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RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Melissa
officinalis L. (toronijil) y Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) sobre Escherichia
coli ATCC 25922 para establecer una formulaciéon de emulsion bebible con

ingredientes inocuos.

Método: Los aceites esenciales (AE) de ambas plantas se obtuvieron por el
meétodo de hidrodestilacion con arrastre de vapor utilizando las hojas de Melissa
officinalis L. (toronjil) y los botones florales de Syzygium aromaticum L. (clavo de
olor), asi mismo se prepararon las concentraciones de los aceites al 50%, 75%,
100%, se reactivd la cepa de Escherichia coli, para tal efecto se hizo la
determinaciéon por el método de discos de difusion (Kirby-Bauer), ademas se
utilizé un control positivo ciprofloxacino (disco). A partir de los aceites esenciales

se desarrollé una formulacion de emulsion bebible aceptable.

Resultado: Se determiné los promedios y la desviacién estandar para los halos
de inhibicion de AE de Syzygium aromaticum L. 0,367 + 13,69 mm, 0,379 +
15,96 mm, 0,394 + 17,77 mm. AE de Melissa officinalis L. 0,361 + 8,91 mm,
0,392 + 10,11 mm, 0,364 £+ 11,99 mm respectivamente.

Conclusién: Se concluy6 que el AE de Syzygium aromaticum L. al 100% tiene
mayor efecto antibacteriano sobre Escherichia coli que el AE de Melissa

officinalis L. incluso a bajas concentraciones.

Palabras Claves: Efecto antibacteriano, aceites esenciales, Syzygium

aromaticum L, Melissa officinalis L, Escherichia coli, formulacion.
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ABSTRACT

Objective: To demonstrate the antibacterial effect of essential oil of Melissa
officinalis L. (lemon balm) and Syzygium aromaticum L. (clove) on Escherichia
coli ATCC 25922 To establish a drinkable emulsion formulation with harmless

ingredients.

Method: The essential oils (AE) of both plants were obtained by the
hydrodistillation method with steam dragging using the leaves of Melissa
officinalis L. (lemon balm) and the flower buds of Syzygium aromaticum L.
(cloves), likewise the concentrations of the oils at 50%, 75%, 100%, the
Escherichia coli strain was reactivated, for this purpose the determination was
made by the diffusion disc method (Kirby-Bauer), in addition a positive control
ciprofloxacin (disc) was used. An acceptable drinkable emulsion formulation was

developed from the essential oils.

Result: The means and standard deviation were determined for the AE inhibition
halos of Syzygium aromaticum L. 0.367 = 13.69 mm, 0.379 £ 15.96 mm, 0.394 +
17.77 mm. Melissa officinalis L. AE 0.361 + 8.91 mm, 0.392 + 10.11 mm, 0.364

+ 11.99 mm respectively.

Conclusion: It was concluded that 100% Syzygium aromaticum L. AE has a
greater antibacterial effect on Escherichia coli than Melissa officinalis L. AE even

at low concentrations.

Key Words: Antibacterial effect, essential oil, Syzygium aromaticum L, Melissa

officinalis L, Escherichia coli, formulation.



|. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas causadas por Escherichia coli han afectado la salud de
ninos menores de 5 afos, personas adultas y sobre todo personas
inmunodeprimidas. A nivel mundial la bacteria es causante de 630 millones de casos
de diarrea, y de 7,6 y 6,9 millones de muertes en el afio 2016. Asimismo, esta
vinculado con el 50% de las infecciones del tracto urinario (ITU) intrahospitalarias y

el 90% de infecciones de este tipo en pacientes ambulatorios (.

En la mayoria de casos la causante de la enfermedad diarreica aguda (EDA) es la
bacteria Escherichia coli enteropatdogena siendo el serotipo mas relevante la cepa
0157:H7, la cual afecta primordialmente a nifios menores de 5 afios en América
Latina y ademas a paises como Africa y Asia, y se asocia con un elevado indice de

letalidad en nifios de condicion vulnerable @ .

La cepa de Escherichia coli serotipo O157:H7 causa colitis hemorragica, purpura
trombocitopénica trombdética, uremia hemolitica; generalmente la forma de contagio
se debe al consumo de hamburguesas con escasa coccidn, alimentos carnicos con
una coccion insuficiente y mal almacenados, ademas de productos fermentados,
contaminacion fecal de alimentos y agua, disminuida higiene, contacto de persona

a persona @)

En el afio 2015, en el Hospital Cayetano Heredia de Lima se realiz6 un estudio a
personas que padecian de ITU detectandose continuamente Escherichia coli
productora de betalactamasas de espectro extendido en un 41% de casos, siendo
una amenaza para la salud y se asocia a una mayor mortalidad ®. Asimismo, en los
diferentes servicios del Hospital Regional de Lambayeque ocurren casos de ITU
ocasionadas por diferentes microrganismos como la E. coli y Klebsiella pneumoniae
BLEE, perjudicando sobre todo a pacientes inmunodeprimidos, aumentando cada

vez mas la letalidad ®.

La farmacorresistencia se ha convertido en un enorme problema de salud publica
mundial. En la actualidad la medicina tradicional se usa como alternativa para el
tratamiento de diversas enfermedades, siendo estudiado el efecto antibacteriano

para su posible incorporacion en productos farmacéuticos ©)
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Conforme a lo referido anteriormente, la pregunta de investigacion es:

» ¢ Cudl serd la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de Melissa
officinalis L. (toronjil) comparado con el aceite esencial de Syzygium
aromaticum L. (clavo de olor) sobre la cepa de Escherichia coli ATCC para su

posible incorporacion en una emulsién bebible?
Asimismo, se consideran las siguientes preguntas especificas:

» ¢Cudl es la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de toronjil al
50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli?

