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RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” frente a Escherichia coli ATCC
25922, in vitro.

Método: EIl estudio presenta un enfoque cuantitativo, de corte transversal,
prospectivo con disefio experimental, la poblacion de estudio estuvo conformada
por Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” obtenidos del fundo San
Salvador, distrito y provincia de Ferrefiafe del departamento de Lambayeque, se
obtuvo el extracto etandlico a partir de las hojas de la planta mediante maceracién
con etanol 96° y el efecto antibacteriano se determind mediante la valoracién del
tamafio del halo de inhibicion formado aplicando el método de difusion en pozo, el
analisis estadistico se realizé con un nivel de confianza del 95% empleando

pruebas inferenciales como Anova y Tukey.

Resultados: El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba luisa” resulto ser soluble a metanol, etanol, acetona y medianamente soluble
al agua destilada y alcohol ter-butilico; se identificaron como metabolitos
secundarios compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides y triterpenos; el extracto
etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” al 60%,
80% y 100% presento halos de inhibicion de 11,33mm; 12,81mm y 13,47mm
respectivamente sobre Escherichia coli y el ciprofloxacino presentd mayor efecto

antibacteriano que los extractos con halo de inhibiciébn promedio de 28,31mm

Conclusion: El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba luisa” a las concentraciones de estudio presentd efecto antibacteriano frente
a Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.

Palabras clave: Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, efecto antibacteriano,

Escherichia coli, hierba luisa

Xl



ABSTRACT

Objective: To demonstrate the antibacterial effect of the ethanolic extract of the
leaves of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf "Herba Luisa" against Escherichia coli
ATCC 25922, in vitro.

Method: The study presents a quantitative, cross-sectional, prospective approach
with experimental design, the study population was made up of Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf "hierba luisa" obtained from the San Salvador estate, district
and province of Ferrefiafe in the department of Lambayeque, the ethanolic extract
from the leaves of the plant by maceration with 96° ethanol and the antibacterial
effect was determined by assessing the size of the inhibition halo formed by applying
the well diffusion method, the statistical analysis was performed with a confidence

level 95% using inferential tests such as Anova and Tukey.

Results: The ethanolic extract of the leaves of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
"herba luisa" was found to be soluble in methanol, ethanol, acetone and moderately
soluble in distilled water and tert-butyl alcohol; phenolic compounds, alkaloids,
flavonoids and triterpenes were identified as secondary metabolites; the ethanolic
extract of the leaves of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf "herba luisa" at 60%, 80%
and 100% presented inhibition halos of 11.33mm; 12.81mm and 13.47mm
respectively on Escherichia coli and ciprofloxacin had a greater antibacterial effect

than the extracts with an average inhibition halo of 28.31mm

Conclusion: The ethanolic extract of the leaves of Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf "Herba Luisa" at the study concentrations presented an antibacterial effect
against Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.

Keywords: Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, antibacterial effect, Escherichia coli,

lemon verbena

Xl



1. INTRODUCCION

Uno de los principales grupos bacterianos causantes de producir infecciones por
consumo de alimentos contaminados son las enterobacterias y habitan el tracto
gastrointestinal de los mamiferos. Muchas veces, este grupo de especies muestra
una relacion simbidtica con sus huéspedes. Sin embargo, algunos grupos pueden
ser patdgenos para los seres humanos, como la Escherichia coli productora de
toxina Shiga y la Escherichia coli enteroagregativa. La presencia de estos grupos
representa un riesgo directo para la poblacion, y los serotipos recientes que
muestran la presencia de genes patdgenos en ambos grupos son un desafio
novedoso para la produccion de alimentos. Asimismo, con la aparicion de
mutaciones entre diferentes especies, ha llevado a la evolucién de este organismo
hacia cepas patdégenas capaces de causar enfermedades y sindromes de

importancia para la salud publica en humanos!.

A nivel mundial Escherichia coli es considerada como una de las especies
principales, causantes de Enfermedades Transmitidas por alimentos, produciendo
cuadros clinicos que comienzan con una diarrea leve hasta sintomas mas graves
como diarrea con sangre, colitis hemorragica hasta sindrome urémico hemolitico.
El Centro para la Prevencion y Control de Enfermedades en los Estados Unidos,
en el afo 2019, aseguré en que un promedio de 113.000 infecciones y 300
hospitalizaciones ocurren cada aflo, como consecuencia de los 6 principales
serogrupos de Escherichia coli. Ademas, las infecciones diarreicas asociadas a
Escherichia coli, representan un problema critico en los paises con nivel econémico

bajo o medio (en Asia, Africa y América Latina)2.

Por otro lado, en el Peru a través, de un estudio en el Hospital Cayetano Heredia
(2017) se logré identificar que las cepas de Escherichia coli han creado
multiresistencia a los antibiéticos como los betalactamicos, Trimetropin +
Sulfametoxazol, ampicilina, Ciprofloxacino, Ceftriaxona, @ Amikacina vy
Nitrofurantoina, causando dificultades en su tratamiento. Asimismo, indicaron que
esta resistencia ha sido reportada desde hace 10 afiosS.

De acuerdo con la realidad referida, Escherichia coli es una bacteria con capacidad

de multirestencia a los farmacos antibacterianos, por ello, la presente investigacion



buscara demostrar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” frente a Escherichia coli ATCC
25922, in vitro.

Dentro del marco teérico definiremos las siguientes variables: Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf “hierba luisa” es una hierba perenne con hojas diminutas, largas y en
forma de aguja. Las hojas en forma de correa miden entre 1,3 y 2,5cm de ancho,
0,9 cm de largo con puntas sueltas y una coloracién verde azulada brillante con un
aroma citrico cuando se muelen, debido a la presencia de citral y al alto contenido
de neral y aldehido geranial. El limbo de la hoja mide entre 18 y 36 cm con
nervadura paralela y vistosas caracteristicas de caida. No producen flores. La
inflorescencia mide aproximadamente 30-60 cm con racimos pares de espiguillas.
La planta crece en matas fértiles y puede alcanzar alrededor de 1,8 my 1,2 m de
alto y ancho, respectivamente. La planta crece bien en suelo franco arenoso fértil

(pH de 2 a 12) con humedad constante®.



El potencial terapéutico de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, est4 asociada a la
presencia de fitoquimicos o metabolitos secundarios. Estos compuestos se
distribuyen uniformemente en las plantas medicinales. Los compuestos importantes
como fitoesteroles, antocianinas, aminoacidos, acidos organicos, compuestos
fendlicos, componentes volatiles, &cidos grasos, fumesol, flavonoides, aldehido
isovaleranico, metilheptenona, ésteres valéricos, L-linanool, furfurol, isopulegol,
acido p-cumarico han sido aislado y caracterizado de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf. Ademas, las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa”,
contiene una alta composicion de aceite esencial, cuyos metabolitos son: citral
(mezcla de terpernoides y geranial), mycrene, genariol, citronelol (cymbopogonol y
cymbopogone) y a-oxobisabolene. Su contenido varia segun la especie de plantay

la ubicacién geografica*>.

