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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto del etanólico

de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) frente a la cepa de Pseudomonas

aeruginosa.

Métodos: El recurso vegetal se recolectó en el distrito de Andagua; el extracto

etanólico de las hojas de toronjil se realizó por el método de maceración, el cual

sirvió para la identificación de metabolitos secundarios y para la determinación de

la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanólico a diferentes

concentraciones 20 %, 40 % y 60 %; se realizó a través del método de difusión

Kirby-Bauer; la cepa bacteriana utilizada fue Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853; se utilizó gentamicina 10 μg como control positivo.

Resultado: El extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil)

presentó halos de inhibición de 7,7 mm; 16,8 mm y 19,5 mm a las concentraciones

del 20 %, 40 % y 60 % respectivamente.

Conclusiones: El extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil)

presentó actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas

aeruginosa.

Palabras claves: Melissa officinalis L., extracto etanólico, Pseudomonas

aeruginosa, actividad antibacteriana.
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial activity of the ethanolic extract of

the leaves of Melissa officinalis L. (lemon balm) against the Pseudomonas

aeruginosa strain.

Methods: The plant resource was collected in the Andagua district; the ethanolic

extract of the lemon balm leaves was made by the maceration method, which served

to identify secondary metabolites and to evaluate the in vitro antibacterial activity of

the ethanolic extract at different concentrations 20 %, 40 % and 60 %; it was carried

out through the Kirby-Bauer diffusion method; the bacterial strain used was

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; 10 μg gentamicin was used as a positive

control.

Result: The ethanolic extract of the leaves of Melissa officinalis L. (lemon balm)

showed inhibition halos of 7,7 mm; 16,8 mm and 19,5 mm at concentrations of 20

%, 40 % and 60 % respectively.

Conclusions: The ethanolic extract of the leaves of Melissa officinalis L. (lemon

balm) showed antibacterial activity in vitro against the Pseudomonas aeruginosa

strain.

Key words: Melissa officinalis L., ethanolic extract, Pseudomonas aeruginosa,

antibacterial activity.
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I. INTRODUCCIÓN

En la actualidad la mayoría de las infecciones son causadas por bacterias; que se

transmiten de forma directa o indirecta con mayor facilidad ya sea dentro o fuera de

un nosocomio.

Estas infecciones conllevan a enfermedades desde agudas a crónicas; todo ello

involucra gran dificultad en salud pública, aumentando el porcentaje de patologías

y muertes, alargando la estancia intrahospitalaria y el incremento mayor de costos

en salud1,2.

Según la organización mundial de salud (OMS); informó sobre casos de infección

por Pseudomonas aeruginosa resistente a antibióticos en pacientes que se

sometieron a intervenciones quirúrgicas; generalmente operaciones bariátricas; se

confirmaron 16 casos y 4 sospechosos. Se descubrió que no se desinfectó de forma

correcta el material reutilizable representando un riesgo o también fue por

transmisión hemática de infecciones entre pacientes3.

Las infecciones en los nosocomios de países desarrollados afectan el 5 al 10 % de

las personas y en países subdesarrollados superan el 25 %. Por lo general el 30 %

de los pacientes afectados por infecciones son los de cuidados intensivos,

alcanzando una mortalidad de 44 %4.

Los patógenos principales que desencadenan múltiples infecciones son

Escherichia coli con 15,2 % y Pseudomonas aeruginosa con 11,2 %, las cuales son

causantes de distintas enfermedades: 26 % neumonías, 19 % infecciones por

cirugía, 17 % infecciones urinarias y 14 % bacteriemias, estas son las responsables

de prolongar la estancia hospitalaria y traen con ellas diversas complicaciones que

pueden ocasionar la muerte5.

Las infecciones en pacientes de Perú tienen una tasa de prevalencia de 2,82 %. En

la ciudad de Arequipa las infecciones alcanzan el 1,12 % de los pacientes6. Más del

30 % del riesgo de infecciones intrahospitalarias son causadas por bacterias

gramnegativas. En un promedio de 13 % son causadas por Pseudomonas

aeruginosa y en un 22 % ocurren en las instalaciones de cuidados intensivos7.
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Hace tiempo que la medicina tradicional nace de la aplicación de técnicas poco

ortodoxas, empíricas, populares o alternativas, que se difunden de generación en

generación, siendo las plantas, la principal fuente de sus preparados medicinales

para la precaución y la mejoría de sus enfermedades en la población8.