» ¢ Cual es la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de clavo de
olor al 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli?

» ¢Serd comparable la actividad antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli
del aceite esencial de toronjil a 50%, 75% o0 100% Yy el aceite esencial de
clavo de olor a 50%, 75% y 100%?

» ¢Sera factible desarrollar una emulsién bebible elaborada con los aceites
esenciales de toronjil y clavo de olor con actividad antibacteriana in vitro frente

a Escherichia coli?

La medicina vegetal como alternativa para la salud de las personas es una préactica
gue no ha disminuido su uso constante, ya que desde tiempos antiguos ha sido
utilizada para diversas patologias, siendo vigente en la actualidad para prevenir y
aliviar enfermedades o sintomas propios de éstas. Por tal motivo, se debe considerar
que las especies vegetales contienen metabolitos secundarios con actividad
farmacoldgica, posibles reacciones adversas, algunas interacciones

medicamentosas, debido a ello se evalla el riesgo beneficioso durante su uso (-

La poblacion con frecuencia sustituye el consumo de productos farmacéuticos por
la accion de la medicina tradicional debido a su posible seguridad, eficacia promedio
y bajo costo para el consumidor, y cada vez es mas conocida y aplicada en el campo
de la salud contribuyendo al bienestar de las personas ®-

En el afio 1988, se integré al sistema de salud de forma gradual la medicina

tradicional disponiendo de centros de atencién en hospitales del Seguro Social
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ESSALUD, donde aproximadamente 50.000 pacientes por afio reciben tratamientos

con plantas medicinales ® -

El Peru posee una enorme variedad de plantas medicinales, en la cual abre el
camino para la investigacion, actualmente el campo farmacéutico se ha involucrado
aceleradamente con la fitoterapia, es importante valorar su uso dado que por mucho
tiempo fue el principal recurso terapéutico utilizado para tratar la salud de las

personas ademas de ser usado como base para el desarrollo de nuevos farmacos.

La especie Melissa officinalis L. conocida como toronjil o Lemon balm debido a que
presenta olor a limoén y pertenece a la familia de las Lamiaceae - Dentro de sus
propiedades medicinales se destaca el uso para tratar trastornos gastrointestinales
tales como cdlicos, nauseas, flatulencias, diarrea ademas de tener efecto contra

bacterias y virus (19

La especie Syzygium aromaticum L. conocida como clavo, clavo de especias,
también como clavo aromatico, clavero 1. y pertenece a la familia Myrtaceae
(12}-Dentro de sus propiedades medicinales se destaca el efecto frente a bacterias,
virus y hongos, considerando el efecto antiséptico y sedante por ejemplo en
odontologia. También se usa para tratar enfermedades del aparato digestivo y

respiratorio (13

Figura 1. Melissa officinalis L. (toronjil)
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Figura 2. Fruto seco de Syzygium

aromaticum L. (clavo de olor)

De acuerdo a lo anteriormente descrito se presentan como antecedentes:

Albines W (2020), estudié el efecto antibacteriano del aceite esencial (AE) de
Syzygium aromaticum L. “clavo de olor” y Origanum vulgare “orégano” frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, asi mismo, en sus resultados los halos de
inhibicion y la desviacion estandar fueron Syzygium aromaticum 100% 20.09 mm +
1.87 mm, y para Origanum vulgare fue 14.74 mm %= 0.41 mm demostrando que

ambos aceites esenciales tienen efecto antibacteriano @4

Jacome J (2019), realiz6 la evaluaciéon del efecto bactericida de aceites de canela
(Cinnamomun verum), jengibre (Zingiber officinale) y clavo de olor (Syzygium
aromaticum) para aplicaciones agroindustriales, siendo los resultados la inhibicién
para el AE de canela que produjo el halo mas grande 42,33 + 0,95 mm, para S.
aureus, asi mismo para E. coli su diametro fue 29,89 mm, seguido de E. faecalis
22,33 £ 2,83 mm ademas el AE de Syzygium aromaticum mostré un halo de
inhibicion de 12,33 sobre E. coli. Se demostré que los AE presentaron efecto

bactericida (%)

Gonzales L (2018), evalud el efecto antibacteriano in vitro del AE de Syzygium
aromaticum sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 comparado con
13



ciprofloxacino, siendo los promedios y desviacién estandar de 19,6 mm para el AE
de Syzygium aromaticum al 100%, 15,4 mm al 75%, 12,1 mm al 50%, 8,7 mm al
25% asi mismo la medida del halo de inhibicion del ciprofloxacino 29 mm
demostrando que el AE de Syzygium aromaticum presenta dicho efecto en altas

concentraciones y posee menor efecto que el ciprofloxacino (16

Sanchez K (2017), estudio el efecto antibacteriano in vitro del AE de Syzygium
aromaticum sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, por lo cual en sus resultados
se observo que la mayor medida del halo de inhibicion fue de 31.8 mm al 90% se
concluyo que el AE de Syzygium aromaticum presenta mejor efecto antibacteriano
al 90% 17