Escherichia coli es un organismo gramnegativo que forma parte de la microbiota
intestinal comensal normal de poblaciones humanas sanas. Sin embargo, algunas
cepas pueden causar infecciones intestinales o extraintestinales debido a factores
de virulencia especificos. Los aislamientos que son capaces de acceder y sobrevivir
en el torrente sanguineo se conocen como E. coli patdgena extraintestinal (EXPEC)
y causan una variedad de infecciones, incluidas infecciones del tracto urinario (ITU),
sepsis neonatal y meningitis. El sitio extraintestinal mas comunmente colonizado
por estas bacterias es el tracto urinario, que a su vez es una fuente comdn de

infecciones del torrente sanguineo®.

Segun la clasificacion filogenética, E. coli se divide en 7 grupos (A, B1, B2, C, D, E
y F). Los grupos patégenos de las cepas EXPEC generalmente pertenecen a los
grupos B2 y D, y las cepas comensales que sobreviven en el intestino, es decir, las
cepas no patégenas, generalmente se incluyen en los grupos A o B1. Las cepas de
Escherichia coli tienen varios factores de virulencia que pueden desempefar un
papel en la infeccién al permitir que las células bacterianas colonicen al huésped y
se diseminen. Los factores de virulencia se codifican en el cromosoma bacteriano,
donde generalmente se ubican dentro de islas de patogenicidad o en plasmidos,
estos factores virulentos incluyen moléculas de adhesion, sistemas de adquisicion

de hierro, mecanismos de subversion de defensa del huésped y toxinas®’.



Los metabolitos: Las plantas producen miles de diferentes tipos de productos
guimicos, algunos de estos son compuestos organicos como carbohidratos, grasas,
proteinas, acidos nucleicos, clorofilas, los cuales son necesarios para sus procesos
metabdlicos basicos y se encuentran en todo el reino vegetal, estos compuestos
organicos se llaman metabolitos primarios o biomoléculas, estos se producen en
grandes cantidades y se pueden extraer faciimente de las plantas. Por otro lado,
muchas plantas, hongos y microbios de ciertos géneros y familias sintetizan una
serie de compuestos organicos que no estan involucrados en el metabolismo
primario (fotosintesis, respiracion y metabolismo de proteinas y lipidos) y parecen
no tener una funcion directa en el crecimiento y desarrollo de las plantas, dichos
compuestos se denominan metabolitos secundarios (productos vegetales
secundarios o productos naturales), esto se producen en pequefias cantidades en
partes especificas de las plantas y su extraccion es dificil y costosa; quimicamente
se agrupan en 3 tipos, los isoprenoides o terpenos, por ejemplo, caucho, esteroides,
aceites esenciales, pigmentos carotenoides; los compuestos que contienen
nitrégeno, por ejemplo, alcaloides, glucosinolatos, glucdsidos, aminoacidos no
proteicos y los compuestos fendlicos, por ejemplo, lignina, taninos, cumarinas,

aflatoxinas, flavonoides (antocianinas)®®.

Ciprofloxacino es un medicamento con propiedades antibidticas que pertenece a la
familia de las fluoroquinolonas, es un medicamento antibacteriano de amplio
espectro, es decir, es bastante eficaz contra las enfermedades causadas por
bacterias grampositivas y gramnegativas; esta caracteristica lo diferencia de otros
medicamentos de la familia de antibiéticos quinolonas, ya que la mayoria son
efectivos solo contra las bacterias de Gram negativas; en cuanto a sus indicaciones,
generalmente se prescribe para el tratamiento de infecciones urinarias moderadas,
asi como para el tratamiento de cistitis aguda e infecciones del tracto respiratorio
inferior, infecciones de la piel e infecciones éseas y articulares. Ciprofloxacino,
considerado un referente a la hora de comparar nuevas fluoroquinolonas, ya que
comparte con estos agentes un mecanismo de acciéon comun: la inhibicién del ADN
girasa. La ciprofloxacina es una quinolona que contiene ciclopropil, &cido
carboxilico, fluoro y sustituyentes de piperazina-1-il en las posiciones 1, 3,6y 7,
respectivamente. Tiene un papel como agente antiinfeccioso, un inhibidor de la

topoisomerasa IV, un farmaco antibacteriano, un inhibidor de la EC 5.99.1.3 [ADN



topoisomerasa (ATP-hidrolizante)], un inhibidor de la sintesis de ADN, un agente

antimicrobiano, un contaminante ambiental y un xenobi6tico0.11,

Por otra parte, en los antecedentes internacionales relacionados a nuestro estudio
citamos a, Minor H., que en el 2020 determing in vitro el efecto del aceite esencial
de Cymbopogon Citratus “hierba luisa” sobre Listeria monocytogenes NCTC 11994.
Los resultados del estudio indicaron que en las concentraciones del aceite a
10,000mg/L, 2000mg/L y 500mg/L inhibi6 significativamente a Listeria
monocytogenes y en las concentraciones de 50mg/L, 100mg/L también se pudo

apreciar inhibicion de la bacterial2.

Vélez R. y col., en el afio 2018, analizaron los metabolitos responsables de la
actividad antimicrobiana y letalidad del extracto metandlico de las hojas de
Cymbopogon Citratus “hierba luisa” y Melissa officinalis “toronjil”. En los extractos
de hierba luisa y toronjil se observé presencia de esteroles, triterpenos,
fenilpropanoides y catequinas; ambos extractos en concentraciones de 20 y
40mg/mL presentaron actividad contra cepas de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus,
formando halos de 14, 31 y 36mm respectivamente para el extracto de hierba luisa
de 20mg/mi?3.

