, bajo la
modalidad de acceso abierto, el archivo digital que estoy entregando, en
cumplimiento a la Ley N°30035 que regula el Repositorio Nacional de Ciencia,
Tecnologia e Innovacion de acceso abierto y su respectivo Reglamento.

Asimismo, DECLARO BAJO JURAMENTO que dicho documento es ORIGINAL
con un porcentaje de similitud de DIECISEIS PORCIENTO (16%) y que se han
respetado los derechos de autor en la elaboracién del mismo. Ademas, recalcar
gue se esté entregado la version final del documento sustentado y aprobado por
el jurado evaluador.

En sefal de conformidad con lo autorizado y declarado, firmo el presente
documento a los 28 dias del mes de diciembre del afio 2022.

Q7= “x;;}@ Wbz

Wanner Cueva Espinal Mg. Neuman Mario Pineda Pérez
DNI: 45996575 DNI: 09410930

Apellidos y Nombres

DNI

Grado o titulo profesional

Titulo del trabajo de Investigacion

Porcentaje de similitud



AUTORIZACION Y DECLARACION JURADA
DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD

Yo, Maria Isabel usquiano paredes, con DNI 43851462 en mi condicion de autor(a) de
la tesis/ trabajo de investigacién/ trabajo académico) presentada para optar el TITULO
PROFESIONAL de “Quimico farmacéutico” de titulo “EFECTO ANTIBACTERIANO
IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE Melissa officinalis L.
(TORONJIL) SOBRE Escherichia coli ATCC 25922”, AUTORIZO a la Universidad
Maria Auxiliadora (UMA) para reproducir y publicar de manera permanente e
indefinida en su repositorio institucional, bajo la modalidad de acceso abierto, el
archivo digital que estoy entregando, en cumplimiento a la Ley N°30035 que regula el
Repositorio Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de acceso abierto y su
respectivo Reglamento.

Asimismo, DECLARO BAJO JURAMENTO que dicho documento es ORIGINAL con
un porcentaje de similitud de DIECISEIS PORCIENTO (16%) y que se han respetado
los derechos de autor en la elaboracion del mismo. Ademas, recalcar que se esta
entregado la version final del documento sustentado y aprobado por el jurado
evaluador.

En sefial de conformidad con lo autorizado y declarado, firmo el presente documento
a los 28 dias del mes de diciembre del afio 2022.

Maria Isabel Usquiano Paredes Mg. Neuman Mario Pineda Pérez
DNI: 43851462 DNI: 09410930

1. Apellidos y Nombres

2. DNI

3. Grado o titulo profesional

4. Titulo del trabajo de Investigacion

5. Porcentaje de similitud



TESIS EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO

INFORME DE ORIGINALIDAD

16, 16+ 5«

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET  PUBLICACIONES

6%

TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

hdl.handle.net

Fuente de Internet

.

S

repositorio.uma.edu.pe

Fuente de Internet

£l

Ay

repositorio.uroosevelt.edu.pe

Fuente de Internet

=]

3%

repositorio.upagu.edu.pe

Fuente de Internet

=

2%

essnature.com q .
Fuente de Internet /0

H repositorio.uladech.edu.pe 1
Fuente de Internet %

pesquisa.bvsalud.org L.
Fuente de Internet A)

cmhnaaa.org.pe

Fuente de Internet

(K

Excluir citas Activo Excluir coincidencias

Excluir bibliografia Activo

<1%



U n iversidad
Maria Auxiliadora

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA'Y BIOQUIMICA

EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL
DE LAS HOJAS DE Melissa officinalis L. (TORONJIL) SOBRE
Escherichia coli ATCC 25922

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE QUIMICO
FARMACEUTICO

AUTORES

Bach. CUEVA ESPINAL, WANNER
https://orcid.org/0000-0003-3573-4197

Bach. USQUIANO PAREDES, MARIA ISABEL
https://orcid.org/0000-0002-4848-9170

ASESOR:

Mg. PINEDA PEREZ, NEUMAN MARIO
https://orcid.org/0000-000-6818-7797

LIMA — PERU
2022



DEDICATORIA

A DIOS por brindarme salud dia a diay darme
las fuerzas para avanzar con mi proposito y
mis objetivos, por bendecirme con un trabajo
para poder sustentar nuestras necesidades
ya que muchos han quedado sin ellos

A mis abuelitos Maria Rojas Terronesy Telmo
Espinal Romero que ya estan en el cielo

A mis padres Juan Cueva Ramirez y Baceliza
Espinal Rojas por todo su apoyo
incondicional, porque a pesar de momentos
dificiles siempre estuvieron alli presentes en
todo momento, por inculcarme valores
positivos para ser una persona que soy ahora

A mi hermano Anthony Paul por sus consejos
para seguir adelante, a todos ellos mi
agradecimiento.

Wanner Cueva Espinal

Dedico esta tesis a mis padres Sergio y
margarita por su infinito apoyo y dedicacion
en hacerme una mejor persona.

A mis hermanos Luis, Cesar, Sergio y
Patricia, que siempre estuvieron
incondicionalmente a mi lado para poder
culminar con éxito mis estudios

Maria Isabel Usquiano Paredes



AGRADECIMIENTO

A Dios, por guiarnos por el camino del bien y
mantenernos siempre de pie durante toda nuestra
carrera.

A nuestros padres por su apoyo constante y por
ensefiarnos a no rendirnos facilmente, por sus
ejemplos de perseverancia.

A nuestros abuelitos que desde el cielo nos
iluminan

A la Universidad Maria Auxiliadora por darnos la
oportunidad de formar parte de esta casa de
estudio y finalmente a todas aquellas personas
gque de wuna u otra manera estuvieron
apoyandonos en los momentos que mas los
necesitamos.

Los autores



INDICE GENERAL

Paginas
DE DI C AT ORI A ettt e e ettt e e e e et e e et et e e e e e e e e eaannns il
AGRADECIMIENTO ...t e e e e e et e e e e e e e e e e enaa e e e aenennns ii
RESUMEN ...ttt e e et e e e e e et e e e e es e e e e e et e e eeeennns Vil
AB S T R A T e et enne viii
I, INTRODUGCCION ....coootiiieieeceeete ettt ettt ettt ettt e teeaeeteeaeste e steeaeeee s 9
. MATERIALES Y METODOS........cciieiteeteeteete ettt e sttt steete e ere e e 15
[I.1. Enfoque y disefio de la investigacion............ccccoeveeeeiiiiieiiiiiiiee e 15
[1.2.  Poblacion, muestra y MUESIIEO .........ccceviiiiiiiiiiee e e e e 15
[1.3.  Variables de iNnVestigacion ...........ccooooiiiiiiiiiiiiiiie e 16
II.4. Teécnicas e instrumentos para la recoleccion de datos ...........cccevvvvvvvceeennnn. 16
I1.5. Plan metodoldgico para la recoleccion de datos.............ccvvveveeeveiiieiiieeenennen. 17
I, RESULTADOS ...ttt e et e e et e e e e eet e e eenanaeaeene 21
IV. DISCUSION ..ottt te ettt ee et eete et e e e eaeeeteareeeeareeneens 28
[V.1. DiSCUSION d€ RESUIAUOS ........ceiiiiiiiiiiiiieii e 28
[V.2. CONCIUSIONES......oiiiiiiiiiiieeeeee ettt eeeeeeeeeeees 30
IV.3. RECOMENUACIONES. .....coeiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeee ettt ee et ee e eeeneeneeeees 31
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... 32
AN E X O S et eeeees 35
Anexo A. Instrumento de recoleccion de datos 36
Anexo B. Matriz de consistencia 367
Anexo C. Operacionalizacion de las variables 378
Anexo D. Identificacion taxondmica de la planta 39
Anexo E. Carta de aceptacion del Lab. Microclin 390
Anexo F. Certificado de analisis de Escherichia coli ATCC 25922 41
Anexo G. Andlisis estadistico complementario de los datos 423
Anexo H. Evidencias del trabajo de campo 456



INDICE DE TABLAS

Paginas

Tabla 1. Solubilidad del aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L.
(Toronijil) en diferentes solventes 21
Tabla 2. Identificacion los metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial
de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) 22
Tabla 3. Efecto antibacteriano in vitro que presenta el aceite esencial de las hojas
de Melissa officinalis L. (Toronjil) a concentraciones del 50%, 75% y 100% sobre