Ugalde M, et al (2016), determiné la actividad antibacteriana y antioxidante de los
AE comerciales de romero, clavo, orégano y salvia, asi mismo se realiz6 la medida
de los halos de inhibicién y la desviacion estandar para el AE de clavo de olor en E.
coli 16.67 mm + 1.15, orégano en E. coli 19.33 mm + 1.53, romero en E. coli 19.3
mm + 1.25, demostrando que los aceites esenciales presentan tal actividad con

excepcion de salvia (18)-

Deza F (2015), evalud la eficacia antimicrobiana del AE de Origanum vulgare
comparado con el AE de Melissa officinalis contra Escherichia coli ATCC 25922, por
lo tanto, sus resultados mostraron los halos de inhibiciébn del AE de Origanum
vulgare 14,20 mm, Melissa officinalis 7,69mm y el grupo de control gentamicina
18,95 mm, por consiguiente, se concluye que el AE de Origanum vulgare presenta

mayor eficacia antibacteriana sobre E. coli (19

Cava R, estudid el efecto antimicrobiano de vainilla y de aceites esenciales de
canela y clavo en leche de vaca pasteurizada se concluye que el AE de eugenol
presenta actividad bacteriana considerable frente a E. coli O157: H7, seguido por el

AE de clavo, el AE de hojas de canela, el cinamaldehido y el AE de corteza de canela
(20).

Se justifica el estudio debido a que el uso de las plantas medicinales proviene de las
culturas ancestrales y han sido aprovechadas por sus diversas propiedades,
actualmente constituye un amplio campo en la investigacion, asi como de beneficio

14



para la atencion primaria de salud. Escherichia coli es una bacteria patdogena
peligrosa que podria causar la muerte del paciente infectado, el aceite esencial de
toronjil y clavo de olor posee propiedades antibacterianas contra la bacteria
Escherichia coli. Por ello, se realiz6 la investigacion con la finalidad proyectista de
generar un producto farmacéutico que contenga el AE con mayor actividad
antibacteriana y dosificado para el tratamiento como coadyuvante, preventivo o
erradicar infecciones ocasionadas por E. coli, contribuyendo a mejorar la salud de

los pacientes infectados.

De acuerdo al planteamiento del problema, el objetivo del estudio es comparar la
actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de Melissa officinalis L. (toronjil)
con el aceite esencial de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) sobre Escherichia

coli, para su posible incorporacién en una emulsién bebible
Siendo sus objetivos especificos los siguientes:

» Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Melissa
officinalis L. (toronjil) sobre Escherichia coli.

» Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Syzygium
aromaticum L. sobre Escherichia coli.

» Desarrollar una formulacion de una emulsién bebible con la mezcla de los

aceites esenciales de toronjil y clavo de olor.
De acuerdo con los objetivos se considera como hipétesis de estudio lo siguiente:

» El aceite esencial de toronijil presenta actividad antibacteriana mayor que
el ciprofloxacino frente a Escherichia coli.
» El aceite esencial de clavo de olor presenta una actividad antibacteriana

mayor que el ciprofloxacino frente a Escherichia coli.

15



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION

El presente estudio tiene un enfoque cuantitativo, se empleard un disefio
experimental porque el investigador va manipular intencionalmente la variable

independiente para obtener efecto sobre la variable dependiente
Analitico: nos va demostrar la relacion que existe entre las variables.
Deductivo: porque el estudio va de lo general a lo especifico.

Prospectivo: se va recolectar los datos correspondientes a los hechos que ocurren

después de iniciada la investigacion.
Transversal: se va recopilar los datos en un solo momento y en un tiempo unico.
2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion estara compuesta por las especies vegetales de toronijil y clavo de olor
colectados mediante muestreo no aleatorizado, de las cuales se obtuvo la muestra
de aceite esencial de toronjil y aceite esencial de clavo de olor mediante extraccion
por arrastre de vapor en un equipo semi-industrial de la empresa Proyectos GP
EIRL.

Se llevé el material vegetal para realizar su evaluacion taxonémica en el Herbario

de la Universidad Pedro Ruiz Gallo de Lambayeque.

Luego, se procedié a deshojar la muestra vegetal de toronijil desechando los tallos y
aguellas hojas que estuvieran en malas condiciones como rotas o con insectos,
luego se procedi6 a pesar en la cual se obtuvo 5 kg de planta. Se procedi6 a revisar
los botones florales de clavo de olor en la cual se encontré en buen estado y se

procedi6 a pesar 1 kg.

Por separado se inici0 lavando adecuadamente la materia vegetal para eliminar
todos los contaminantes externos que tuviera el vegetal con agua potable al inicio y

luego con agua destilada, luego son dirigidas al equipo hidrodestilador de modo que

16



forme un estrato firme y comprimido, su estado puede ser planta completa, triturada,
recortada, o la combinacién de estos. El vapor de agua es administrado por medio
de un repartidor interno cerca de su base y con la presion apta para aventajar la
resistencia hidraulica del estrato. Cuando el vapor tiene contacto con el estrato, la
materia se calienta y va librando el aceite esencial y este, a su vez, dado a que es
muy volatil se va disipando. Al mezclarse el vapor saturado y aceite esencial,
discurre a un condensador, luego es condensado y enfriado, a temperatura
ambiente. Por ultimo, a la salida del condensador, extraemos una solucion liquida

inconstante para luego ser separada por un embudo de decantacion.

Otra unidad de andlisis es la cepa de Escherichia Coli ATCC 25922 obtenida del
laboratorio viable cultivada por 24 horas y se excluyd cepas que estuvieron

contaminadas.
2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION

La presente investigacion presenta como variables principales a los aceites

esenciales considerando que son variables cualitativas y su escala es nominal.

Variable independiente: Aceite esencial de Melissa officinalis L. (toronijil) y Aceite

esencial de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor).