En la diversidad de flora, existen algunas plantas que poseen propiedades

terapéuticas que ayudan a contrarrestar las infecciones provocadas por diversas

cepas bacterianas, las que pueden ser aplicadas como una alternativa para el

complemento de asepsia, barrera de protección y prevención de infecciones; de

esta manera también ayudan a evitar la propagación y el crecimiento bacteriano en

múltiples superficies9,10.

El toronjil es una especie vegetal con excelentes propiedades terapéuticas, que se

aplican para el tratamiento de enfermedades cerebrales a nivel central,

enfermedades cardiovasculares y respiratorias, diversos tipos de cáncer, potenciar

la memoria, entre otras más11,12. Además, muchas farmacopeas herbolarias iraní,

británica y europea señalan diversas propiedades farmacológicas: neurológicas,

antioxidantes, hipoglucemiantes, hipolipidémicos, antimicrobianos,

anticancerígenos, antidepresivos, ansiolíticos, anticonceptivas, antiinflamatorias y

espasmolíticos. En las investigaciones fitoquímicas experimentales demostraron la

presencia de compuestos volátiles, triterpenos, ácidos fenólicos y flavonoides13,14.

La especie vegetal del toronjil corresponde a la familia de Lamiáceas, por lo general

crece sobre suelos ricos en materia orgánica de bosques, malezas y jardines15. Por

lo general, se realizan infusiones de esta planta que es utilizado como tranquilizante

natural y con su aceite esencial se elaboran perfumes16.

Según investigaciones fitoquímicas de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta

compuestos fenólicos (taninos, ácidos fenólicos y flavonoides) y terpenos

(triterpenos, monoterpenos y sesquiterpenos); los principales constituyentes

activos son los compuestos volátiles, triterpenos y ácidos fenólicos; así mismo el

aceite esencial y los compuestos fenólicos son los que le atribuyen las actividades

farmacológicas17,18.
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Los usos medicinales del toronjil que se conocen son: cicatrizante, estimulante,

hipnótico, carminativo, sudorífico, digestivo, antidepresivo, antiviral,

reconstituyente, antibacteriano, espasmolítico, colerético, febrífugo19,20.

Los usos tradicionales de la especie vegetal que se conocen son:

➢ Como tranquilizante natural es tomada mediante una infusión21.

➢ Como antídoto lo aplican como emplastos contra la mordedura de perros

rabiosos, alacranes, entre otras22.

➢ Para aliviar dolores gástricos de tipo cólico lo consumen realizando una

maceración de las hojas en vino22.

➢ Para purificar las llagas, se utilizan las hojas y son aplicadas con sal22.

Figura 1. Melissa officinalis L. (toronjil)

Entre los antecedentes al desarrollo del trabajo de investigación se dispusieron de

los siguientes:

Echavarría A, et al (2016), evaluó la capacidad antioxidante y metabolitos

secundarios de extractos de dieciséis plantas medicinales. En los resultados se

precisó gran cantidad de polifenoles y flavonoides en el extracto hidroalcohólico y

consideraron que los metabolitos secundarios poseen gran poder antioxidante23.

Vélez R, et al (2018), mencionaron acerca de las sustancias químicas, efecto

antimicrobiano y letalidad del toronjil y la hierba luisa. En los resultados se
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determinó que el extracto metanólico y el aceite esencial de ambas especies

presentaron flavonoides, polifenoles, esteroides, taninos, glucósidos y alcaloides;

así como también la ausencia de terpenos en el aceite esencial. Se determinó que

el toronjil fue más sensible frente a Escherichia coli inhibiendo a 40 mg/mL. Mientras

que la hierba luisa fue más sensible frente a Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus aureus con una inhibición de 20 mg/mL24.

Angulo D, et al (2019), realizaron un perfil de las formulaciones magistrales tópicas

elaboradas con el extracto hidroalcohólico de las hojas secas de Melissa officinalis

L. (toronjil) mediante el método Het - Cam. Se evidenció en la prueba de solubilidad

que el extracto hidroalcohólico fue soluble en metanol y etanol. Por otro lado, en las

marchas fitoquímicas analizadas observaron la presencia muy abundante de

flavonoides25.