Escherichia coli ATCC 25922 23
Tabla 4. Analisis de la varianza (ANOVA) 25
Tabla 5. Analisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey 26
Tabla 6. Sensibilidad antibacteriana de Escherichia coli ATCC 25922 27
Tabla 7. Analisis del comportamiento normal de los diametros de inhibicion 42
Tabla 8. Determinacion la distribucion homogénea de las varianzas 43
Tabla 9. Analisis de comparaciones multiples 43



INDICES DE FIGURAS

Paginas
Figura 1. Efecto antibacteriano in vitro que presenta el aceite esencial de las hojas
de Melissa officinalis L. (Toronijil) a concentraciones del 50%, 75% y 100% sobre
Escherichia coli ATCC 25922 ... 24
Figura 2. Recoleccion y preparacion de la muestra vegetal para extraccion del
BRI . 45
Figura 3. Instalacion del equipo de destilacion por arrastre con vapor y obtencion
(0TI Vol =T (= UUUPPPPPPRPRPN 46
Figura 4. Preparacion del aceite esencial de toronjil a diferentes concentraciones47

Figura 5. Activacion de Escherichia COli..............ccooiiiiiiiiiiiicci e, 48
Figura 6. Preparacion de la carga bacteriana............ccccvvvvvviiiiiieeeceeceeiceee e 48
Figura 7. Aplicacion de la bacteria en los medios de Cultivo.............ccevvveeevveeenneee. 49
Figura: 8. Incubacion de placas con medio de CUltiVO............ccevvvvviviiiiiiiiiiiiiieennn, 50

Vi



RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano in vitro que presenta el aceite esencial
de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronijil) sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922.

Metodologia: Empleamos estudio de tipo cuantitativo, transversal, prospectivo,
disefio experimental; poblacion de estudio 12 kilogramos de hojas de Melissa
officinalis L. obtenidas del distrito Niepos, Provincia San Miguel, Departamento
Cajamarca, muestra empleada 8 kg de hojas de Melissa officinalis L.; técnicas
utilizadas ficha de recoleccion de datos para la parte microbiolégica, marcha
fitoquimica y prueba de solubilidad; el efecto antibacteriano sobre las cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 evaluandose formacion de halos de inhibicion y

analisis estadistico con nivel de significancia 0,05.

Resultados: El aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L. presento
solubilidad al dimetil-sulfoxido y cloroformo, metabolitos secundarios identificados
triterpenos y taninos; halos de inhibiciéon formados sobre cultivos in vitro de
Escherichia coli fueron 10,83+0,36mm al 50% del aceite esencial de toronjil,
12,07+0,41mm al 75% y 13,06+0,41mm al 100%; el control positivo (ciprofloxacino)
halo de inhibicién 29,48+0,38mm.

Conclusiones: El aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L. a
concentraciones 50%, 75% y 100% demostro efecto antibacteriano in vitro sobre
cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

Palabras clave: Escherichia coli, aceite esencial, Toronjil, antibacteriano
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ABSTRACT

Objective: To demonstrate the in vitro antibacterial effect of the essential oil from
the leaves of Melissa officinalis L. (Toronijil) on strains of Escherichia coli ATCC
25922.

Methodology: We use a quantitative, cross-sectional, prospective study,
experimental design; study population 12 kilograms of Melissa officinalis L. leaves
obtained from the Niepos district, San Miguel Province, Cajamarca Department,
sample used 8 kg of Melissa officinalis L. leaves; techniques used data collection
sheet for the microbiological part, phytochemical march and solubility test; the
antibacterial effect on the Escherichia coli ATCC 25922 strains, evaluating the

formation of inhibition halos and statistical analysis with a significance level of 0.05.

Results: The essential oil of the leaves of Melissa officinalis L. presented solubility
to dimethyl sulfoxide and chloroform, secondary metabolites identified triterpenes
and tannins; inhibition halos formed on in vitro cultures of Escherichia coli were
10.83+0.36mm at 50% lemon balm essential oil, 12.07+0.41mm at 75% and
13.06+0.41mm at 100%; the positive control (ciprofloxacin) inhibition halo
29.48+0.38mm.

Conclusions: The essential oil of the leaves of Melissa officinalis L. at 50%, 75%
and 100% concentrations demonstrated an in vitro antibacterial effect on
Escherichia coli ATCC 25922 strains.

Keywords: Escherichia coli, essential oil, Toronjil, antibacterial.
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|. INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli) habita cominmente en el intestino del hombre y
animales, sin embargo, ciertas cepas productoras de la toxina Shiga pueden
llegar a provocar intoxicacion grave incluso a producir la muerte de las personas,
la contaminacion por esta toxina puede producirte por la carne cruda, la leche
cruda y ciertas verduras contaminadas con materia fecal. Esta bacteria ha
provocado a lo largo de la historia brotes epidemiolégicos que han causado
graves problemas a los paisest?.

En Alemania, esta bacteria ocasiono en el 2011 un brote de casos los cuales
fueron reportados por el Sistema de Comunicacion de Alertas Sanitarias de la
UE (EWRS) mostrando cuadros de diarrea sanguinolenta secundarios a E. coli
enterohemorragico productor de toxina Shiga (STEC). Los casos se presentaron
en 15 estados de Alemania con un total de 214 casos con Sindrome Hemolitico
Urémico (SHU), 2 fallecidos, siendo el 68% mujeres en su mayoria mayores de
17 afios. Este brote posteriormente se extendio a los paises de Suecia, Holanda,
Reino Unido y Dinamarca3.

Esta bacteria, se relaciona con enfermedades diarreicas agudas (EDA)
especialmente en menos de 5 afios, tanto en América Latina, Africa y Asia, con
edad inferior a 5 afios, generalmente los datos estadisticos se ven limitados a la
capacidad de los laboratorios para realizar los analisis de esta bacteria en las
muestras; sin embargo, se han detectado cepas productoras de toxina Shiga, del
mismo modo, diversos estudios han reportado la presencia de E.

coli enteroagregativa en productos alimenticios en supermercados®.

Segun la OMS y UNICEF, existe 2000 millones de reportes de enfermedades
diarreicas a nivel mundial, de esta cifras aproximadamente 2 millones de nifios
con edades menores a 5 afos fallecen anualmente, representando esta ultima
el 18% de las muertes producidas en este rango de edad, produciéndose la
mayor cantidad de muertes (78%) en el continente Africano y Asiatico®.

El Pert no fue ajeno a los brotes epidemiologicos ocasionados por Escherichia

coli, de la misma manera, declaro alerta epidemioldgica posterior al brote



producido en Europa que dejo 35 muertes en el 2011, solicitando en los
aeropuertos descarte de infecciones diarreicas sobre todos a los vuelos

procedentes de Europa®.

Asi mismo, en el Perd un estudio revelo luego del analisis de las muestras de
una poblacion de 4,243 nifios variantes de Escherichia coli entero-agregativa,

entero-patogénica, entero-toxigénica, entre otras’.

Este tipo de infecciones por Escherichia coli se ve aun mas complicada debido
a la resistencia bacteriana que presenta esta bacteria y que continua en
aumento, un estudio realizado por Marcos P (2020), muestra un estudio realizado
en 98 pacientes procedentes de la Costa, Sierra y Selva, observando mayor
resistencia a esta bacteria en los pacientes de la sierra del Peru (28,6%)
encontrando cepas productoras de betalactamasas con prevalencias entre las

edades de 31 a 45 afios®.

Por otro lado, existen estudio que atribuyen propiedades medicinales a Melissa
officinalis L. (toronjil) incluyendo la actividad antibacteriana, en ese sentido y en
base a esta realidad manifestada con respecto a la problematica que gira en todo
a Escherichia coli, es necesario plantear propuestas que ayuden a mejorar esta
situacion, en ese sentido, la investigacién propone una investigacion basada en
un estudio in vitro del efecto antibacteriano de Melissa officinalis L. (toronjil) sobre
Escherichia coli, con la finalidad de encontrar un tratamiento natural a las

infeccion es causadas por esta bacteria.