Variable Dependiente: actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC
25922,

2.4 TECNICA E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

En cuanto al instrumento que se va utilizar para la extraccion del aceite esencial es
la ficha de recoleccion de datos y el uso de un vernier que medira el diametro de la
zona de inhibicion de crecimiento microbiano para cada una de las concentraciones

de aceite esencial de Melissa officinalis L y Syzygium aromaticum L. (6) 21
2.5 PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS
2.5.1 Determinacion de la actividad anti Escherichia coli

El estudio microbioldgico se realizé en el laboratorio MICROCLIN.

17



a)

b)

c)

d)

Dilucion del aceite esencial de Syzygium aromaticum

Se empezé diluyendo el aceite esencial de Syzygium aromaticum al 100%,
para obtener la concentracion al 75% se coloco en una fiola 1.5 ml de aceite
esencial de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) con 0.5 ml de
dimetilsulfoxido. Asi mismo para la concentracion de 50% de aceite esencial
se utilizé 1.0 ml de aceite esencial de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor)

con 1.0 ml de dimetilsulféxido.
Dilucion del aceite esencial de Melissa officinalis

Se empezo diluyendo el aceite esencial de Melissa officinalis L. al 100%, para
obtener la concentracion al 75% se coloco 1.5 ml de aceite esencial de Melissa
Officinalis L. (toronjil) con 0.5 ml de dimetilsulfoxido, asi mismo para la
concentracion de 50% de aceite esencial se utilizdé 1.0 ml de aceite esencial de

Melissa officinalis L. (toronjil) con 1.0 ml de dimetilsulfoxido.
Activacion de la cepa

Para la activacion de la cepa Escherichia coli, se empez0 esterilizando el
ambiente de laboratorio, cogemos el tubo plastico en la cual contiene la cepa,
liberamos el fluido de hidratacién presionando la parte superior hacemos un
aplastamiento con accion de pellizcos con la finalidad que el fluido contenido
en el tubo fluya hacia la parte inferior del eje del hisopo y haya una
homogenizacion con los liofilos de la cepa para asi poder activarlas, luego

giramos el hisopo e inoculamos en el medio de cultivo.
Preparacion del Agar Mieller Hinton

En 1 litro de agua purificada fundir 37 g del agar, se deja absorber de 10 a 15
minutos. Luego se coloca en Bafio Maria, hervimos durante 1 minuto para su
completa dilucion. Se esterilizé en autoclave a 121° C durante 15 minutos,
Enfriar 30 minutos verter en placas petri estériles, en espesor de 4mm

almacenamos de 2°C a 8°C, puede conservarse hasta por dos semanas.

18



e)

f)

9)

Preparacion del indculo

Se selecciond las colonias en estudio, en las cuales habian sido incubadas de
18 a 24 horas. Asi mismo se transfirié en un tubo de ensayo con 5 ml de cloruro
de sodio, con la finalidad de obtener una turbidez equivalente al tubo N° 0.5 de
la escala de Mac Farland. (1.5 x108 UFC/mL), luego se procedié con el

sembrado, ademas de distribuir las cepas correctamente.
Siembra de la muestra

Con un hisopo estéril se inoculé la suspensién del microorganismo en estudio
sobre la superficie de la placa agar, eliminando el exceso girando por la pared
interna del tubo. Luego se frota el hisopo sobre el cultivo, se realiza por tres
veces. Se tapa la placa y dejamos secar de 5 a 20 minutos. Después de la
siembra se impregna 5 discos en la periferiay 1 en el centro sobre la superficie
de la placa agar mediante pinzas estériles con una distancia de 2 cm de disco

a disco para un buen contacto con el medio de cultivo.
Incubacion

Las placas se incuban en posicion invertidas de 16 -18 horas de 35 a 37° C.
después de la incubacion y se mide el diametro de la zona de inhibicion.

2.5.2 Formulacion de la emulsion bebible

La formulacion se elaboré en el Instituto de Investigacion Traslacional y

Biotransversal Ayru SAC.

2.5.3 Anadlisis sensorial de la emulsién bebible

En el andlisis sensorial se evalu6 aspecto, aroma y sabor.

2.6 METODOS DE ANALISIS ESTADISTICOS

Para la realizacion de los analisis estadisticos del presente estudio se realizara

mediante software estadistico SPSS ver.24 (2020); por lo cual nos permitira elaborar

los promedios y la desviacion estandar de las diferentes concentraciones del
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material a trabajar como también de los controles positivo y negativo, ademas de la
prueba de normalidad de kolmogorow-smirnow modificada por Lilliefors, prueba de
homogeneidad de varianzas (Levene), prueba de tukey para comparaciones

multiples entre grupos de trabajo y el grafico de medias de los grupos analizados.
2.7 ASPECTOS ETICOS

Los principios éticos que se consideraron en el desarrollo de este trabajo son los

siguientes:

» Cuidar del bienestar de las personas que se han comprometido a formar parte

de la investigacion de Melissa officinalis L. y Syzygium aromaticum L.

» EIl investigador debe tomar las precauciones que sean necesarias para

trabajar con seguridad y honestidad en el laboratorio.

» La responsabilidad sera primordial en toda actividad cientifica, el aplicarlo

ayudard en el ejercicio de nuestra profesion.