También, Azuero A.y col., en el 2016, publicaron su investigacion para determinar
por el método de Kirby-Bauer el efecto antimicrobiano de doce plantas medicinales
de uso ancestral, L. citriodora, A. artemisifolia, T. officinale, A. conyzoides, P.
carpunya, B. officinalis, C. sativum, M. officinalis, Cymbopogon citratus S (hierba
luisa), A. absinthium, M. charantia y M. oleifera contra S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa y C. albicans. Con respecto a la hierba luisa, presenta efecto
antibacteriano contra las tres cepas trabajadas y efecto antifungico contra C.

albicans, formando un halo contra E. coli entre 8 a 10mm?4

Asimismo, los antecedentes nacionales que se relacionan con nuestro estudio, se
muestran a continuacion, Huaman H. y col., el afio 2020, en su publicaciéon
evaluaron la capacidad antioxidante por DPPH y la actividad antibacteriana
(Staphylococcus aureus y Escherichia coli) por difusion en disco del extracto

acuoso y etandlico de Cymbopogon Citratus “hierba luisa”. De acuerdo, a los



resultados el extracto etandlico presenté mayor capacidad antioxidante que el
extracto acuoso; el extracto acuoso de hierba luisa no presentd actividad contras
las dos bacterias en estudio, sin embargo, el extracto etanodlico si presentd efecto

sobre estas dos bacterias a partir de la concentracion del 25%?1°,

Del mismo modo, Quintos D. el 2019 tuvo por objetivo determinar el efecto
antibacteriano, por el método de Kirby-Bauer, del aceite esencial de Cymbopogon
Citratus “hierba luisa” contra Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro. Los
resultados demostraron que el aceite esencial de hierba luisa a una concentraciéon
del 100% formo un halo promedio de inhibicién de 18mm, por lo tanto, si presenta

efecto antibacteriano contra cepas de Streptococcus mutans ATCC 2517516,

Por su parte, Cabrera C., en el 2019, evalud la actividad antimicrobiana de una
mezcla en cantidades iguales de extracto de semillas de Citrus paradisi y aceites
esenciales de Luma chequen, Melaleuca alternifolia y Cymbopogon citratus frente
a Escherichia coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans y A. niger. Los resultados
obtenidos mediante el método de difusion en pozo, con respecto al aceite de hierba
luisa solo, mostraron un halo inhibitorio para E. coli de 9.67mm y combinado con
otros compuestos de 13mm, concluyendo que la mezcla si presenta actividad

antimicrobiana frente a todos los microorganismos mencionados?’.

Como objetivo principal para el presente estudio se planteara, demostrar el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf “hierba luisa” frente a Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.

La hipdtesis general planteada en el estudio es: El extracto etandlico de las hojas
de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” presenta efecto antibacteriano
frente a Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1Enfoque y disefio de lainvestigacion

Enfoque cuantitativo: Debido que los datos recolectados se analizaron
mediante andlisis estadistico, para lograr determinar la hipoétesis del

estudio empleando analisis estadistico.

Transversal: Porque, el proceso de recoleccion de datos fue elaborado en

un determinado periodo de tiempo

Prospectivo: Porque, el estudio fue realizado en un tiempo futuro al

planteamiento del estudio.

Experimental: Porque, las variables del estudio fueron modificadas o
alteradas en su naturaleza con el objetivo de realizar un estimulo sobre

una de ellas y demostrar su influencia en la otra variable!8.1°,

2.2Poblacién, muestray muestreo

Poblacién: La poblacién de estudio estuvo conformada por 5 kilogramos
de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” las cuales se
recolectaron del fundo San Salvador, distrito y provincia de Ferrefiafe del
departamento de Lambayeque, ubicado a 6,6409° de latitud Sury 79,7763°

de longitud Oeste, a una altura de 0 msnm.

Muestra: se representd con 2 kilogramos de las hojas de Cymbopogon

citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” previa seleccion de estas.

Criterios de inclusion:

- Hojas que presenten las mismas caracteristicas de tamafno y
apariencia.
- Hojas que hayan sido previamente identificadas taxonémicamente.

- Las muestras ser frescas y recién recolectadas.



Criterios de exclusion:
- Muestras recolectadas de diferentes lugares.
- Muestra de otra especie.
- Muestra contaminada.
Muestreo: Se elabor6 mediante la técnica de muestreo no probabilistico,
debido a que se tomO en consideracion las condiciones favorables al
investigador en la recoleccion?0,

2.3 Variables de investigacion
Variable independiente: Extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf “hierba luisa”. Producto obtenido del proceso de

maceracion de la muestra vegetal con etanol.

Definicion conceptual: Producto obtenido del proceso de maceracion de

la muestra vegetal con etanol.

Definicion operacional: Proceso de maceracion con etanol

Variable dependiente: Efecto antibacteriano frente a Escherichia coli

ATCC 25922. Accion de disminuir o evitar el crecimiento de las bacterias.

Definicion conceptual: Accidon de disminuir o evitar el crecimiento de las

bacterias

Definicion Operacional: Accion de disminuir o evitar el crecimiento de las

bacterias

2.4 Técnicas e instrumentos para larecolecciéon de datos

Técnicas: La técnica utilizada fue la observacion directa para determinar

las modificaciones de las variables.



El instrumento es la Ficha de recoleccion de datos Microbiolégica:

A través, de este instrumento se plasmoé la informacion referida al tamafio
en milimetros (mm) de los halos inhibitorios el extracto, los cuales fueron
comparados con los halos del control negativo (etanol) y control positivo

(ciprofloxacina).

2.5 Plan metodolégico paralarecoleccion de datos

Elaboracion del extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf “hierba luisa

Las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” fueron
recolectadas directamente de la zona de cultivo el dia 07 de octubre del 2022
a las 08:44 horas y luego transportadas en bolsas de papel al laboratorio
para iniciar la seleccién de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion,
posteriormente fueron lavadas y desinfectadas con agua e hipoclorito de
sodio respectivamente y puestas a secar a temperatura ambiente bajo
sombra a temperatura ambiente, posteriormente se llevé a estufa a 45°C
para su secado y deshidratacion completa y luego se llevaron a un molino
de cuchillas para su pulverizado y tamizado; el pulverizado fue colocado en
maceracion en un frasco ambar con capacidad para 4 litros y se agrego
etanol 96°, por un periodo de 10 dias, cada 12 horas se tuvo que mezclar el
contenido para uniformizar la mezcla y lograr que el solvente absorba los
principios por igual.

Luego de este periodo de tiempo, el macerado paso6 a un proceso de filtrado
y luego fue evaporado en una estufa a 45°C hasta obtener el extracto el que
fue reconstituido con etanol considerando las concentraciones de 100mg/ml
(100%), 80mg/ml (80%) y 60mg/ml (60%) para luego evaluar su actividad

antibacteriana contra Escherichia coli.

Prueba de solubilidad

La prueba de solubilidad fue realizada segun el método propuesto por
Pacheco C. (2021)21. Se evalu6 el grado de solubilidad del extracto etandlico
de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” por medio de
dilucién directa colocando en 7 tubos de ensayo, 1 ml del extractoy 1 ml de

etanol 96°, metanol, alcohol ter-butilico, éter, acetona, cloroformo y



Dimetilsulfoxido. Se evalu6 el grado de disolucion de la mezcla segun sea

Soluble, Medianamente soluble e Insoluble.

Marcha fitoquimica

Se realizé la marcha fitoquimica segun el método empleado por Soto M
(2015)?2 mediante reacciones de coloracidbn con reactivos especificos
empleando el extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.)