Melissa officinalis, es una planta procedente del Mediterraneo oriental (Turquia) y
gue se encuentra en todos los climas templados del planeta. Su uso, como planta
medicinal, se remonta a Teofrasto e HipoOcrates, en la antigua Grecia, en ese
momento, sus beneficios ya eran reconocidos para calmar a las personas
ansiosas y calmar los trastornos nerviosos, los é&rabes lo usaban como
antiespasmaodico y los europeos como tratamiento digestivo, calmante y antiviral,
en el mundo contemporaneo, se utiliza en la medicina herbal para tratar la
ansiedad y los trastornos nerviosos, asi como los problemas gastrointestinales,
también se utiliza por su efecto estimulante sobre la funcidén cerebral y su eficacia

en el tratamiento del insomnio®

Se han identificado una serie de posibles componentes activos de la hoja seca y
10



el aceite esencial de esta planta, los componentes que pueden tener efectos
farmacolégicos incluyen una serie de aldehidos monoterpenoides (incluyendo
citronellal, neral y geranial), flavonoides y compuestos polifenolicos (acido
rosmarinico) y glucésidos monoterpénicos, con la identificacion de otros nuevos
compuestos. Estos componentes se absorben facilmente después de la ingestion
oral de Melissal®!1.

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria gram negativa conocido por ser parte de
la flora intestinal normal, pero también puede ser la causa de enfermedades
intestinales y extraintestinales en los seres humanos, hay cientos de cepas de E.
coli identificadas, lo que resulta en un espectro de enfermedades desde
gastroenteritis leve hasta insuficiencia renal y shock séptico; su virulencia se debe
ala capacidad de Escherichia coli para evadir las defensas del huésped y

desarrollar resistencia a los antibiéticos comunes??.

Los diferentes tipos de Escherichia coli tienden a contaminar diferentes los
alimentos y el agua, tal es asi, que los brotes anteriores de Escherichia
coli patégena en los Estados Unidos han incluido verduras de hoja verde, brotes,
leche cruda y quesos, y carne cruda y aves de corral, Escherichia coli productora
de toxina Shiga (STEC), incluida la Escherichia coli O157: H7, puede ser
particularmente peligrosas, las principales fuentes de brotes de STEC son los
productos carnicos molidos crudos o poco cocidos, la leche cruday los quesos, y
las verduras y brotes contaminados; las personas infectadas con Escherichia coli
patdgena pueden comenzar a notar sintomas desde unos pocos dias después de
consumir alimentos contaminados o hasta nueve dias después. En general, los
sintomas incluyen calambres estomacales severos, diarrea, fiebre, nduseasy /o

vOomitos 13,

La gravedad o la presencia de ciertos sintomas pueden depender del tipo
de Escherichia coli patdgena que causa la infeccion. Algunas infecciones pueden
causar diarrea sanguinolenta grave y provocar afecciones potencialmente
mortales, como un tipo de insuficiencia renal o el desarrollo de presion arterial
alta, enfermedad renal crénica y problemas neuroldgicos. Otras infecciones
pueden no tener sintomas o pueden resolverse sin tratamiento médico dentro de

cinco a siete dias?.
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La prueba de Kirby-Bauer para la susceptibilidad a los antibidticos (también
llamada prueba de difusion del disco) es un estandar que se ha utilizado durante
afos. Desarrollado por primera vez en la década de 1950, fue mejorado por W.
Kirby y A. Bauer, luego estandarizado por la OMS en 1961. En la actualidad la
técnica de Kirby-Bauer, ha sido reemplazada en laboratorios clinicos por pruebas
automatizadas; sin embargo, esta técnica todavia se usa en algunos laboratorios,
0 Se usa con ciertas bacterias con las que la automatizacion no funciona bien.
Ademas, esta prueba se utiliza para determinar la resistencia o sensibilidad de
los aerobios 0 anaerobios facultativos a productos quimicos especificos y también
pueden ser utilizados por el médico para el tratamiento de pacientes con
infecciones bacterianas, el diametro del halo de inhibicién confirma la actividad
de la sustancia sobre el cultivo. EI medio Mueller-Hinton se utiliza para la prueba

de Kirby-Bauer y presenta un porcentaje alto en proteinas?.

Como antecedente internacional del estudio podemos mencionar a Behbahani B.
et al (2019), en su estudio “Composicion quimica, actividad antioxidante,
contenido de fenoles y el efecto antibacteriano del aceite de Melissa officinalis”.
En su desarrollo los compuestos fueron identificados por CG-MS, la actividad
antirradical fue evaluada utlizando el reactivo de coloracion 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo, la presencia de fenoles fue medido con el reactivo Folin-Ciocalteu y
el efecto antibacteriano del aceite se evalud por técnicas microbiolégicas de disco
y en pozo. Los metabolitos secundarios encontrados fueron, geranilo, citral, Z-
citral, citronelal y citronelol; del estudio microbioldgico el diametro de los halos que
se formo alrededor de cada pozo fue 7.2 mm; 9.0 mm; 10.6 mm; 12.4 mmy 13.5
mm en promedio evaluados a la concentracion de 0.5mg/ml; 1.0mg/ml; 2.0mg/ml,;
4.0mg/ml y 8.0mg/ml; al enfrentarse a cultivos de E. Coli, S, epdidermidis, S,

pyogenes, P. aeruginosal®.

Abdel W. et al (2019), en su investigacion “Evaluacion antibacteriana y perfil
fitoquimico mediante el cromatdgrafo de gases de los extractos con etanol de la
planta Melissa officinalis. En referencia a la evaluacién antibacteriana fue
evaluado mediante la concentracibn minima inhibitoria, en la que se observo un
fuerte potencial contra Staphylococcus aureus y P. aeruginosa con un CMI de 1.65
y 1.9140ug/ml respectivamente; y contra C. albicans su CMI fue de 0,30ug/mL. El

12



perfil fitoquimico del extracto de Melissa officinalis se relacioné con su efecto
antibacteriano encontrandose bioactivos como terpenos, acidos grasos, acido

palmitico v fitol*®.

Ehsani A., et al. (2017), en Zanjan — Irdn, determinaron los “metabolitos
secundarios y el efecto antibacteriano contra S. typhimorium, E. coliy S. aureus
del aceite esencial de Melissa officinalis y Dracocephalum moldavica”, la
metodologia empleada consistio en la técnica de difusibn en pozo y los
metabolitos fueron determinados mediante cromatografia de gases. En los
resultados se encontraron geranial, neral, geraniol, geranilo, citral, timol, citronelal,
Melissa officinalis demostré tener mayor actividad contra Staphylococcus aureus
que Dracocephalum moldavica, ademas presentdé un diametro de inhibicion
promedio de 9.74 mmy 11.17 mm para Escherichia coli a las concentraciones de
75% y 100%1

Entre los antecedentes nacionales contamos con la investigacién de Curo M. et
al (2021), en su investigacion “Evaluacion de la actividad contra la cepa ATCC
Escherichia coli del aceite esencial extraido de la especie Melissa officinalis L.
(toronijil) y Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) con el objetivo de formular una
emulsion para beber. Los resultados mostraron tamafios de halos de 8.91 mm,;
10.11 mm y 11.99 mm para las concentraciones de 50.0 %, 75.0 % y 100.0 %

respectivamentel’.

Salazar R, Yerren M. (2021) mediante su estudio “Efecto antibacteriano del aceite
de Melissa officinalis (toronjil) y Origanum vulgare (orégano) frente a Escherichia
Coli” se evaluaron las concentraciones del 50% y 100%. Los resultados mostraron
tamafos de halo de 10,36mm y 12,05mm para las concentraciones de 50.0 % y
100.0 % respectivamente, el dimetilsulfoxido presento halo de 6.17mm vy el

ciprofloxacino obtuvo halo de 30.35mm?8,

Lema A. (2018), en su investigacion “Actividad antimicrobiana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Mellisa officinalis (toronjil) en Proteus spp”. Se
evaluo el tamizaje fitoquimico de la planta y el estudio microbiologico se realiz
por difusidon en disco. En el estudio fitoquimico se evidencio la existencia de

saponinas, fenoles, flavonoides (chalconas, auronas), alcaloides, y quinonas; los
13



halos inhibitorios formados fueron de 13,0mm; 15.0mm; 18.0mm y 20,0mm para

las concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% contra Proteus spp*®

El estudio de investigacion pretende mediante los resultados encontrados, brindar
una alternativa al tratamiento con medicamentos contra Escherichia coli, y de esta
manera reducir los costos del tratamiento, ademas disminuir la resistencia
bacteriana de esta bacteria y los indices de morbi-mortalidad lo que puede reflejar
una reduccién en los costos por tratamiento y hospitalizacion de los pacientes,
ademas de servir como componente en la elaboracion de preparados magistrales

con efecto terapéutico.