» El laboratorio cuenta con las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).
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lll. RESULTADOS

3.1 De ladeterminacion de la actividad anti Escherichia coli

Tabla 1. Diametros de los halos de inhibicion obtenidos por el aceite esencial

de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) al 100%, 75% y 100%

Syzygium aromaticum
(clavo de olor)
Muestra Concentracion de Porcentaje
100% 75% 50%
1 17,2 15,2 13,0
2 17,2 15,3 13,2
3 17,3 15,5 13,4
4 17,5 15,8 13,5
5 17,5 15,9 13,5
6 17,6 15,9 13,6
7 17,6 16,0 13,6
8 17,8 16,0 13,7
9 17,8 16,1 13,7
10 17,9 16,1 13,8
11 18,1 16,2 13,8
12 18,1 16,2 13,9
13 18,2 16,3 14,1
14 18,3 16,4 14,2
15 18,4 16,5 14,4
Promedio 17,77 15,96 13,69
Desviacion Estandar 0,394 0,379 0,367

En la tabla 1 se muestra el diametro de los halos de inhibicion medidos en milimetros
al someter el aceite esencial de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) a las
diferentes concentraciones del 100%, 75% y 50% sobre cultivos en placa Petri de
Escherichia coli, nétese que el tamafio de los halos de inhibicion formados se
relaciona directamente proporcional a la concentracion del aceite esencial de
Syzygium aromaticum L. (clavo de olor). Se muestra el promedio de los halos de

inhibicion y la desviacién estandar.
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Tabla 2. Didmetros de los halos de inhibicion obtenidos por el aceite esencial
de Melissa officinalis L. (toronjil) al 200%, 75% y 50% sobre Escherichia coli

Melissa officinalis
(Toronijil)

Muestra Concentracion en Porcentaje
100% 75% 50%

1 11,4 9,5 8,3

2 11,5 9,6 8,4

3 11,6 9,7 8,5

4 11,7 9,8 8,6

5 11,8 9,9 8,7

6 11,8 9,9 8,8

7 11,9 10,0 8,9

8 12,0 10,0 8,9

9 12,0 10,1 9,0

10 12,1 10,3 9,0
11 12,2 10,4 9,1
12 12,3 10,5 9,2
13 12,4 10,5 9,3
14 12,5 10,6 9,4
15 12,6 10,8 9,5
Promedio 11,99 10,11 8,91
Desviacion Estandar 0,364 0,392 0,361

En latabla 2 se muestra el didmetro de los halos de inhibicion medidos en milimetros
al someter el aceite esencial de Melissa officinalis L. (toronjil) a las diferentes
concentraciones del 100%, 75% y 50% sobre cultivos en placa Petri de Escherichia
Coli nétese que el tamafio de los halos de inhibicion formados también se relaciona
directamente proporcional a la concentracion como el aceite esencial de Syzygium
aromaticum L. (clavo de olor) pero en menor escala. Se muestra el promedio de los

halos de inhibicion y la desviacion estandar.
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Tabla 3. Didmetros de los halos de inhibicion obtenidos por los controles,
positivo (ciprofloxacino) y negativo (etanol) sobre Escherichia coli

Controles
Muestra Control (+) Control (-)
1 26,7 6,0
2 26,9 6,0
3 27,0 6,2
4 27,1 6,3
5 27,2 6,4
6 27,3 6,4
7 27,4 6,5
8 27,4 6,5
9 27,4 6,6
10 27,5 6,8
11 27,5 6,9
12 27,7 7,0
13 27,8 7,0
14 27,9 7,1
15 28,0 7,2
Promedio 27,39 6,59
Desviacion Estandar 0,370 0,390

En latabla 3 se muestra el didmetro de los halos de inhibicion medidos en milimetros
al someter cultivos de Escherichia coli a discos de ciprofloxacino empleado como
control positivo y discos con etanol de 96° empleado como control negativo. Se

muestra el promedio de los halos de inhibicién y la desviacion estandar.
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Tabla 4. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov modificada por

Lilliefors.
. Kolmogorv-Smirnov?
Grupos de Trabajo — 9 .
Estadistico gl Sig
Aceite -esencial de 0,135 15 0,200*
clavo de olor (100%)
Aceite -esencial de 0,171 15 0,200*
clavo de olor (75%)
Aceite -esencial de 0,119 15 0,200%*
clavo de olor (50%)
Aceite - esencial de 0,096 15 0,200*
toronjil (100%)
Diametro Aceite esencial de 0,141 15 0,200%*
del halo de toronijil (75%)
inhibiciéon Aceite — esencial de 0,093 15 0,200%*
toronijil (50%)
Control positivo 0,114 15 0,200*
(ciprofloxacino)
Control negativo 0,128 15 0,200*
(etanol)

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors.

En la tabla 4 se muestra el analisis estadistico para demostrar la normalidad de las
medias de los datos obtenidos en cada grupo en relacién al tamafio del halo de
inhibicion obtenido mediante la aplicacion de la prueba de Kolmogorov- Smirnov
modificada por Lilliefors, se observa un limite inferior de la significacién verdadera
de 0,20 superior al nivel de significancia establecido en el estudio que es de 0,05

por lo tanto, se confirma que los datos corresponden a una distribucién normal.

Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Diametro del halo de inhibicion

Estadistico de dfl df2 Sig
Levene
0,173 7,000 112,000 0,990

En la tabla 5 se muestra el andlisis estadistico para demostrar la normalidad de las

varianzas mediante la prueba de homogeneidad de varianzas o prueba de Levene,
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mediante la aplicacion de esta prueba demostramos que si existe normalidad en los
datos a obtener un nivel de significancia de 0.99 superior al 0.05 establecido, por lo

tanto, se considera que los datos corresponden a una distribucién normal.