Stapf “hierba luisa” de la siguiente manera:

Ensayo de Dragendorff. Se emplea para la identificacion de
alcaloides en la muestra analizada, se agregara 0.5 ml del extracto
etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba
luisa, en un tubo de ensayo y luego se agregara |l gotas del reactivo
de Dragendorff, la formacién de un precipitando naranja o turbidez

confirma la presencia de alcaloides.

Ensayo de Baljet. Este ensayo permite determinar cumarinas o
compuestos con grupos lactonicos. En una muestra de 0.5 ml del
extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba luisa, se agrega Il gotas del reactivo de Baljet y se agita
suavemente, la presencia de una coloracibn o precipitado es

confirmatorio para esta reaccion.

Ensayo de Borntrager. Este ensayo permite identificar quinonas. En
una muestra de 0.5 ml del extracto etandlico de las hojas de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa se agregara 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 ndcleo de
androstano. En una muestra de 0.5 ml del extracto etandlico de las
hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa se agrega 0.5

ml del reactivo de Liebermann-Burchard, un color rojo en la interfase

10



muestra una reaccion positiva.

El ensayo de Shinoda. Este ensayo se emplea para determinar la
presencia de flavonoides. En un tubo se agrega 0.5 ml del extracto
etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba
luisa y luego se agrega 0.5 ml de alcohol isoamilico, la presencia de

una coloracién 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
C6-C3-C6 del flavonoide. En un tubo con 0.5 ml del extracto etandlico
de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa se
agrega Il gotas del reactivo en mencion. La coloracion roja o0 marrén

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.

Actividad antibacteriana

Para determinar la actividad antibacteriana, se obtuvo la cepa Escherichia
coli ATCC 25922 por intermedio del laboratorio Microbiologico Microclin SRL.
La cepa se activo por disolucion con agua esteril y luego fue sembrada en
placa petri con medio de cultivo agar MacConkey selectivo para bacterias
Gram negativas entéricas a 37°C por 24 horas hasta que se formen las
colonias de la cepa.

Para la preparacion del Agar MacConkey, se pesaron 49.53 gramos y se
disolvieron en 1000ml de agua destilada con agitacion constante y con ayuda
del calor, después fueron llevadas a esterilizacion por 15 minutos en el
equipo de autoclave bajo las condiciones de presion de 15 libras y 121°C,
paso siguiente, se dejo enfriar hasta una temperatura aproximada de 50°C y
se vertio en las placas Petri, este proceso debio ser realizado en la cabina
microbiologica, que redna las condiciones estériles necesarias.

Después de observarse la formacién de las colonias de E. coli en las placas

con agar MacConkey, se procedié a preparar el inoculo bacteriano; con un
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hisopo estéril de microbiologia se tomé una muestra de las colonias y luego
fueron introducidas en un tubo de ensayo con agua estéril, se realizaron
varias diluciones hasta alcanzar una concentracion bacteriana similar al tubo
control 0.5 de la escala de McFarland, el cual corresponde a una
concentracién bacteriana de 1.5 x 108 UFC/mL, este procedimiento se realiz6
por comparacion visual directa.

A partir del inoculo obtenido se sembré Escherichia coli en 15 placas Petri
con agar Muller Hinton el cual se emplea para estudios realizar pruebas de
susceptibilidad de antibiéticos, utilizando la técnica de Kirby-Bauer en pozo,
para lo cual se utilizd un sacabocado de 6mm de diametro para realizar los
pocitos dentro de cada placa y se agregd en cada pocito 30ul del extracto
etanolico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” en
las concentraciones de 60%, 80% y 100%. Todas las placas fueron llevadas
a la incubadora por 24 horas a 37°C, transcurrido este tiempo se observo la
formacion de los halos de inhibicion alrededor de cada pocito inoculado con
el extracto.

Para el control positivo y negativo se utilizaron 15 placas Petri, cada una con
dos pocitos inoculados con 30ul ciprofloxacino (100mg/ml) y de agua

destilada.

La recoleccion de los datos se tomo6 de la medida realizada por el equipo
vernier digital, con el cual se midi6 los halos inhibitorios en milimetros(mm)
formados alrededor del pozo, estos datos quedaron anotados en la ficha

recolectora de datos para el analisis microbiolégico.

La medida del halo de inhibiciéon estuvo relacionada de forma directa a la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon

citratus (DC.) Stapf “hierba luisa”

2.6 Procesamiento delos analisis estadisticos

Los datos recogidos y consignados en la ficha de recoleccion de datos
fueron procesados en software estadistico llamado SPSS version 26, este

programa analizo los datos y se obtuvo una estadistica descriptiva, ademas
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se realizaron las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas,
finalmente se hizo uso de las pruebas de ANOVA y Tukey el nivel de

significancia de todas las pruebas sera de 0.0523.

2.7 Aspectos éticos

La presente investigacion se elabor6 respectando los aspectos éticos y
normativos establecidos por la universidad, asi mismo, se responsabiliza
por el contenido y originalidad de la informacion brindad, sometiéndonos a
evaluacion de similitud o plagio que las politicas de la universidad exige;
del mismo modo, el contenido que presente la investigacion es de entera
responsabilidad de los autores, sometiéndonos al comité de ética de la

universidad en caso de incumplir alguna norma?+.
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Il. RESULTADOS

Tabla 1. Solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon

citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” frente a diferentes solventes.

Tubo Solvente Solubilidad

N°1 Agua destilada -

N°2 Metanol ++

N°3 Etanol ++

N°4 Alcohol ter-butilico +

N°5 Acetona ++

N°6 Cloroformo -

N°7 Hexano -
Leyenda:

v' (++): soluble
v' (+): medianamente soluble
v' (-): insoluble

Interpretacion:

Tabla 1, la determinacion de la solubilidad del extracto etandélico de las hojas de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” se realizo frente a solventes polares
y no polares, presentando ser soluble el extracto a metanol, etanol, y acetona; es
medianamente soluble al agua destilada, alcohol ter-butilico y es insoluble frente

a solventes como cloroformo y hexano.
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Tabla 2. Metabolitos secundarios del extracto etandlico de las hojas de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” que presentan actividad

antibacteriana

Metabolitos : Reaccion
_ Reactivos Resultado

Secundarios
Alcaloides Dragendorff Color naranja ladrillo +
Saponinas Espuma Formacion de espuma -
Compuestos Coloracion rojo-vinoso ++

. FeC|3
fendlicos
Aminoacidos Ninhidrina Coloracion azul violeta -
Flavonoides Antocianidina Anillo marrén +
Triterpenos / Liebermann Coloracion rojiza +
Esteroides Burchard
Quinonas Borntrager Coloracion rosa-rojizo -
Mucilagos Aspecto gelatinoso -
Leyenda:

v' (++): Abundante
v (+): Presencia
v (-): Ausente

Tabla 2, se aprecia los resultados obtenidos luego del estudio fitoquimico realizado
al extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” donde
se observan los metabolitos identificados, los que pueden presentar actividad
antibacteriana, entre los encontrados tenemos segun intensidad abundantes a
compuestos fendlicos, también existe presencia de alcaloides, flavonoides y triterpenos;

por otro lado, no se identificaron saponinas, aminoacidos, quinonas y mucilagos.
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Efecto antibacteriano del extracto etanolico de las hojas de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” al 60%, 80% y 100% frente a Escherichia
coli ATCC 25922, in vitro.