Azuero A, et al. (2016), precisaron acerca de los metabolitos secundarios y la

actividad antibacteriana de doce plantas: toronjil, cilantro, altamisa, borraja,

moringa, diente de león, achochilla, guaviduca, ajenjo, mastrante, cedrón y

hierbaluisa. El extracto metanólico de toronjil presentó una mayor sensibilidad para

Escherichia coli dando un halo de inhibición de 9,4 mm y las bacterias

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus no presentaron una

sensibilidad bacteriana dando un halo de inhibición de 6,3 mm y 6,5 mm

respectivamente26.

Lema A. (2018), evaluó la actividad antibacteriana in vitro del extracto

hidroalcohólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) en Proteus spp. se

apreció que pH del extracto hidroalcohólico de toronjil fue de 5,5 y también se

observó una alta evidencia de chalconas y auronas seguido de alcaloides y

flavonoides. Además, el extracto hidroalcohólico de toronjil presentó una

sensibilidad intermedia contra Proteus spp. Se recopiló este estudio para valorar la

calidad de la droga vegetal27.

Moreno M. (2020), determinaron el efecto antibacteriano in vitro de extractos

etanólicos de orégano, tomillo y salvia sobre cepas de Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa con resistencia múltiple. Los

resultados obtenidos en su trabajo relacionado con los halos de inhibición frente a

Pseudomonas aeruginosa fueron: Salvia officinalis (salvia) con 12,99 mm, Thymus
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vulgaris (tomillo) con 11,11 mm y Origanum vulgare (orégano) con 9,77 mm; donde

se aprecia que la salvia posee mejor efecto antibacteriano. Sin embargo, la cepa

más susceptible fue Staphylococcus aureus en comparación a Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa28.

La justificación de este estudio es que en la actualidad los casos con mayor

incidencia a infecciones intrahospitalaria se están incrementado, lo que conlleva a

un consumo exorbitante de fármacos antibacterianos ocasionando una resistencia

bacteriana29,30. Por tal motivo se investiga recursos naturales con propiedades

farmacológicas frente a microorganismos oportunistas, resultando ser una opción

con información validada de manera científica que disminuya significativamente a

microorganismos farmacorresistentes; lo que beneficiaría a toda la población dando

a conocer sobre la importancia, la utilidad y el empleo terapéutico de las plantas30.

El objetivo general del estudio fue determinar la actividad antibacteriana in vitro del

extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) frente a la cepa de

Pseudomonas aeruginosa.

La hipótesis general del estudio fue:

➢ El extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta

actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas

aeruginosa.
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II. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1  ENFOQUE Y DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN

Ø Enfoque: Cuantitativo31.

Ø Experimental: Porque se manipuló la variable independiente32.

Ø Correlacional: Porque se determinó si las dos variables estuvieron

relacionadas33.

Ø Explicativo: Se buscó interpretar porque ocurre un fenómeno33.

Ø Prospectivo: Porque se recolectó datos después de iniciada la

investigación34.

Ø Transversal: Porque la variable independiente fue medida en un solo

momento34.

2.2  POBLACIÓN, MUESTRA Y MUESTREO

La población botánica fue conformada por la especie vegetal de Melissa

officinalis L. (toronjil) provenientes del distrito de Andagua, provincia de

Castilla y departamento de Arequipa; ubicada a una altura de 3585 m.s.n.m.;

de donde se obtuvo una muestra de ocho kilogramos de las hojas frescas de

la especie vegetal en mención. La población microbiológica estuvo

conformada por la especie de Pseudomonas aeruginosa, de la que se obtuvo

la cepa ATCC 27853 como muestra.

El muestreo fue no probabilístico, considerando las hojas en buen estado,

no deterioradas, frescas y libres de microorganismos35.

Para la recolección de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) se utilizaron

guantes desechables, mascarilla quirúrgica y gorro desechable; luego fueron

depositadas en bolsas de papel Kraft para ser almacenadas en una caja de

tecnopor36. Se llevó el recurso natural al Herbarium Areqvipense (HUSA) de

la Universidad Nacional de San Agustín, ubicado en la ciudad de Arequipa,

donde se realizó su identificación taxonómica. (VER ANEXO C)

La caja de tecnopor fue llevada al Laboratorio de Microbiología de la

Universidad Alas Peruanas de Arequipa, se seleccionaron las hojas frescas

de la especie con características homogéneas, libres de daño físico y sin
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contaminación microbiológica; para la limpieza del material vegetal se realizó

un enjuague con agua destilada, luego se procedió a llevar a un horno a

40°C por 5 días y se realizó la molienda de las hojas desecadas mediante el

uso de un mortero36.