En ese sentido, se planteo el objetivo principal:

Demostrar el efecto antibacteriano in vitro que presenta el aceite esencial de las
hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922

Hipotesis general: El aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronijil)

presenta efecto antibacteriano in vitros sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922
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ll. MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoquey disefio de la investigacion

- Cuantitativo, basado en un conjunto de procesos sistematicos y
metodolégicos que empled los datos recolectados mediante variables
numericas para realizar un analisis estadistico.

- Transversal, debido a que, el momento de recoleccion de los datos, se
realizé en un periodo de tiempo especifico.

- Prospectivo, debido a que se analizaron los datos recolectados en el
presente y las posibilidades futuras de interaccion entre las variables.

- Experimental, porque se derivo del analisis de las variables en estudio,
las cuales son modificadas por el investigador para demostrar su grado

de relacién causal entre estas?921,

[I.2. Poblacion, muestray muestreo

Poblaciéon: Estuvo representada con 12 kilogramos de las hojas de
Melissa officinalis L. (Toronijil) las que fueron obtenidas en el distrito de
Niepos, Provincia San Miguel, Departamento Cajamarca ubicado a una
latitud Sur de 6°55°35"" y una longitud Oeste de 79°7°47"".

La identificacion taxonémica de la especie vegetal fue realizada en la
ciudad de Lima, por un profesional Biélogo con especialidad en Botanica,
quien emitié un certificado en conformidad de la identificacion de la especie

vegetal.

Muestra: Solo se utilizé 8 kg de las hojas de Melissa officinalis L. (Toroniil),
las cuales luego de ser recolectadas, pasaron por un proceso de seleccion,
empleandose solamente las hojas que no presentaron descomposicion,
plagas o deterioro; posteriormente se lavaron con abundante agua y se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.1%. La muestra fue selecciona
tomando en consideracion los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

- Muestra identificada taxonomica

- Hojas de tamafio y forma similar

- Correspondiente a la misma zona geografica de la poblacion

- Recolectada directamente de la zona de cultivo
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Criterios de exclusion:

- Tratamiento con insecticidas

- Muestras con plagas

- En estado de putrefaccion y/o deterioro

- De diferente especie

Unidad de analisis: Fue la cepa microbiologica de Escherichia coli ATCC
25922, que fue adquirida del Laboratorio Microbiologics, quien proporciono
el certificado de andlisis correspondiente de la cepa.

Muestreo: Se aplic6 el tipo de muestreo no probabilistico por
conveniencia, dada la facilidad de acceso y disponibilidad del lugar de

recolecciéon de la muestra

[I.3. Variables de investigacion

11.4.

Variable independiente: Aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis
L. (Toronjil).

Definicion conceptual: Solucién oleosa extraida de una muestra vegetal
con por medio de arrastre con vapor

Definicion operacional: Solucion oleosa con propiedades medicinales y
gue puede emplearse como antibacteriano.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano sobre Escherichia coli ATCC
25922

Definicion conceptual: Inhibicion en la multiplicacion celular de las
bacterias

Definicion operacional: Identificacion de halos de inhibicion tras la

utilizacion de una sustancia con efecto antibacteriano.

Técnicas e instrumentos para larecoleccion de datos
Técnicas:
La técnica de estudio corresponde a la Observacion.

Ficha de recoleccién de datos — Microbiolégica: Esta ficha fue
elaborada siguiendo la informacion referencial citada por Yerren M.
(2021)??, la cual permiti6 el registro de los datos recolectados con respecto
a los tamanos del halo de inhibicién (milimetros) formados por el aceite a

diferentes concentraciones, comparados con los grupos control negativo
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11.5.

(dimetilsulfoxido) y positivo (ciprofloxacino).

Ficha de recoleccion de datos — Marcha fitoquimica: Esta ficha fue
elaborada siguiendo la informacion referencial citada por Angulo D.
(2019)%, la cual permitié registrar los resultados obtenidos de la marcha
fitoquimica, donde se puede apreciar la presencia o ausencia de los
metabolitos secundarios de la planta, asi mismo en caso de la presencia
de metabolitos se caracterizé la intensidad observada de la coloracion,
segun sea intensidad Baja (+), intensidad Moderada (++) e intensidad Alta
(+++).

Ficha de recoleccion de datos — Prueba de solubilidad: Esta ficha sera
elaborada siguiendo la informacion referencial citada por Lépez C.
(2022)?4, la cual registra el grado de solubilidad del aceite en diferentes

tipos de solventes segun el grado de polaridad.
Plan metodologico paralarecolecciéon de datos

[1.5.1 Elaboracién del aceite esencial
El aceite se elaborara mediante el método de arrastre con vapor,
siguiendo la técnica propuesta por Acufia D. (2021)?%, las hojas de la
muestra se colocaron en el compartimiento del equipo previo armado,
en cantidades de 500 gr., se instalaron las lineas refrigerantes al
equipo y al final se recolecto el aceite y agua obtenidos en el embudo
de decantacion, donde se separ6 el aceite del agua.

[1.5.2 Prueba de solubilidad
La prueba de solubilidad fue realizada segun el método propuesto por
Pacheco C. (2021)%. Se evaluaréa el grado de solubilidad del aceite
por medio de dilucién directa colocando en tubos de ensayo, 1 ml del
aceite y 1 ml de etanol 96°, metanol, alcohol ter-butilico, éter, acetona,
cloroformo y dimetilsulfoxido segun corresponda. Se evalué el grado
de disolucién de la mezcla segun sea Soluble, Medianamente soluble
e Insoluble.

[1.5.3 Marcha fitoquimica
Se realizé la marcha fitoquimica segun el método propuesto por Soto
M. (2015)*” mediante reacciones de coloracion con reactivos

especificos empleando el aceite esencial de la siguiente manera:
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El ensayo de Sudéan lll: Este tipo de ensayo se empled para
determinar la existencia de particulas grasas; si se observa la
presencia de gotas coloreadas confirma esta reaccion. Se colocaron
para tal fin, 0.5ml de la muestra y agregé 1 ml del reactivo de Sudan
11l

Ensayo de Dragendorff. Se empled para la identificacion de
alcaloides en la muestra analizada, se agrego 0.5 ml del aceite en un
tubo de ensayo y luego se agrego Il gotas del reactivo de Dragendorff,
la formacion de un precipitando naranja o turbidez confirma la
presencia de alcaloides.

Ensayo de Baljet. Este ensayo permite determinar cumarinas o
compuestos con grupos lacténicos. En una muestra de 0.5 ml se
agrega lll gotas del reactivo de Baljet y se agita suavemente, la
presencia de una coloracién o precipitado es confirmatorio para esta
reaccion.

Ensayo de Borntrager. Este ensayo permite identificar quinonas. En
una muestra de 0.5 ml del aceite se agreg6 0.5 ml de una solucion de
NaOH (10%), si aparece un color rosado-rojo en la fase acuosa
confirma la reaccion.

Ensayo de Liebermann-Burchard. Permite la identificacion de
triterpenos o esteroides, debido a la presencia del nucleo de
androstano. En una muestra de 0.5 ml se agrega 0.5 ml del reactivo
de Liebermann-Burchard, un color rojo en la interfase muestra una
reaccion positiva.

Ensayo de Ninhidrina. Permite identificar aminoacidos, a una
muestra de 0.5 ml del aceite se le agrega Il gotas del reactivo de
Ninhidrina, luego se lleva a bafio maria a 45°C por 10 minutos y se
observa, la aparicion de una coloracion azul-violeta es confirmatorio
de la reaccion.

El ensayo de Shinoda. Este ensayo se emplea para determinar la
presencia de flavonoides. En un tubo se agreg6 0.5 ml del aceite y
luego se agregd 0.5 ml de alcohol isoamilico, la presencia de una
coloracion amarilla, naranja o roja, indica una reaccion positiva.

El ensayo de antocianidinas. Esta reaccion también permite

identificar flavonoides que presenten la secuencia en su estructura
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C6-C3-C6 del flavonoide. En un tubo con 0.5 ml se le agrega Il gotas
del reactivo en mencion. La coloracién roja o marron mostrara la
presencia de flavonoide.