Tabla 3. Analisis estadistico descriptivo de los datos recolectados

Diametro del halo de inhibicién (mm)

95% Intervalo de
confianza para la Media

Desv. Error Limite Limite
N Media Estandar Estandar inferior superior Minimo Maximo

Ext. etan. "Hierba Luisa" - 10 1347 0,25 0,08 13,29 13,65 13,02 13,83
100%
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 80% 10 12,81 0,48 0,15 12,46 13,15 12,20 13,75
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 60% 10 11,33 0,43 0,14 11,02 11,63 10,58 12,12
Control Negativo (Et) 10 6,04 0,38 0,12 5,77 6,31 5,34 6,68
Control Positivo (Cip) 10 28,31 0,37 0,12 28,04 28,57 27,62 28,71
Fuente: SPSS ver. 26
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3 Ext. etan. Ext. etan. Ext.etan.  Control Negativo Control Positivo

= "Hierba Luisa" - "Hierba Luisa" - "Hierba Luisa" - (Et) (Cip)

100% 80% 60%

Grupos de trabajo

Figura 1. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” frente a Escherichia coli
ATCC

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Tabla 3, se muestran los estadigrafos obtenidos de los datos recolectados de 10
repeticiones para cada grupo experimental y control (media, desviacién estandar,
limites de confianza, etc), obteniendo como resultados para los grupos de
tratamientos: 11,33mm DS: 0,43mm (60%); 12,81mm DS: 0,48mm (80%); 13,47mm

DS: 0,25mm (100%); con respecto a los grupos control se obtuvo 6,04mm DS:
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0,38mm (Negativo) y 28,31mm DS: 0,37mm (Positivo). En la figura 1, se observa
del mismo modo, los promedios de los halos de inhibicion de cada grupo,
observandose una diferencia notoria entre los grupos experimentales y control, asi
mismo, una relacién directa entre el efecto antibacteriano sobre Escherichia coli y
la concentracion del extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

“hierba luisa”.

Tabla 4. Andlisis de la distribucion normal de los datos analizados por grupo
de trabajo.

Shapiro-Wilk

Grupos de trabajo Statistic  df Sig.
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 100% 0,968 10 0,872
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 80% 0,953 10 0,704
Diametro del halo  Ext. etan. "Hierba Luisa" - 60% 0,969 10 0,881
Control Negativo (Et) 0,971 10 0,897
Control Positivo (Cip) 0,883 10 0,140

de inhibicion (mm)

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Tabla 4, se muestra el analisis de los datos para la determinacion de la distribucion
normal de cada grupo de trabajo mediante la prueba de Shapiro Wilk, se observa
en todos los casos valores de significancia superiores al valor de 0,05; por lo tanto,

se confirma que existe distribucién normal en grupos de datos procesados.

Tabla 5. Analisis de la homogeneidad de varianzas paralos grupos de trabajo

Levene

Statistic dfl  df2 p-valor

Diametro del Se basa en la media 0,920 4 45 0,461
Se basa en la mediana 0,690 4 45 0,603
halo de Se basa en la mediana y con gl 0,690 4 39645 0,603
inhibicién ajustado
Se basa en la media recortada 0,855 4 45 0,498

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacion:

Tabla 5, se muestra el analisis de los datos para la determinacion comparativa de
las varianzas homogéneas mediante la prueba de Levene, en cada grupo de trabajo
mediante la prueba de Shapiro Wilk, donde el valor de significancia obtenido
basado en la media de los grupos de datos es de 0,55, valor superior a la

significancia del estudio, por lo que se confirma que existen varianzas homogéneas

en los grupos de datos analizados.
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Comparacion del efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” con Ciprofloxacino 500 mg
frente a Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.

PRUEBAS DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:
HO: El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba
luisa” no presenta mayor efecto antibacteriano frente a Escherichia coli ATCC

25922, in vitro que Ciprofloxacino 500 mg

H1: El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba
luisa” presenta mayor efecto antibacteriano frente a Escherichia coli ATCC 25922,

in vitro que Ciprofloxacino 500 mg.

Tabla 6. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Sumade cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 2760,845 4 690,211 4539,723 0,000
Dentro de 6,842 45 0,152
grupos
Total 2767,687 49

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacioén:

Tabla 6, se muestra el analisis de los datos mediante la prueba de ANOVA que
permite demostrar la existencia de diferencias estadisticamente significativa entre
los grupos de datos analizados, la tabla ANOVA muestra un p-valor de 0,00; para
un valor F: 4539,723; que confirma que los grupos presentan diferente efecto
antibacteriano sobre Escherichia coli.

Andlisis:

Siendo el p-valor (0,00) inferior al valor de significancia del estudio, se cumple que
existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores de los halos

promedio de los grupos de datos analizados.
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Tabla 7. Analisis por subgrupo 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
Control Negativo (Et) 10 | 6,04
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 60% | 10 11,32
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 80% | 10 12,80
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 100% | 10 13,46
Control Positivo (Cip) 10 28,30
Sig. 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 10,000.

Fuente: SPSS ver. 26

Interpretacioén:

En la tabla 7, se muestra el andlisis por subgrupos homogéneos que representa el
resumen del analisis de comparaciones multiples de Tukey, donde permite
comparar de manera mas simple los valores promedio de los halos de inhibicién,
los que se encuentran agrupados en columnas

Andlisis:

Del andlisis de los datos se demuestra que existe diferencia estadisticamente
significativa entre todos los valores promedio de los halos de inhibicién, asi mismo,
se observa que la actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922,
In vitro, es mayor en el ciprofloxacino.

Decisién: Se rechaza la hipotesis H1 y acepta la HO, que indica que el extracto de
las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” no presenta mayor
efecto antibacteriano frente a Escherichia coli ATCC 25922, in vitro que

Ciprofloxacino 500 mg.