En la tabla 6: se muestra el analisis estadistico mediante el software spss version
24 aplicando la prueba de tukey para los datos correspondientes a una distribucion
normal, se observa que los grupos de datos tanto de Melissa officinalis L. (toronijil),
Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) y los controles positivo y negativo no
presentan ninguna correspondencia entre ellos por lo que sus efectos

antibacterianos no son iguales.
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Tabla 6. Prueba de Tukey para comparaciones multiples entre los grupos

Diametro del Halo de Inhibicién

HSD Tukey?

Grupos de
Trabajo

Subconjunto

ara alfa = 0.05

3

4

5

6

Control
negativo
(Etanol)

Aceite
Esencial de
Toronjil
(50%)

8,906

Aceite
Esencial de
Toronjil
(75%)

10,10
67

Aceite
Esencial de
Toronjil
(100%)

11,98
67

Aceite
Esencial de
Clavo de Olor
(50%)

13,69

Aceite
Esencial de
Clavo de Olor
(75%)

15,96
00

Aceite
Esencial de
Clavo de Olor
(100%)

17,76
67

Control
Positivo
(Ciprofloxaci
no)

27,38

67

Sig

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.
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Figura 3. Grafico de medias de los grupos analizados
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Grupos de trabajo

En la figura 3 se observa el efecto antibacteriano del aceite esencial de Melissa
officinalis L. (toronjil), Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) a distintas
concentraciones y los controles positivo y negativo sobre cultivos de Escherichia
coli, podemos apreciar que ninguna concentracion y control presentan el mismo
efecto, del mismo modo existe una relacion lineal creciente del efecto antibacteriano
de Melissa officinalis L. (toronijil), Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) sobre
cultivos de Escherichia coli, en relacion a su concentracion, asi mismo se observa
que Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) presenta mayor efecto antibacteriano
sobre Escherichia coli que Melissa officinalis L. (toronjil), incluso a bajas

concentraciones.
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Tabla 7. Formula de la emulsion bebible con AE de toronjil y clavo

Concentracion (%)

Insumos

E101 E102 E103
Esencia acuosa de toronijil 0.50 0.50 0.50
Aceite esencial de clavo de olor 1.00 1.50 2.00
Sorbitol al 70% 1.50 1.50 1.50
Sacarosa 4.50 5.50 6.50
Tween 20 0.65 0.65 0.65
Acido citrico 1.25 1.25 1.25
Citrato de sodio 0.55 0.55 0.55
Sacarina sodica 0.60 0.70 0.80
Esencia de cereza 0.10 0.10 0.10
Sorbato de potasio 0.05 0.05 0.05
Agua desionizada csp. 100.00 100.00 100.00

Método operativo

a) En un beacker A de 250 mL se adiciona 50 mL de agua desionizada y

sacarosa y se calienta a 70°C.

b) Luego se adiciona sorbato de potasio, sacarina sédica, acido citrico y citrato

de sodio en constante agitacion.

c) En otro beacker B se mezcla el sorbitol al 70%, tween 20 y aceite esencial de

clavo de olor, y se calienta a 50°C en Bafio Maria.

d) Luego se adiciona el contenido del beacker B al beacker A en agitacion

constante.

e) En agitacion constante se adiciona la esencia de cereza y la esencia acuosa

de toronijil.

f) Se envasa la emulsién bebible.
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Tabla 8. Resultados de Sélidos Solubles (°Brix) (g/100 g de muestra original)

de la emulsién bebible con aceites esenciales de toronjil y clavo de olor

Solidos solubles (°Brix) (g/100 g muestra)
MUESTRA — — —
Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
E101 8.5 8.3 8.3
E102 11.8 11.7 11.7
E103 12.4 12.3 12.6

Tabla 9 Resultados de pH de la emulsidn bebible con aceites esenciales de
toronjil y clavo de olor

pH
MUESTRA Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
E101 5.77 5.68 5.78
E102 541 5.37 5.49
E103 6.32 6.36 6.31

Tabla 10: Resultados del andlisis sensorial de la emulsién bebible: ASPECTO

ASPECTO N %
Me disgusta mucho 0 0.00%
Me disgusta moderadamente 1 10.00%
E101 No me gusta ni me disgusta 2 20.00%
Me gusta moderadamente 4 40.00%
Me gusta mucho 3 30.00%
Me disgusta mucho 3 30.00%
Me disgusta moderadamente 6 60.00%
E102 No me gusta ni me disgusta 0 0.00%
Me gusta moderadamente 0 0.00%
Me gusta mucho 1 10.00%
Me disgusta mucho 2 20.00%
Me disgusta moderadamente 1 10.00%
E103 No me gusta ni me disgusta 6 60.00%
Me gusta moderadamente 1 10.00%
Me gusta mucho 0 0.00%
TOTAL 10 100.00%
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Tablall: Resultados del analisis sensorial de la emulsion bebible: AROMA

AROMA N %
Me disgusta mucho 1 10.00%
Me disgusta moderadamente 0 0.00%
E101 No me gusta ni me disgusta 0 0.00%
Me gusta moderadamente 1 10.00%
Me gusta mucho 8 80.00%
Me disgusta mucho 0 0.00%
Me disgusta moderadamente 0 0.00%
E102 No me gusta ni me disgusta 1 10.00%
Me gusta moderadamente 0 0.00%
Me gusta mucho 9 90.00%
Me disgusta mucho 0 0.00%
Me disgusta moderadamente 0 0.00%
E103 No me gusta ni me disgusta 1 10.00%
Me gusta moderadamente 2 20.00%
Me gusta mucho 7 70.00%
Total 10 100.00%