El ensayo de espuma. Se emplea para determinar la existencia de
saponina. La presencia de espuma luego de agitar el tubo por mas de

2 minutos, confirma la reaccion.
11.5.4 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se realizé siguiendo el método propuesto
por Guerrero S. (2021)28. Primero se activo la cepa microbioldgica de
Escherichia coli ATCC 25922 la cual fue adquirida del laboratorio
Microbiologics, esta fue activada mediante disolucién y sembrado
directo en agar MacConkey selectivo para bacterias Gram negativas
entéricas, posteriormente se llevaron a incubacion por 48 horas hasta
observar la formacion de colonias.

Para preparar el Agar MacConkey se disolvieron 49.53 gr de este agar
deshidratado en 1 litro de agua destilada y llevé hasta disolucion
completa mediante calentamiento hasta ebullicion, luego se llevé a
esterilizacion en autoclave a una presion de 15 libras, 121°C por 15
minutos, luego se dejé enfriar hasta aproximadamente 50°C y agrego
a las placas Petri en un ambiente estéril.

Se preparo el indculo bacteriano a partir de las colonias formadas en
la placa con Escherichia coli, se realizaron diluciones sucesivas 1/10
en tubos con solucion salina fisiolégica hasta llegar a la escala 0.5 de
McFarland por comparacion directa.

A partir del indculo se sembré Escherichia coli en 15 placas donde se
prepararon pocitos de 6 mm de didmetro mediante sacabocado y
posteriormente se aplic6 en cada pocito 30 uL del aceite a la
concentracion de 50%, 75% y 100% respectivamente previa
identificacion.

Los grupos control fueron tratados de la misma manera, preparando
15 placas con dos pocitos en cada una donde se aplicé 30 uL de
dimetilsulfoxido y 30 uL de ciprofloxacino 200mg/ml.

Se llevo a incubacion por 24 horas a 37°C + 2 y observé luego de este
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11.6

I.7.

tiempo la formacion de crecimiento bacteriano y de halos de inhibicion.
Los datos fueron recolectados mediante un vernier digital que sirvid
para obtener el tamafo de los halos formados en milimetros (mm) y
posteriormente se registraron los datos en la ficha de recoleccion de

datos para el estudio microbiolégico.

Procesamiento de los anélisis estadisticos

Los datos recolectados fueron analizados en mediante la hoja de calculo
Microsoft Excel y el software estadistico SPSS ver. 26, donde se
determinaron los estadisticos descriptivos de los datos recolectados vy
mediante las pruebas de ANOVA y Tukey con una confianza del 95% se

contrasto la hipotesis del estudio.

Aspectos éticos

Dentro de este aspecto se considerd el principio de veracidad y autoria
sometiendo la investigacion al software antiplagio turnitin para demostrarlo,
asi mismo, los investigadores son los Unicos responsables del contenido de
la investigacion y se someten a las sanciones respectivas en caso se falte a
estos principios; asi mismo, se mantuvo los criterios de bioseguridad durante
el desarrollo de la parte experimental y el manejo de material biocontaminado
para evitar dafios al medio ambiente o los participantes. Del mismo modo,
todas las referencias con las que se han trabajo para el desarrollo de esta
investigacion, han sido citadas de acuerdo al estilo de Vancouver

(superscript).
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[ll. RESULTADOS

Tabla 1. Solubilidad del aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L.

(Toronjil) en diferentes solventes

Solvente Solubilidad

Agua destilada -

Dimetil-sulfoxido +++
Acetona ++
Cloroformo +++
Etanol +
Hexano ++
Metanol -

Alcohol ter-butilico -

Fuente: Elaborada por los investigadores

Leyenda:
Alta solubilidad +++
Mediana solubilidad ++
Baja solubilidad +

Totalmente insoluble -

En la tabla 1, se muestra la solubilidad del aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronjil) en diferentes solventes realizada mediante la mezcla de estos
con el aceite, los resultados encontrados muestran que el aceite esencial de las
hojas de Melissa officinalis L. presenta alta solubilidad al dimetil-sulféxido y
cloroformo, presenta mediana solubilidad a la acetona y hexano, baja solubilidad al

etanol y es totalmente insoluble al agua destilada, metanol y alcohol ter-butilico.
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Tabla 2. Identificacion los metabolitos secundarios presentes en el aceite

esencial de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil)

Metabolitos .

N Reactivos Resultado
Alcaloides Dragendorff -
Mucilagos No emplea -
Flavonoides Antocianidina -
Triterpenos / Esteroides Liebermann Burchard ++
Compuestos fenolicos FeClI3 -
Quinononas Borntrange -
Aminoécidos Ninhidrina -
Aceite y grasas Sudan Il ++
Saponinas Espuma -
Taninos FeCI3 +

Fuente: Elaborada por los investigadores

Leyenda:
Ausente )
Escaso (+)
Leve (++)

Moderado (+++)
Abundante (++++)

En la tabla 2, muestra las reacciones cualitativas de identificacion de los metabolitos

secundarios presentes en el aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L.

(Toronjil) las que se expresan segun la leyenda presentada, los metabolitos

secundarios presentes en el aceite esencial de Melissa officinalis L. fueron

triterpenos y taninos, resultando negativo para el resto de metabolitos mostrados.
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Tabla 3. Efecto antibacteriano in vitro que presenta el aceite esencial de las

hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) a concentraciones del 50%, 75% y
100% sobre Escherichia coli ATCC 25922

Aceite de Toronjil - 100% 15
Aceite de Toronjil - 75% 15
Aceite de Toronjil - 50% 15
Cont. Negativo (DMS) 15

Contr. Positivo (Ciprofloxacino) 15

13,06
12,07
10,83

5,95
29,48

Fuente: Elaborada por los investigadores

0,41
0,41
0,36
0,36
0,38

0,11
0,11
0,09
0,09
0,10

12,83
11,84
10,63

5,76
29,28

13,29
12,30
11,03

6,15
29,69

12,37
11,39
10,22

5,53
28,73

13,58
13,01
11,65

6,68
30,16

Los datos mostrados en la tabla 3, muestran los parametros estadisticos del

comportamiento que presentan los datos recolectados del tamafio del halo de

inhibicién; asi mismo, los valores medios de los halos de inhibicion para los grupos

experimentales al 50% del aceite esencial de toronijil fue de 10,83+0,36mm para el

aceite esencial de toronjil al 75% fue de 12,07+0,41mm y para aceite esencial de

toronijil al 100% fue de 13,06+0,41mm, el control positivo (ciprofloxacino) presento

halo de inhibicion promedio de 29,48+0,38mm; el control negativo (DMS) obtuvo un

valor promedio de didmetro de inhibicion de 5,95+0,36mm.
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25.00
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MEDIA DE DIAMETRO DE INHIBICION

Aceite de Aceite de Aceite de Cont. Negativo Contr. Positivo
Toronjil - 100%  Toronjil - 75%  Toronjil - 50% (DMS) (Ciprofloxacino)

GRUPOS DE TRABAJO

Fuente: Elaboracion propia

Figura 1. Efecto antibacteriano in vitro que presenta el aceite esencial de las
hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) a concentraciones del 50%, 75% y
100% sobre Escherichia coli ATCC 25922

La imagen de la figura 1, muestra el valor promedio del diametro de halo de
inhibicion obtenido por cada grupo de trabajo, se observa en los grupos
experimentales un halo de inhibicién superior al grupo control negativo, con halos
de inhibicién crecientes a mayor concentracion del aceite esencial de toronjil; sin
embargo, el control positivo, presentd un halo de inhibicion claramente diferente a

los otros grupos experimentales, siendo este ultimo mayor que todos.
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Comparacion del efecto antibacteriano in vitro, del aceite esencial de las
hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) sobre Escherichia coli ATCC 25922

con Ciprofloxacino

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:

Ho: El aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) no presentan mayor
efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli ATCC 25922 que el ciprofloxacino.

Ha: El aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronijil) presentan mayor efecto

antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli ATCC 25922 que el ciprofloxacino.