Tabla 8. Sensibilidad antibacteriana segun la escala de Duraffourd

Tratamiento Sen?l?llzlildad Sensible Muy sensible Sl;rgr?sni]belgte
<8mm 8-14 mm 15-20 mm > 20mm
Control Negativo (Et) 6,04
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 11,32
60%
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 12,80
80%
Ext. etan. "Hierba Luisa" - 13,46
100%
Control Positivo (Cip) 28,30
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Interpretacion:
Tabla 8, se muestra la escala valorativa de Duraffourd para determinar la

sensibilidad de Escherichia coli a los extractos etandlicos de las hojas de
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa”, donde se observa que este
microorganismo presenta sensibilidad nula al control negativo (etanol); es sensible
al extracto etandlico de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” al 60%, 80%

y 100%, y sumamente sensible al ciprofloxacino.
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V.

DISCUSION

4.1 Discusi6n de Resultados

Las plantas medicinales siempre han sido fuente de numerosos principios
activos que se ha empleado la industria farmacéutica para combatir las
infecciones bacterianas, debido a la resistencia bacteriana que estos
microorganismos estan produciendo los medicamentos actuales son
ineficaces para combatir estas bacterias, por lo que es necesario iniciar la
busqueda de nuevas fuentes, en tal sentido, la presente investigacion
muestras los resultados encontrados mediante un estudio in vitro al
exponer los extractos etanolicos de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

“hierba luisa” a diferentes concentraciones, frente a Escherichia coli.

En primer lugar, se realizo un estudio de la solubilidad del extracto etandélico
de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa”, el cual se expuso a
diferentes solventes de distinta polaridad, el extracto mostrd ser soluble
frente a metanol, etanol, y acetona; fue medianamente soluble al agua
destilada, alcohol ter-butilico e insoluble a solventes como agua destilada,

cloroformo y hexano.

En cuanto al estudio fitoquimico realizado se encontré en el extracto
etandlico de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” posee
metabolitos secundarios como compuestos fendlicos en abundante
cantidad y existe también presencia de alcaloides, flavonoides y triterpenos;
por otro lado, no se logrd identificar saponinas, aminoacidos, quinonas y
mucilagos; similar resultado encontré Vélez y colaboradores (2018), en el
extracto metanodlico de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa”
demostrando presencia de esteroles, triterpenos, fenilpropanoides y
catequinas, sin embargo, no refiere presencia de compuestos fendlicos,
alcaloides, flavonoides lo que se debe a la facilidad que tienen el etanol de

extraer este tipo de compuestos a diferencia del metanol.

El efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon
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citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” al 60%, 80% y 100% frente a Escherichia
coli ATCC 25922, in vitro fue evaluado mediante la medicion directa de los
halos de inhibicién formados por cada extracto y grupos control, donde se
observé la formacién de un diametro de 11,33mm DS: 0,43mm para el
extracto al 60%; de 12,81mm DS: 0,48mm para el extracto al 80%; y de
13,47mm DS: 0,25mm para el extracto al 100%; con respecto a los grupos
control se obtuvo 6,04mm DS: 0,38mm ( Control Negativo) y 28,31mm DS:
0,37mm (Control Positivo), estos resultados se corroboran con Vélez y
colaboradores (2018) donde quien encontré halos de inhibicién de 14,31
mm para el extracto metanolico de Cymbopogon Citratus, también refiere
Azuero (2016) halos de inhibicibn entre 8 mm a 10 mm para las
concentraciones ensayadas de 60% y 100% del extracto etanolico de
Cymbopogon Citratus frente a Escherichia coli, ademas también observo

efecto antimicético contra Candida albicans.

Asi mismo, el efecto antibacteriano que presenta Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf “hierba luisa” también fue evaluado en su forma de aceite sobre
bacterias Gram-positivas como Listeria monocytogenes por Minor (2020),
donde observo que a las concentraciones de 50mg/L y 100mg/L se

presenta inhibicion de la bacteria.

Al parecer el efecto antibacteriano depende del tipo de solvente empleado,
ya gque este determina el tipo de metabolitos extraidos, tal es el caso del
estudio realizado por Huaman y colaboradores, donde evaluo el efecto
antibacteriano del extracto acuoso y etandlico de Cymbopogon Citratus
“hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli, no
presentando efecto el extracto acuoso, pero si el extracto etandlico frente a

ambos microorganismos.

Por otro lado, el aceite esencial de Cymbopogon Citratus “hierba luisa”
también presenta efecto antibacteriano como lo demostré Quintos (2019)
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 con formacion de halo de
inhibicién de 18 mm y Cabrera (2019) frente a Escherichia coli, S. aureus,

P. aeruginosa, C. albicans y A. niger, obteniendo halo inhibitorio para E. coli

22



de 9.67mm.

Por otro lado, al comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” a las
concentraciones del 60%, 80% y 100% frente a Escherichia coli ATCC
25922 con ciprofloxacino, se pudo demostrar mediante la prueba de
ANOVA y Tukey que los extractos no superan el efecto antibacteriano

frente a Escherichia coli que posee el ciprofloxacino.

Ademas, la sensibilidad que presentd Escherichia coli ATCC 25922 a los
grupos de tratamiento se evalué mediante la escala de Duraffourd, donde
se pudo observar que esta bacteria presenta sensibilidad nula al control
negativo (etanol); es sensible al extracto etandlico de Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf “hierba luisa” al 60%, 80% y 100%, y sumamente sensible al

ciprofloxacino.

4.2 Conclusiones

El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba luisa” resulté ser soluble (++) a metanol, etanol, acetona y
medianamente soluble (+) al agua destilada y alcohol ter-butilico.

- El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba luisa” presentd compuestos fendlicos en cantidad abundante
(++), asi mismo, presencia (+) de alcaloides, flavonoides y triterpenos
como metabolitos secundarios.

- El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba luisa” al 60%, 80% y 100% presentan efecto antibacteriano
frente a Escherichia coli ATCC 25922, in vitro al mostrar halos de
inhibicién de 11,33mm; 12,81mmy 13,47mm respectivamente.

- El extracto de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba

luisa” no presenta mayor efecto antibacteriano frente a Escherichia coli

ATCC 25922, in vitro que Ciprofloxacino 500 mg, el cual mostro halo de

inhibicion de 28,31mm.
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4.3 Recomendaciones

El campo de aplicacion de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba
luisa” generalmente se basa en la alimentacion sin explotar sus
propiedades medicinales que pueden aprovecharse, por lo tanto, se
recomienda profundizar mediante trabajos de investigacién las
propiedades medicinales que presenta esta planta.

Promover en los servicios de salud el uso de preparados magistrales con
extractos y aceites de plantas medicinales que ayuden al tratamiento de
los pacientes con diferentes infecciones.

A los organismos de salud promover el uso de la medicina natural antes
gue el tratamiento farmacologico de mayor costo y contraindicaciones en
casos leves.