Tabla 12: Resultados del analisis sensorial de la emulsién bebible: SABOR

SABOR N %

Me disgusta mucho 0 0.00%

Me disgusta moderadamente 0 0.00%

E101 No me gusta ni me disgusta 2 20.00%
Me gusta moderadamente 2 20.00%

Me gusta mucho 6 60.00%

Me disgusta mucho 0 0.00%

Me disgusta moderadamente 0 0.00%

E102 No me gusta ni me disgusta 1 10.00%
Me gusta moderadamente 1 10.00%

Me gusta mucho 8 80.00%

Me disgusta mucho 0 0.00%

Me disgusta moderadamente 0 0.00%

E103 No me gusta ni me disgusta 1 10.00%
Me gusta moderadamente 3 30.00%

Me gusta mucho 6 60.00%
Total 10 100.00%
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V. DISCUSION

4.1 Discusion

En el presente trabajo de investigacion se determind la actividad antibacteriana del
aceite esencial de Melissa officinalis L. (toronjil) y Syzygium aromaticum L. (clavo de
olor), sobre Esherichia coli por lo cual se observa que el mayor halo de inhibicién
presentd Syzygium aromaticum L. (100%) con un promedio de 17,77 mm = 0,394 a
diferencia de Melissa officinalis L. (100%) que obtuvo un promedio de 11,99 + 0,364

en la cual presentan una diferencia significativa.

Esto demuestra que el aceite esencial de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) y
el aceite esencial de Melissa officinalis L. (toronijil) inhiben el crecimiento de cepas
bacterianas de Escherichia coli, siendo el AE de Syzygium aromaticum L. el que
presenta el mayor efecto. Estos datos son comparables con los de Ugalde M et al
(18- Quien demostrd la actividad antibacteriana de clavo de olor sobre E. coli
identificando compuestos como el eugenol en 89,58% presentando un promedio de
16.67 mm * 1.15; sin embargo, ambos estudios tienen resultados favorables.

Por lo tanto, Jacome J 19 quien al estudiar la actividad antibacteriana del AE de
Syzygium aromaticum L. obtenido por el método de hidrodestilacion demostré su
actividad inhibitoria de 12,33 mm sobre E. coli de la misma manera estos estudios
tienen relacion con los estudios de Cava R 9. quien determiné que el aceite
esencial de clavo de olor presenta efecto antimicrobiano sobre Escherichia coli.

Jacome J 19, afirma que el clavo de olor en su composicion presenta alcaloides y
oxhidrilos fendlicos en la cual le atribuyen el efecto antimicrobiano siendo el eugenol

el mayor compuesto que le da esta accion.

Por otro lado, Sanchez K 7). demostré el efecto inhibitorio del aceite esencial de
Syzygium aromaticum L. a diferentes concentraciones 50%, 70%, 90% sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 presentando la mayor medida del halo al 90%
con 31.8 mm concluyendo que a elevadas concentraciones de AE de Syzygium

aromaticum L. es mas eficaz contra S. mutans.
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De igual manera Deza F 19, Evalué la actividad antimicrobiana del AE de Melissa
officinalis L. (toronjil) frente a Escherichia coli ATCC 25922 en la cual la medida del
halo de inhibicion fue de 7,69 mm demostrando que presenta efecto inhibitorio sobre

la misma.

El estudio de investigacion encontré que el aceite esencial de Syzygium aromaticum
L. y Melissa officinalis L. al 100% causo mayor sensibilidad a Escherichia coli a
diferencia del 50% y 75% cabe indicar que a mayores concentraciones el efecto

antibacteriano es mas eficaz.

Ademas, se realizaron comparaciones utilizando un control positivo ciprofloxacino
en la cual presentd un maximo diametro del halo de inhibicién y su desviacion
estandar de 27,39 mm * 0,370 y como control negativo etanol al 96% su promedio
fue de 6,59 mm £ 0,390 lo que indica la sensibilidad de Escherichia coli frente a
ciprofloxacino, demostrando también que el etanol tiene poder antiséptico sobre E.

coli.

El aceite esencial de Syzygium aromaticum tiene entre sus compuestos al eugenol,
fenoles, taninos 2, Melissa officinalis L. presenta monoterpenos, sesquiterpenos,
ademas de acido cinamico, flavonoides y taninos 3. los componentes en conjunto
gue contiene cada planta medicinal le atribuyen el efecto antibacteriano, siendo el
Syzygium aromaticum L. quien presenta el mayor efecto.

Al hacer las comparaciones con las diferentes investigaciones de Syzygium
aromaticum L. se demuestra que la diferencia es minima esto puede deberse a los
diferentes factores como los compuestos quimicos, asi como la calidad de los
aceites esenciales podrian verse perjudicados por la recoleccién, lugar de origen

presentando inconvenientes en la elaboracion del aceite esencial.

4.2 Conclusiones

» Se demostré que el aceite esencial de Melissa officinalis L. y Syzygium
aromaticum L. presenta efecto antibacteriano a concentraciones de 50%,

75% y 100% sobre cepas de Escherichia coli.
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» EIl aceite esencial de Melissa officinalis L. al 50%, 75% y 100% presenta
efecto antibacteriano con halos de inhibicion promedio de 11.99 mm; 10,11
mm; 8,91mm.

» El aceite esencial de Syzygium aromaticum L. al 50%, 75% y 100% presenta
efecto antibacteriano con halos de inhibicién promedio de 17,77mm; 15,96
mm; 13,69 mm.