Tabla 4. Anédlisis de la varianza (ANOVA)

ANOVA
Diametro de inhibicién
Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 4781,191 | 4 1195,298 | 8070,914 | 0,000
Dentro de grupos 10,367 | 70 0,148
Total 4791,558 | 74

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 4, se muestra la evaluacion de los valores promedio de los halos de
inhibicidn por grupo de trabajo para determinar si existe diferencia significativa entre
ellos, lo cual se analiz6 mediante la prueba de Analisis de la Varianza (ANOVA), al
comparar el p-valor de la tabla con el valor de significancia del estudio, se lleg6 a
la conclusion que existe evidencia suficiente para confirmar que entre los grupos
analizados existe al menos un grupo diferente entre en su valor promedio de halo

de inhibicién, lo que nos lleva a la realizacion de la siguiente prueba de Tukey.
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Tabla 5. Analisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

Diametro de inhibicién

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Cont. Negativo (DMS) 15 | 5,95
Aceite de Toronjil - 50% 15 10,83
Aceite de Toronjil - 75% 15 12,07
Aceite de Toronjil - 100% 15 13,06
Contr. Positivo (Ciprofloxacino) 15 29,48
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 15,000.

Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 5, se observa el analisis de los datos mediante la prueba de Tukey, que

nos permite establecer si existen grupos con similar actividad antibacteriana al

agruparlos por sub grupos, del andlisis se demuestra que todos los grupos

presentan efectos diferentes contra Escherichia coli ATCC 25922, siendo el efecto

superior en el ciprofloxacino.

Decision: Por lo tanto, se decide rechazar la hipétesis Hi y aceptar la Ho que

confirma que el aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) no

presentan mayor efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli ATCC 25922

gue el ciprofloxacino.
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Tabla 6. Sensibilidad antibacteriana de Escherichia coli ATCC 25922

o Altament
Sensibilidad . Muy
. Sensible ) e
Tratamiento nula sensible .
<8mm 8-14 mm 14-20 mm sensible
- >20mm
Cont. Negativo (DMS) 5,95
Aceite de Toronjil - 50% 10,83
Aceite de Toronjil - 75% 12,07
Aceite de Toronjil - 100% 13,06
Contr. Positivo 29,48

(Ciprofloxacino)

En la tabla 6, se realiz6 la comparacién de los diametros de los halos de inhibicion
obtenidos por el aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) frente
a Escherichia coli ATCC 25922 tomando como referencia la escala de Duraffourd
para evaluar la sensibilidad de la bacteria en estudio al aceite, donde se observa
que Escherichia coli ATCC 25922 presenta Sensibilidad Nula al dimetilsulfoxido
(control negativo), es Sensible al aceite esencial de Melissa officinalis L. a todas las
concentraciones estudiadas y es altamente sensible al ciprofloxacino (control

positivo).
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IV. DISCUSION

IV.1. Discusion de Resultados

Las investigaciones sobre plantas medicinales siempre han logrado
obtener una fuente de informacién importante para el descubrimiento de
nuevos principios activos, lo que resalta la importancia de este tipo
investigaciones, en tal sentido, tomando como base la realidad
problematica planteada en torno a Escherichia coli y estudios relacionados
sobre el efecto antimicrobiano del aceite esencial de hojas de Melissa
officinalis L., se plante6 la presente investigacion la cual muestra los

resultados obtenidos y los discute a continuacion.

Con respecto a las pruebas de solubilidad realizadas al aceite esencial de
hojas de Melissa officinalis L., se logré determinar que este presenta alta
solubilidad al dimetil-sulféxido y cloroformo, presenta mediana solubilidad
a la acetona y hexano, baja solubilidad al etanol y es total insoluble al agua
destilada, metanol y alcohol ter-butilico.

Asi mismo, se identificaron los metabolitos secundarios en el aceite
esencial como triterpenos y taninos, los resultados encontrados son
similares a los realizados por Behbahani B. et al en el 2019, en su
investigacion sobre la composicion quimica y actividad antibacteriana del
aceite de Melissa officinalis encontr6 mediante técnicas de cromatografia
de gases con detector masas la presencia en el aceite de toronjil, de
geranilo, citral, Z-citral, citronelal y citronelol, los que corresponden al grupo
de los terpenoides. Otros resultados que respaldan nuestro estudio es el
desarrollado por Abdel W. et al en el 2019, quienes mediante la técnica de
cromatografia de gases lograron identificar como metabolitos secundarios
terpenos, acidos grasos, acido palmitico y fitol; del mismo modo, Ehsani
A., et al. en el 2017 identifico diferentes metabolitos en el aceite esencial
de toronjil como geranial, neral, geraniol, geranilo, citral, timol, citronelal. Es
l6gico entender que los metabolitos secundarios presentes en mayor
concentracion en el aceite esencial de toronjil estén relacionados con los

terpenoides debido a sus caracteristicas fisico-quimicas.
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En el andlisis microbiolégico del efecto antibacteriano del aceite esencial
de hojas de Melissa officinalis L. se bas6 en el tamafio de los halos de
inhibicion formados por los grupos de trabajo donde se obtuvo halos de
inhibicion para los grupos experimentales al 50% del aceite esencial de
toronjil de 10,83+0,36mm para el aceite al 75% de 12,07+0,41mm y para
aceite esencial al 100% de 13,06+0,41mm, el control positivo
(ciprofloxacino) presento halo de inhibicion promedio de 29,48+0,38mm); el
control negativo (DMS) obtuvo un valor promedio de diametro de inhibicién
de 5,95+0,36mm. Estos valores al confrontarse con los obtenidos por
Behbahani B. et al (2019), muestran similares resultados con respecto a
los halos de inhibicion formados frente a cultivos de Escherichia coli, los
que variaron entre 7,2mm a 13,5 mm, del mismo modo, Ehsani A., et al.
determiné también la formacién de halos de inhibicion de 9.74 mmy 11.17 mm
frente a Escherichia coli a las concentraciones de 75% y 100% del aceite
de toronjil. Curo M. et al (2021), por su parte, de la misma forma expuso el
aceite de toronjil a las concentraciones de 50%, 75% y 100% encontrando
halos de inhibicion de 8.91 mm; 10.11 mm y 11.99 mm para las
concentraciones de 50.0%, 75.0% y 100.0%. Todos los estudios coinciden
en los tamafos de los halos de inhibicion formados por el aceite de toronijil
frente a Escherichia coli, con pequefas diferentes que pueden estar
relacionadas con errores en la medicion de los halos de inhibicion hasta

condiciones del habitat de la especie vegetal y técnica extractiva del aceite.

Luego del andlisis estadistico mediante pruebas inferenciales establecidas
con un nivel de significancia de 0.05, se logré determinar que existe efecto
antibacteriano del aceite de toronjil frente a Escherichia coli ATCC 25922,
pero que este es menor que el ciprofloxacino, similares resultados se
encontraron en el estudio realizado por Salazar R, Yerren M. (2021), donde
logro evaluar el aceite de toronjil frente a Escherichia coli, a las
concentraciones del 50.0 % y 100.0 % mostré halos de inhibicion de
10,36mmy 12,05mm respectivamente, en cuanto al control negativo a base
de dimetilsulfoxido presento halo de 6.17mm y el ciprofloxacino obtuvo halo
de 30.35mm. En ambos estudios se demostro el efecto antibacteriano
superior del ciprofloxacino contra esta bacteria.

Por otro lado, el estudio de Mellisa officinalis (toronjil) también se ha
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realizado sobre el extracto hidroalcoholico de las hojas de esta planta y
frente a diferentes microorganismos como Proteus spp, como lo menciona
Lema A. (2018) encontrando como metabolitos presentes saponinas,
fenoles, flavonoides (chalconas, auronas), alcaloides, y quinonas. El halo
de inhibicion formato por el extracto a las concentraciones del 25%, 50%,
75% y 100% contra Proteus spp fueron de 13,0mm; 15.0mm; 18.0mm y
20,0mm. Esta situacion muestra que Mellisa officinalis (toronijil) presenta
metabolitos secundarios con poder antimicrobiano, tanto en el aceite como
en sus extractos, siendo esta planta una alternativa potencial en el
tratamiento de diferentes tipos de infecciones.

Por ultimo, la evaluacion de la sensibilidad que presenta Escherichia coli
ATCC 25922 frente al aceite de toronjil y los grupos control se determiné
mediante la escala valorativa de Durrafourd, en tal sentido, se determino
gue la bacteria es altamente sensible al control positivo (ciprofloxacino), es
sensible al aceite de toronjil al 50%, 75% y 100%, y presenta sensibilidad

nula al control negativo (DMS).