Realizar investigaciones que demuestren el sinergismo o beneficios del
tratamiento farmacologico junto con el tratamiento mediante plantas

medicinales.
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ANEXOS

Anexo A. Instrumento de recolecciéon de datos

GRUPOS EXPERIMENTALES

GRUPOS CONTROL

Control Control

60% 80% 100% Negativo | positivo

NUmero de Etanol Ciprofloxac
ino

placas
Placa N°01

11,84 12,76 13,53 6,03 28,40
Placa N°02

10,58 13,07 13,37 6,68 28,63
Placa N°03

12,12 13,75 13,43 5,86 28,48
Placa N°04

11,21 12,56 13,47 6,31 28,34
Placa N°05

11,41 12,34 13,19 6,00 28,60
Placa N°06

10,97 13,00 13,83 6,33 28,00
Placa N°07

11,34 12,63 13,02 5,76 27,62
Placa N°08

11,10 12,44 13,67 6,30 28,71
Placa N°09

11,45 13,31 13,78 5,80 27,80
Placa N°10

11,23 12,20 13,40 5,34 28,47
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Anexo B. Matriz de consistencia

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipo6tesis General

¢Mostrara efecto antibacteriano el extracto etandélico
de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba luisa” frente a Escherichia coli ATCC 25922,
in vitro?

Demostrar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf “hierba luisa” frente a Escherichia coli ATCC
25922, in vitro

El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” presenta efecto
antibacteriano frente a Escherichia coli ATCC 25922

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipdtesis Especificas

¢, Cual sera la solubilidad del extracto etandlico de las
hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba
luisa” frente a diferentes solventes?

Determinar la solubilidad del extracto etandlico de las
hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf “hierba
luisa” frente a diferentes solventes.

El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” es soluble en
diferentes solventes

¢Cuales seran los metabolitos secundarios del
extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon

Identificar los metabolitos secundarios del extracto
etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.)

El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” presentan metabolitos

¢Mostrara efecto antibacteriano el extracto etandlico
de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba Iluisa” al 60%, 80% y 100% frente a
Escherichia coli ATCC 25922, in vitro?

etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf “hierba luisa” al 60%, 80% y 100% frente a
Escherichia coli ATCC 25922, in vitro.

citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” que presentan | Stapf “hierba Iluisa” que presentan actividad | secundarios con actividad antibacteriana
actividad antibacteriana? antibacteriana
Determinar el efecto antibacteriano del extracto

El extracto etandlico de las hojas de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf “hierba luisa” al 60%, 80% y 100%
presentan efecto antibacteriano frente a Escherichia coli
ATCC 25922, in vitro

¢Mostrara efecto antibacteriano el extracto etandlico
de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
“hierba luisa” comparada con Ciprofloxacino frente a
Escherichia coli ATCC 25922, in vitro?

Comparar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf “hierba luisa” con Ciprofloxacino frente a
Escherichia coli ATCC 25922, in vitro

El extracto de las hojas de Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf “hierba luisa” presenta mayor efecto antibacteriano
frente a Escherichia coli ATCC 25922, in vitro que
Ciprofloxacino.




Anexo C. Operacionalizacion de las variables

DEFINICION DEFINICION SIONES DORES ESCALA DE o "
VARIAEL 2= CONCEPTUAL | OPERACIONAL MEDICION MREITENS | WAHOIY
Extracto Producto Proceso de
etandlico de |obtenido del | maceracion con
las hojas de |proceso de |etanol 100
Cymbopogon | maceraciéon de ., . 3
citratus (DC.) |la muestra Concentracion Porcentaje Razdn 3 80
Stapf “hierba | vegetal con 60
luisa” etanol
Efecto Accibén de | Accion de
antibacterian | disminuir 0 | disminuir o evitar
o frente a |evitar el | el crecimiento de
Escherichia crecimiento de |las bacterias Halo de
coli  ATCC |las bacterias Diametro Razoén
25922 inhibicién
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Anexo D. Carta de presentacion

; :i- UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

“#&no del Fortalecimiento de la Soberania Macional”

Jan Juon de Lungancho 27 de mayvo del 2022
CARTA N"#9-2022/ EPFYE-UMA

L
JESUS ANTONIO BAUTISTA TAPATA
Propletario del Fundo “SAN SALVADOR"
Ferefole - Lambayegue

Presente. -

D mi especial consdenscian

Es grofo dingirme o usted pora saludarlo en romiore propia ¥ de lo Univessidod
tora Awdliodora, o guien represento en mi colidaod de Director de la Escuslo de
Famacia y Bloquirmica.
Sirva ba presenie paro pedr su autorizacidn o que los bochilleres; IFAMAGUE RODAS,
Haobby Cheynl, DMl FOOESIP4 y MUMDACA COROMEL, Rosa Celno DMl 40747155
pusdan recopilor dotos para su provecto de fesis fhoiodo: "EFECTO ANTIBACTERIAND
DEL EXTRACTO ETANMOLICO DE LAS HOJAS DE Cymbopogon citratus (HIERBA LUISA)
FRENTE A Excherichia coli ATCC25922, IN VITRO™",

5in otre particular, hogo propicio lo coasdn pora expresana ko senfimientos de mi mds
dlta consideracian y astima,

Alenlomenbe,

_'4-“:_-. ¥ o N
Br v Lo st I f

Cowcnn e 0 Tocosta Profnomalie. 1 x
sy y S

D"‘i!ﬂ¥.i01'ﬁﬂﬂ & ianvns Bl Be @ EL Sain Jusam oy

v | g fms
lelt: Nl 212

L NTTT IR T T
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Anexo E. Carta de aceptacion del propietario del terreno

Chiclayo, 14 de junio del 2022

CARTA DE ACEPTACION

Yo Jesus Antonio Bautista Zapata con Dni. N*17409889, acepto que se
recolecte la planta de hierba Luisa en mi drea de cultivo, ubicado en el
departamento de Lambayeque, provincia de Ferrefiafe, Distrito de
Ferrefiafe en Fundo San Salvador; para su proyecto de Investigacion de las
serioritas, Rosa Celina Mundaca Coronel y Nabby Cheyni Ipanaque Rodas.