» Elaceite esencial de Syzygium aromaticum L. al 100% present6 mayor efecto
antibacteriano en comparacién con Melissa officinalis L. al 100% sobre
Escherichia coli en la cual la diferencia fue significativa donde el halo de

mayor inhibicién fue de Syzygium aromaticum L. 17,77 mm.

4.3 Recomendaciones

» Realizar estudios donde se evalle el efecto sinérgico de los aceites
esenciales de Melissa officinalis L. (toronjil) y Syzygium aromaticum L. (clavo
de olor) con el aceite esencial de diferentes plantas.

» Incrementar las investigaciones de Syzygium aromaticum L. y Melissa
officinalis L. evaluando su eficacia, sus beneficios que nos brinda para el
mantenimiento de la salud de las personas.

» Fomentar a realizar mas investigaciones de plantas medicinales ya que

son mas accesibles, y con menos efectos adversos.
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Anexo A: Operacionalizacion de variables

Tipo de
variable
Variables segun su Definicién . . - ) Criterios para
naturaleza conceptual | Pimensiones | indicadores | Valor final asignar
y escala de P valores
medicion
Variable
Independiente | Cualitativo | Liquidos de | Porcentaje de 50% Concentracién
Aceite nominal alta concentracion | % p/p 75% final después
esencial de volatilidad, | del aceite %p/p 100% de la dilucién
Melissa muy esencial de
officinalis L. aromaticos | Melissa
(toronijil), que se officinalis
Aceite extraen de (toronijil) y
esencial de los Syzygium
Syzygium vegetales. aromaticum
aromaticum L. (clavo de
(clavo de olor) olor).
Sustancias Evidencia de
Variable Cuantitativo que Inhibicion del Halo de Crecimiento inhibicion o
dependiente ordinal eliminan crecimiento inhibicién o sin crecimiento
bacterias o | bacteriano crecimiento
actividad impiden que
antibacteriana se
desarrollen
pueden
causar una
enfermedad
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Anexo B: Clasificacion taxondmica de Melissa officinalis L.

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
HERBARIO PEDRO RUIZ GALLO

“Aho de la universalizacion de la salud"

CONSTANCIA N°023-PRG-2020

LA DIRECTORA DE1. HERBARIO PRG DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
PEDRO RUIZ GALLO, QUT: SUSCRIBL,

Hace constar:

Que, la sehorta: Marlesl Gomzales Vitdn, cgresada ¢ la Escuela Profesiomal de
Farmacia y Bioquimica, Facultad de Mediciss Humans v Ciencias de i Salud, de Ja
Universidad Privada Alas Feruangs do Chiclaso, hizo Hegas al Herbano PRG 02 muesinas
boshnicas, los que han sido cstudiadas ¢ identificads  como Melisse officenaly L
(Tocanjil)y, ¢lasificadn seiia el sistemsa de clasificacion APG 111 {Angioperm Phylogeny
Ciroup)
Clase: Fquasetopsida
Crden: Lamiales Bramhend
Familia: Laminceas Martinov
Género: Melwsa L.
Espocie. Melwsa officinalis L.

Se extiende fa presente constuncia a solicitud de I pare interesada para los fines que
considere pertinente

Lambayeque, 14 de febrere del 2020

Av Joan XXIIL NG 381 Pl FCCBE - Cladad Universingle UNPRG lpraurgey ofu e
Lambaveque - Per



Anexo C: Clasificacion taxondmica de Syzygium aromaticum L.

R A UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
' FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
HERBARIO PEDRO RUIZ GALLO

“Aho de ln unlversalizacion de la salud"

CONSTANCIA N°024-PRG-2020

LA DIRECTORA DEL HERBARM) PRG DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
PEDRO RUIZ GALLO, QUE SUSCRIBE

Hace constar:

CQue, la sefonts: Mardeni Gonzales Vitdn, egressda de la Escucls Profesional de
Fartacia y Broguimics, Fecultad do Medicina Humana v Cleacias de la Salud, de la
Unsversedad Provada Alas Peruanss de Cliclayo, hueo legar &l Hetbario PRG 02 muestras
botimcas, las quo han sido estucdhadas ¢ identificada  como Syzygium arowaticmn (L.}
Merr. & LM Perry (Clavo de olor). clasificads sewin ¢l sistemn de clasificacién APG
Il (Angioperm Phylogeny Group).
Clase: Fquisetopsida
Orden: Myrtales Juss. ex Bercht & T Presl]
Familia: Mymacens Juss.
Gépero: Symwivm P, Browneo ex Gaerul.
Especie: Symgra aromeaticum (L) Merr, & LM. Perry

Se extiende In presente constarcia a solicitud de ln parte interesada parn los fines que
considere pertinente,

Tambayegue, 14 de febrero del 2020

i /1 /
= S
(Vi ,( 4‘&,_.\ \ ‘;‘,'
MSe. Josels Escurra Puicon
Directory del [Herbario Pedre Ruiz
(PRG)

Av. dome XX N 39) Pehellon FOCEE - Cudad Unrvessharia UNPRG Epg Runprg.cdepe
Lambeveque - Penl

39



Anexo D: Certificacion de la cepa Escherichia coli

e,
Microbiolgsics
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Certificacion de la cepa Escherichia coli
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ANEXO E: FOTOGRAFIAS DE TRABAJO

Selecciéon de la Materia Prima
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Extraccion de los Aceites Esenciales

Activacion de la cepa Escherichia coli
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Siembra de la cepa Escherichia coli

Culminando la siembra de la cepa
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