IV.2. Conclusiones

1. La solubilidad del aceite esencial de las hojas de Melissa officinalis L.
(Toronjil) evaluado en diferentes solventes con caracteristicas polares y
apolares mostré alta solubilidad al dimetil-sulféxido y cloroformo,
mediana solubilidad (+++) a la acetona y hexano, baja solubilidad (++) al
etanol y es totalmente insoluble (-) al agua destilada, metanol y alcohol
ter-butilico.

2. lIdentificar los metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial de
las hojas de Melissa officinalis L. (Toronijil) fueron triterpenos y taninos
en leve cantidad (++).

3. El efecto antibacteriano in vitro que presenta el aceite esencial de las
hojas de Melissa officinalis L. (Toronjil) a concentraciones del 50%, 75%
y 100% sobre Escherichia coli ATCC 25922 relacionado con el halo de
inhibicion  formado fue de 10,83+0,36mm; 12,07+0,41mm vy
13,06+0,41mm respectivamente.

4. EIl efecto antibacteriano in vitro, del aceite esencial de las hojas de

30



Melissa officinalis L. (Toronjil) sobre Escherichia coli ATCC 25922 es
menor que el ciprofloxacino que obtuvo un halo de inhibicion de 29,48 +
0,38.

IV.3. Recomendaciones

v Laidentificacién de los metabolitos secundarios de las plantas con poder
antibacteriano es esencial para lograr determinar el tipo de metabolitos
gue produce el efecto, en tal sentido, se recomienda profundizar las
investigaciones con diferentes técnicas instrumentales que permitan su
identificacion.

v' Implementar el uso de principios activos en el tratamiento de
enfermedades a nivel sector salud, lo que ayudaria a disminuir indices
de resistencia y disminuir costos de tratamiento.

v" Del mismo modo, se recomienda evaluar el efecto sinérgico del toronjil
con otras plantas medicinales en tratamiento de las infecciones por

bacterias y hongos.
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ANEXQOS:
Anexo A. Instrumento de recoleccién de datos

EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS
HOJAS DE Melissa officinalis L. (TORONJIL) SOBRE
Escherichia coli ATCC 25922

GRUPOS
NUumero de EXPERIMENTALES GRUPOS CONTROL
placas DMS
100% 75% 50% (dimetilsufoxido) Ciprofloxacino

Placa N°01 12,56 12,33 11,22 5,54 29,29
Placa N°02 13,58 11,95 10,88 5,53 29,83
Placa N°03 13,16 12,39 11,21 6,68 29,05
Placa N°04 13,45 12,13 10,87 5,86 29,60
Placa N°05 12,97 11,67 10,93 6,25 29,75
Placa N°06 13,54 12,21 11,65 574 29,37
Placa N°07 13,41 13,01 10,77 5,60 30,16
Placa N°08 13,45 11,53 10,80 6,44 29,11
Placa N°09 12,69 12,48 11,02 5,73 29,66
Placa N°10 12,80 11,39 10,76 6,11 29,67
Placa N°11 12,37 11,67 10,74 5,59 28,73
Placa N°12 12,49 12,23 10,46 6,01 29,43
Placa N°13 13,13 11,88 10,22 5,80 29,38
Placa N°14 12,83 12,01 10,47 6,07 29,25
Placa N°15 13,43 12,12 10,48 6,36 29,97
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Anexo B. Matriz de consistencia

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hip6tesis General

.,Qué efecto antibacteriano in vitro
presenta el aceite esencial de las hojas de
Melissa officinalis L. (Toronjil) sobre cepas
de Escherichia coli ATCC 259227

Demostrar el efecto antibacteriano in vitro
gue presenta el aceite esencial de las hojas
de Melissa officinalis L. (Toronjil) sobre
cepas de Escherichia coli ATCC 25922

El aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronjil) presenta efecto
antibacteriano in vitros sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

,Cual sera la solubilidad del aceite
esencial de las hojas de Melissa officinalis
L. (Toronjil) en diferentes solventes?

Conocer la solubilidad del aceite esencial
de las hojas de Melissa officinalis L.
(Toronijil) en diferentes solventes

La solubilidad del aceite esencial de las hojas de
Melissa officinalis L. (Toronjil) en buena en
diferentes solventes

¢, Qué metabolitos secundarios presenta el
aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronijil)

Identificar los metabolitos secundarios
presenta el aceite esencial de las hojas de
Melissa officinalis L. (Toronijil)

El aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronijil) presenta metabolitos
secundarios con actividad antibacteriana.

Que efecto antibacteriano in vitro presenta
el aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronjil) a concentraciones
del 50%, 75% y 100% sobre Escherichia
coli ATCC 259227

Conocer que efecto antibacteriano in vitro
presenta el aceite esencial de las hojas de
Melissa  officinalis L. (Toronjil) a
concentraciones del 50%, 75% y 100%
sobre Escherichia coli ATCC 25922

El aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronjil) a concentraciones del
50%, 75% y 100% presenta efecto
antibacteriano sobre Escherichia coli ATCC
25922

¢,Cual sera el efecto antibacteriano in vitro,
del aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronjil) sobre Escherichia
coli ATCC 25922 comparado con
Ciprofloxacino?

Comparar el efecto antibacteriano in vitro,
del aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronjil) sobre Escherichia
coli ATCC 25922 con Ciprofloxacino

El aceite esencial de las hojas de Melissa
officinalis L. (Toronjil) a concentraciones del
50%, 75% y 100% presenta efecto
antibacteriano sobre Escherichia coli ATCC
25922




Anexo C. Operacionalizaciéon de las variables

DEFINICION CONCEPTUAL

DEFINICION

VARIABLES DIMENSIONES| INDICADORE| ESCALA PE N°DE | VALOR
OPERACIONAL S MEDICION ITEMS
aceite esencial de | Solucion oleosa extraida de unal Extraccion por medio de
las hojas de | muestra vegetal con propiedades arrastre con vapor
Melissa officinalis | medicinales
L. (Toronijil) 100
Concentracion| Porcentaje Razon 3 75
50
Efecto Inhibicion en la multiplicacion| Identificacion de halos <8mm (-)
antibacteriano celular de las bacterias de inhibicién smm-
Escherichia  coli
ATCC 25922 14mm (+)
_ > 14 mm-
Halo de Diametro Razon 4
S 20mm
inhibicién
(++)
>20mm :

(+++)




Anexo D. Identificacion taxonémica de la planta

Hamilton W. Beltran 5.
Consultor Botanico
Calle Matalio Sanchez 261- Jesds Maria
hamiltonbefran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado, cerifica que la planta comocida como “TOROMJILT
proporcionada por los Bachilleres, Maria Isabel Usguiano Paredes vy Wanner
Cueva Espinal, Tesistas de la Universidad “Maria Auxiliadora®, ha sido estudiada
cientificamente y determinada como Melissa officinalis L.y de acuerdo al Sistema
de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Divisian: Magnaoliophyta
Clase: Magnaoliopsida

Subclaze:  Asteridae

Crden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Genero: Melissa

Especie: Melissa officinalis L.

Se expide la presente cerificacion a solicitud de los interesades para los fines que

estime conveniente.

Lima, 16 junio 2022

—_— - -
e i

Blgo. Hamilton Bellran
o Wiy Belinm Saxicpe
Fankinpa - Biddnieo -

L
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Anexo E. Carta de aceptacion del Lab. Microclin

CARTA DE ACEPTACION
EL QUE SUSCRIBE

Hace comstar

(e Cueva Espinal Wanner v Usquiane Paredes hlaria Isabel, bachilleses en Farmacia v
Bioquimica han sido aceptados pog este laboratorio para pealizar la ejecucidn de su trabajs de
investigacion  tiwlade “EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ACEITE
ESENCIAL DE LAS HILIAS DE Melfve offfcinaliy L. (TOROMIL) SOBRE Escherickia
coll ATCC 25922 en puestras msralaciomes

Trugtila, 07 e agasts de 2022

DL
Bioe, Uk £ Wil Bl

C ArE T

AFPACHH:OCATY TOTEL 0 PRRCLAL DF T3T DO I6TY 40 IETA STRRATTTS S |4 SUTTRCACION FRTGLA ¥ DdPRIGL T MECEOO1N 531
EL LABDRATORIO DE LA REGION

Martial Adharan N° 587 Urbs, Las Quindanas Tebel; 44 JE302 Tebdax 4 249015 Celule S4S051687
I nggllc-Feni