DNI.17409889
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Anexo F. Certificado ATCC de la cepa

TR,
Microbiologics'

Cartificate of Analysia: Lyophiized Microorgantsm Specification and Performance Upon Release

Specifications Explration Date: 2024/3/31 Release
Microorganism Mame: Escherichia coll Infarmation:
Catalog HNumber: 0335 Guality Control Technologist: Mary L Bowman
Lot Number: 335-506" Release Date: 2022473
Reference Number: ATCO® 25022
Purity: Fure
Passage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Medium:

2 colony types. both are gray & beta hamolybe: one is circutar to imegular, SBAP
convex, slightly erose edge & smoaoth; other is larger, imegular, low comves, erose

edge & rough

Microscoplc Features: Method:

Gram negative straight nod Gram Stain (1)

1D System: MALDI-TOF (1) Other Features! Challenges: Results

{1) Omdase (Kovacs) negative

Bata-glucuronidase (E. coli Broth wlMUG ) positive

{1) Armpicillin {10 mcyg - Disk Suscepbibdity): 15 - 22 mm
{1} Gentamacin {10 meg - Disk Susceptibility): 19 - 26 mm
(1) SXT (1.25/23.75 mcg - Disk Susceptibdty): 23 - 20

Lnrrd Hope

Amarnda Kuperus
Oueality Control Manager
AUTHORIZED SIEGNATURE

See attached |D System results docurment.

""Disclaime: The ket digifs) of the ot number appearing on the peoduct label amd packing slp are merely & packaging everd rumber. The lof number displayed on Sis
oerslicaie & he acnsal hase of number

producs results that rfrom ptish

Hobs for ViekE: Alf h he ViksioE panol wses many conventlonal tests, ihe unique srdronmant of the cand, combined with the shori incubaiicn porkod, ey
d resulls obiadned by other medhod

. Fefer to the onclosed product insart for Instructions, imendsd uss and hazardisafety information.

Individual products are tracsabie to @ re<ognized cullre collection

A
MEFEREHIT HATENLAL PROGUCES
WEAT # T8RN AT

. {"] The ATCC Licenso Derwative Emblem, fa ATCC Licers &3 Dorfvatis word mark and the ATOC catalng manks are irademarks of ATCC.
ATCC Il-.'n'e:““d } Microbnikogics, o, i Boensed o use thess rademarks and 1o sl products derked from ATCCE cubures
Frave

TESTING CEHT Aol (1) These tests ane aoonedied bo |SQNEC 170252005
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i@ 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenwe North Saint Cloud, MM 56303

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results
Meaning of Score Values

Page 1of 1 DOIC. 286

Range Interpretation Symbols Color
2.00 - 3,00 [+#+) green
1.70-1.88 Low-confidence identification {+) yellow
0.00 — 160 -} red

Meaning of Consistency Categorias [A - C)

Eamanm Interpretation

(4] High consistency: The best match is a8 high-confidence identification. The second-best match s (1) 8 Mghconfidence
Idantification in which the species is identical 1o the best match, (2) & low-confidenca identification inwhich the species
of genus is identical 1o the bast match, or (3) a non-identification.

B} Low consistency: The requirements for hegh consistency are not met. The best maich is a high- or low-confidenca
Identification. The second-best match & (1) @ high- or low-confidence identification in which genus is identical 1o the
best match or (2} & non-dentification.

() Ko consistency: The reguirements for high or low consistency are not met.

Run Creation DateTime: 2020-03-2TT11:51:17.542 KLH

Applad MSP Librangies):

BOWL . Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library, Listeria

Score Value

Sample Mame Sample ID Organism (best match)
CF (+++) [A) 335-506 Escherichia coli
Comments:

chosaly related to Shigella [ Eschenichia fergusondl and not definitely distinguishable &t the moment
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Anexo G. Certificacién Botanica

Hamilton W. Beltran §.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jesds Maria
hamiltonbeftran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Biologo colegiado, ceriifica que la planta conocida como ‘HIERBA LUISA"
proporcionada por los Bachilleres ROSA CELINA MUNDACA CORONEL y NABBY
CHEYNI IPANAQUE RODAS, Tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora, ha sido
estudiada cientificamente y determinada como Cymbopogon cifratus y de acuerdo
al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae

Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: C ogon

Especie: Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.
Se expide la presente cerfificacion a solicitud de los interesados para los fines que

estime conveniente.

Lima, 16 Agosto del 2022

e
Bigo. Hamilton Beltran
<dm Wil Leltron Samizpe
f -"'Hl'fd - Boddnico -

k" e
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Anexo H. Base de datos SPSS

E!:a estadistica g20.sav [ConjuntoDatos] - IBM 5PS5 Statistics Editor de datos

Archivo  Editar  Ver Datos  Transformar  Analizar  Graficos Utilidades Ampliaciones  Wentana  Ayuda
= I~ o i
SR llc= ¥Ll H EF 9
| |
I {lepc-s ||$ Diametro“ Var_" var || var |i var |! var |i

| 1 |  Ext etan. "Hierba Luisa” - 100% 13,53
| 2 | Bxt stan "Hierba Luisa” - 100% 13,37
| 3 | Bxt stan "Hierba Luisa” - 100% 13,43
I 4 | Ext. etan. "Hierba Luisa” - 100% 13,47
| 5 | Ext etan "Hierba Luisa" - 100% 13,19
| 6 | Bxt stan "Hierba Luisa" - 100% 1383
| 7 | Ext etan "Hierba Luisa” - 100% 13,02
I | Ext. etan. "Hierba Luisa" - 100% 13,67
| 9 | Ext etan. "Hierba Luisa" - 100% 13,78
| 10| Ext stan. "Hierba Luisa" - 100% 1340
| 11| Ext etan. "Hierba Luisa” - 80% 12,76

12 Ext. etan. "Hierba Luisa” - 80% 13,07

13 Ext. etan. "Hierba Luisa” - 80% 13,75

14 Ext. etan. "Hierba Luisa” - 80% 12,56
| 15 | Ext etan "Hierba Luisa" - 80% 12,34
| 16 | Ext etan "Hierba Luisa” - 80% 13,00
| 17 | Ext etan "Hierba Luisa” - 80% 12,63
| 18 | Ext etan "Hierba Luisa” - 80% 12,44
| 19 | Ext etan "Hierba Luisa” - 80% 1331
| 20 | Ext etan "Hierba Luisa” - 80% 12,20
| 21 | Ext etan "Hierba Luisa” - 60% 11,84
| 22 | Ext etan "Hierba Luisa® - 60% 10,58
| 23 | Ext etan. "Hierba Luisa” - 60% 12,12
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Anexo |. Evidencias fotograficas de la investigacion

Figura 2. Recoleccién de la muestra

Grau 300, Ferrefafe, Pery

Latitude Longitude
-6°38'"S 79° 46" W

Local 08:44:18 a. m. Altitude 57 meters
GMT 01:44:18 p. m. domingo, 07-10-2022
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Figura 4. Maceracion de la muestra en estudio
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Figura 6. Evaporacion del solvente

Figura 7. Preparacién de los extractos

Figura 8. Estudio de solubilidad




Figura 9. Estudio fotoquimico

R

Figura 10. Activacion de la cepa
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Figura 11. Preparacion del cultivo bacteriano
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Figura 13. Aplicacion del extracto en cultivos de Escherichia coli
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