Para el proceso de extracción etanólica, se empleó la técnica de maceración;

utilizando un envase ámbar con tapa rosca estéril, donde se agregó los dos

kilogramos de las hojas pulverizadas más 4 litros de alcohol etílico al 96 %;

se realizó el macerado por 10 días y cada 12 horas se realizó agitación con

la finalidad de homogenizar la muestra36,37.

Luego se procedió al filtrado con papel Whatman N° 40; el filtrado se recibió

tres fuentes de vidrio para luego trasladarlo al horno a 40 °C, se mantuvo en

el horno hasta alcanzar peso constante, de esta forma se obtuvo el extracto

seco de la planta denominado también melcocha38.

En cuanto a la unidad de análisis se utilizó la cepa de Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 que fue adquirida de la empresa GenLab del Perú

S.A.C. (VER ANEXO B)

2.3  VARIABLES DE INVESTIGACIÓN

En el siguiente estudio se presentó como variable principal nuevas

oportunidades de tratamiento, es una variable cuantitativa y su escala de

medición es transversal.

2.3.1 Variable independiente: Extracto etanólico de las hojas de Melissa

officinalis L. (toronjil).

Ø Definición conceptual: Producto obtenido mediante métodos o técnicas

de extracción con alcohol etílico al 96 % por maceración39.

Ø Definición operacional: El solvente en relación con la planta medicinal

arrastrará metabolitos secundarios solubles por maceración y eliminación

del solvente mediante su secado en el horno; será utilizado en la

elaboración de las soluciones a diferentes concentraciones39.

2.3.2 Variable dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de

Pseudomonas aeruginosa.
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Ø Definición conceptual: Conjunto de compuestos que eliminan o reducen

el crecimiento microbiano40.

Ø Definición operacional: La actividad antibacteriana realizada por el

Método Kirby-Bauer es un procedimiento que sirve para enfrentar un

disco embebido de extractos de plantas con una cepa bacteriana y así

determinar su sensibilidad bacteriana40.

2.4   TÉCNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCIÓN DE DATOS

La técnica que se utilizó fue la observación y el instrumento para la

recolección de datos fue anotado en fichas de registro de los resultados de

tamizaje fitoquímico, la prueba de solubilidad y el ensayo microbiológico41,42.

2.5  PROCESO DE RECOLECCIÓN DE DATOS

El procedimiento para la recolección de datos fue basado en el tipo de

observación no participativa, realizando el seguimiento a los siguientes

procesos:

2.5.1  Análisis previo del extracto etanólico

El análisis previo se realizó en el laboratorio de Microbiología de la

Universidad Alas Peruanas en Arequipa. Se realizaron las siguientes

pruebas:

a) Índice afrosimétrico: En un tubo de ensayo se colocó 1 g de extracto

seco con 7 mL de agua destilada y se agitó por un lapso de 2 minutos

y se observó si hay formación de espuma esto es debido a la

presencia de saponinas43.

b) Determinación de pH a 25°C: En un tubo de ensayo se hizo una

dilución con 0,5 g de extracto seco y 6 mL de etanol al 96 %; se agitó

hasta conseguir una mezcla homogénea y se procedió a medir el pH

utilizando potenciómetro44 marca Thermo Scientific Orion 3 Star

Benchtop pH meter.

c) Prueba de solubilidad: se colocó en distintos tubos 0,1 g del extracto

seco y se adicionaron 2 mL de solventes de diferente polaridad45,



19

como: agua estéril, glicerina, metanol, alcohol etílico al 96 % y

cloroformo.