Wab: www.microclin.com
i el e e o olin. Coim
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Anexo F. Certificado de anéalisis de Escherichia coli ATCC 25922

2z,

Microbiologics

Cortificate of Anahyvais: Lyophiized Mioooganism Spadfimbion and Perlomiance Lipon Felsass

Speciications

Microorganism Mama: Eschernichia ool
Catalcg Mumbssr: 0335

Lot Mumbes: T35 506"

Ruferanco Mumbsr: ATOC0E 25607 ™"
Purity: Pure

Passaps from Refarenca: 3

Expdration Data: 207473731 Relsasa
Infoamsation:

Casality Conbrod Technologisl: Mary L Bowman
Rokasa Date: 2023748
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kg B roasgi
Mioroscopic Faahsras: Nexdhiod:
Cram negalive sraighl rod Gam Siain (1)

I Sysbam: MALDI-TOF (1)

Ban aliached |0 Sysiem resuls dooument

Othesr Foatwresi Challomges : Resulis

(1] Doibdase (Hovara ) naqalse

Bola-glucuronidase [E. coli Broth wWiMGE) positive

{1} Asnpéoilin § 10 mcg - Disk SusoepibdityT 15 - 22 mm
{1] Ganlamsicn |90 mog - Disk SuscepSbdryy 19 - 26 mm
1] EXT 1. 2523 75 moy - Disk Susoeptibley): 23 - 29
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r

Lot A
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AUTHORIZED SIGHATURE
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CHET FHNREE
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| [Ee——— .i
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i1 Thesm iwecs e scorecies o SALDT 1 7003 5008
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22012 Microbeologios, imc. All Righis Resensd 200 Cooper Awene Borth Saind Ooud, N 58303 Page 1 o84 DOC 228

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results
Meaning of Score Yalues

Range Interpretation Symbols Colar
2.00 - 300 [=a=] green
1.70- 158 L ow-confidenos iderafoation i+ s 1
0.00 - 1.68 i red
Meaning of Consistency Categories (A - )
atego Interpretation
Al High consistancy: The best maich & a Pegh-oonfideros idemBioaSon. The second-Besi maboch is (1) a highoonfidence

e Toticn: in which the species i iderdcal o fe best maich, {21 a low-corfiderse deniBioason inwhich e speies
or gerus & dentical to e besl magch, or {3) & non-idenification

B Low consisancy: The requinements for kigh corsistency ane mot mel. The Bzl maich s a righ- or kw-conlidenos
idenifimation The second-best madch 15 (1) & high- o Iow-confidenoe identfication in which genus s identical 1o the
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Run Creation DateTima: AE00E-FTT 1145117542 ¥LH
Apphed MEP Lbrarsiies): BOAL. Mhcobaoteria Lbrany (bead mathod], Flamontous Fungl Libeany, Listena
Sample Namea Sample 10 Organism (best match) Socore Value
CF [==+) [A) 335-506 Eacherichia ool
Commais
chasaly nelaled o Shigella § Escherichia fergusonil and nol definfely distingshable ab the monment
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Anexo G. Analisis estadistico complementario de los datos

Tabla 7. Analisis del comportamiento normal de los diametros de inhibicion

Pruebas de normalidad

Grupos de Kolmogorov-
trabajo Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl | Sig. Estadistico | gl | Sig.

Aceite de Toronjil - 100% 0,203 | 15 | 0,097 0,914 | 15 | 0,156
Aceite de Toronjil - 75% 0,098 | 15 | ,200° 0,972 | 15 | 0,883

Diametro de : . .

inhibicion Aceite de Toronjil - 50% 0,132 | 15| ,200 0,961 | 15| 0,707
Cont. Negativo (DMS) 0,137 | 15 | ,200° 0,933 | 15 | 0,299
Contr. Positivo 0,090 | 15 | ,200° 0,992 | 15 | 1,000

(Ciprofloxacino)

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Fuente: SPSS versiéon 26.0

La tabla Nro. 07 muestra a aplicacion de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y la

de Shapiro Wilk aplicadas mediante el programa estadistico SPSS version 26.0

para determinar la distribucién normal de cada grupo de trabajo, donde se puedo

observar que luego de evaluar los 15 datos recolectados para cada grupo de

trabajo, se obtiene en ambas pruebas valores de significancia superiores al nivel

de significancia alfa del estudio de 0.05; por lo tanto, se muestra con esta

comparacion que todos los grupos de datos analizados presentan un distribuciéon

normal.
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Tabla 8. Determinacién la distribucion homogénea de las varianzas

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene | gl1 gl2 Sig.
Se basa en la media 0,407 4 70 | 0,803
(I;)éametro Se basa en la mediana 0,337 4 70 | 0,852
inhibicion  Se basa en la mediana y con gl ajustado 0,337 4 | 67,646 | 0,852
Se basa en la media recortada 0,408 4 70 | 0,802

Fuente: SPSS versién 26.0

La tabla Nro. 08; de la misma forma muestra la aplicacion del estadistico de Levene
o prueba de Levene empleado para la determinacion de la distribucion homogénea
entre varios grupos de datos, al comparar el p-valor obtenido por el programa
estadistico SPSS version 26.0 se observa que este es superior al 0.05 de
significancia establecido para el estudio; en tal sentido, se confirma que los grupos

de datos analizados presentan varianzas homogéneas.

Tabla 9. Andlisis de comparaciones multiples

Comparaciones multiples

Variable dependiente:

HSD Tukey
Intervalo de
Diferencia de Desv. confianza al
(I) Grupos de trabajo medias (I-J) Error 95%
Limite Limite
Sig. inferior superior
Aceite de Toronjil - Aceite de Toronijil ,99067" | 0,14052 | 0,000 0,5972 1,3842
100% - 75%
Aceite de Toronjil 2,22533" | 0,14052 | 0,000 1,8318 2,6188
- 50%
Cont. Negativo 7,10333" | 0,14052 | 0,000 6,7098 7,4968
(DMS)
Contr. Positivo -16,42600" | 0,14052 | 0,000 -16,8195 | -16,0325
(Ciprofloxacino)
Aceite de Toronijil - Aceite de Toronijil -,99067" | 0,14052 | 0,000 -1,3842 -0,5972
75% - 100%
Aceite de Toronijil 1,23467" | 0,14052 | 0,000 0,8412 1,6282
- 50%
Cont. Negativo 6,11267" | 0,14052 | 0,000 5,7192 6,5062
(DMS)
Contr. Positivo -17,41667" | 0,14052 | 0,000 -17,8102 | -17,0232
(Ciprofloxacino)
Aceite de Toronjil - Aceite de Toronijil -2,22533" | 0,14052 | 0,000 -2,6188 -1,8318
50% - 100%
Aceite de Toronjil -1,23467" | 0,14052 | 0,000 -1,6282 -0,8412
- 75%
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Cont. Negativo
(DMS)

Contr. Positivo
(Ciprofloxacino)

Cont. Negativo
(DMS)

Contr. Positivo
(Ciprofloxacino)

Aceite de Toronijil
- 100%

Aceite de Toronijil
- 75%

Aceite de Toronijil
- 50%

Contr. Positivo
(Ciprofloxacino)
Aceite de Toronijil
- 100%

Aceite de Toronijil
- 75%

Aceite de Toronijil
- 50%

Cont. Negativo
(DMS)

4,87800"

-18,65133"
-7,10333"
-6,11267"
-4,87800"

-23,52933"
16,42600"
17,41667"
18,65133"

23,52933"

0,14052

0,14052

0,14052

0,14052

0,14052

0,14052

0,14052

0,14052

0,14052

0,14052

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

4,4845

-19,0448

-7,4968

-6,5062

-5,2715

-23,9228

16,0325

17,0232

18,2578

23,1358

5,2715

-18,2578

-6,7098

-5,7192

-4,4845

-23,1358

16,8195

17,8102

19,0448

23,9228

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo H. Evidencias del trabajo de campo

Figura 2. Recoleccién y preparacion de la muestra vegetal para extraccion del aceite
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Figura 3. Instalacion del equipo de destilacidn por arrastre con vapor y obtencién del aceite

46



Figura 4. Preparacion del aceite esencial de toronjil a diferentes concentraciones
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Figura 5. Activacion de Escherichia coli

Figura 6. Preparacion de la carga bacteriana
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Figura 7. Aplicacion de la bacteria en los medios de cultivo
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Figura: 8. Incubacion de placas con medio de cultivo
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