2.5.2 Marcha fitoquímica

Según la metodología de Olga Lock, se identificó los metabolitos

secundarios de forma cualitativa, los cuales se evidenciaron de acuerdo a

las reacciones químicas tanto por coloración o precipitación46,47; las técnicas

químicas utilizadas son las siguientes:

Ensayo de Shinoda (flavonoides), prueba del reactivo de cloruro férrico

(compuestos fenólicos), prueba del reactivo gelatina – sal (taninos), ensayo

de Mayer (alcaloides), la reacción de Bornträger (antraquinonas), ensayo de

Lieberman - Burchard (esteroides y triterpenoides), prueba de espuma

(saponinas), prueba de Legal y Baljet (sesquiterpenlactonas)46,47,48.

2.5.3 Actividad antibacteriana método Kirby-Bauer o antibiograma

Se realizó en los laboratorios de Microbiología de la Universidad Alas

Peruanas en Arequipa por el método de difusión en agar (Kirby-Bauer) con

este método permitió la determinación de la actividad antibacteriana in vitro

del extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) frente a

la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

a) Preparación de los extractos a ensayar

Se procedió a colocar en fiolas de 25 mL; 5 g, 10 g y 15 g del extracto seco,

luego se completó con alcohol etílico al 96 % c.s.p. 25 mL de esta forma

obtuvimos concentraciones de 20 %, 40 % y 60 %49.

b) Activación de la cepa de Pseudomonas aeruginosa

La reactivación de la cepa liofilizada de Pseudomonas aeruginosa se activó

según el manual del fabricante. (VER ANEXO B)
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c) Preparación del inóculo

Se hizo una diseminación de la cepa de Pseudomonas aeruginosa en agar

tripticasa de soya, se hizo incubar por un lapso de 18 horas a 37 °C de

temperatura para conseguir cultivos jóvenes; en un tubo estéril de vidrio se

preparó la solución bacteriana con cloruro de sodio al 0,9 %, ajustando a la

turbidez del tubo de 0,5 de Mc Farland50.

d) Preparación de los medios de cultivo

El medio de cultivo que se utilizó fue el agar Tripticasa de Soya y Mueller

Hinton; se siguió las instrucciones del fabricante para su respectiva

preparación; utilizando placas Petri de 90 mm de diámetro51. (VER ANEXO

B)

e) Inoculación de las placas

Con un hisopo estéril se introdujo a la suspensión bacteriana para hacer

varias rotaciones y se presionó firmemente por la superficie de las paredes

para la eliminación del inóculo sobrante; con el hisopo embebido de la

suspensión necesaria, se procedió al sembrado realizando estrías en tres

sentidos sobre la superficie de la placa del agar de Mueller Hinton; se dejó

la placa inoculada a temperatura del ambiente durante 15 minutos con el fin

que se elimine el exceso de la humedad51,53,54.

f) Grupos a ensayar

La preparación de discos de sensibilidad se utilizó un perforador

convencional para obtener los discos de papel Whatman N° 3, con un

diámetro de 6 mm y fueron esterilizados a 121 °C por un lapso de 30 minutos;

estos discos se sumergieron en cuatro tubos de ensayo con tapas

herméticas completamente cerradas; luego se adiciona a cada tubo: los

extractos al 20 %, 40 % y 60 % y alcohol etílico al 96 % para empapar los

discos durante 24 horas y cada cierto tiempo se realizó agitaciones por dos

minutos55. Según el método de Kirby-Bauer56,57; se consideró a los discos de

gentamicina 10 μg y los discos embebidos con el extracto de toronjil al 20 %,

40 %, 60 % y con alcohol etílico al 96 %58.
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Luego se procedió a colocarlos sobre la superficie del medio inoculado

previamente con la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785358.

Ø Grupo I: Discos embebidos con alcohol etílico al 96 %.

Ø Grupo II: Discos embebidos con extracto etanólico de las hojas de

toronjil al 20 %.

Ø Grupo III: Discos embebidos con extracto etanólico de las hojas de

toronjil al 40 %.

Ø Grupo IV: Discos embebidos con extracto etanólico de las hojas de

toronjil al 60 %.

Ø Grupo V: Discos embebidos con gentamicina 10 μg.

Seguidamente se invirtieron las placas inoculadas y fueron colocadas a la

incubadora a 37 °C de temperatura por 24 horas. Cada ensayo se efectuó

por triplicado59.

g) Interpretación de los resultados

La lectura de los halos de inhibición se efectuó con la ayuda de un vernier

donde se procedió a medir los diámetros que se formaron sobre las

superficies del medio de cultivo y los resultados obtenidos fueron

promediados y se consideraron en milímetros como unidad de medida60,61.

Los resultados de los porcentajes de inhibición bacteriana se calcularon a

través la siguiente fórmula:

% INHIBICIÓN = (DM - DCN) /(DCP-DCN) *100

DM: Diámetro de la muestra

DCN: Diámetro del control negativo

DCP: Diámetro del control positivo
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2.6  MÉTODOS DE ANÁLISIS ESTADÍSTICOS

Luego de la obtención de resultados de los análisis mencionados en la

investigación, se hicieron las evaluaciones mediante estadística descriptiva

utilizando el paquete informático Microsoft Excel versión 2016 para realizar

pruebas de análisis de varianza (ANOVA) y test de Tukey62.

2.7  ASPECTOS ÉTICOS

En la presente investigación se utilizó una cepa bacteriana y muchos medios

de cultivo; donde se cumplieron las normativas éticas de buenas prácticas

de laboratorio y de bioseguridad tanto dentro como fuera de los ambientes

donde se realizó los experimentos y ensayos de ética; establecida en la

Declaración de Helsinki63.



23

III. RESULTADOS

3.1  De las pruebas de análisis del extracto etanólico

Tabla 1. Determinación del índice afrosimétrico

Índice afrosimétrico Resultados

Prueba de la espuma (Saponinas) ++
Donde: Abundante (+++)   Moderado (++)     Leve (+)      Ausencia (-)

En la tabla 1, se puede apreciar el resultado del índice afrosimétrico, donde se

evidencia una moderada presencia de espuma (saponinas).

Tabla 2. Determinación de pH del extracto etanólico desecado de las hojas
de Melissa officinalis L. (toronjil)

Determinación del pH
Temperatura (°C) Resultado

25 6,44

Dónde: Ácido: < 7 Neutro: = 7                  Básico: > 7

En la tabla 2, se puede observar que el extracto etanólico desecado de las hojas

de Melissa officinalis L. (toronjil), presentó un pH de 6,44; lo que quiere decir que el

extracto es de naturaleza ácida.

Tabla 3. Solubilidades del extracto etanólico desecado de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil)

SOLVENTES RESULTADOS

Agua estéril +

Glicerina +

Metanol ++

Alcohol etílico al 96 % +++

Cloroformo -
Donde: Insoluble (-)    Poco soluble (+)    Soluble (++)     Muy soluble (+++)

En la tabla 3, se puede apreciar que el extracto etanólico desecado de las hojas

de Melissa officinalis L. (toronjil), presentó una alta solubilidad en el solvente de

alcohol etílico al 96 %, seguido del metanol.
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3.2  De la marcha fitoquímica

Tabla 4. Marcha fitoquímica del extracto etanólico desecado de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil)

METABOLITOS
SECUNDARIOS ENSAYO REACCIÓN

Compuestos fenólicos Reactivo Tricloruro férrico 5 % +++

Taninos Reactivo Gelatina 1 % +

Flavonoides Reactivo Shinoda +++

Esteroides y triterpenoides Reactivo Lieberman Burchard +

Sesquiterpenlactonas Reactivo Baljet -

Alcaloides Reactivo Mayer +++

Antraquinonas Reactivo Bornträger -

Saponinas Prueba de la espuma ++
Donde: Abundante (+++)    Moderado (++)      Leve (+)       Ausencia (-)

En la tabla 4, se puede apreciar que en el extracto etanólico de las hojas de toronjil,

se detectó abundantes compuestos fenólicos, flavonoides y alcaloides moderada

presencia de saponinas, leve presencia de taninos, esteroides y triterpenoides,

ausencia de sesquiterpenlactonas y antraquinonas.
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3.3  De la actividad antibacteriana método Kirby-Bauer o antibiograma

Tabla 5. Resultados de análisis in vitro por el método Kirby-Bauer

CEPA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Concentración del extracto
etanólico (%)

Halos de inhibición (mm)

N
X1 2 3

60 19,1 20,0 19,5 19,5

40 16,8 17,0 16,7 16,8

20 6,5 9,1 7,5 7,7

Alcohol etílico al 96 % 6,0 6,0 6,0 6,0

Gentamicina 10 μg 25,5 25,3 25,4 25,4

En la tabla 4, se puede apreciar los diámetros de halos de inhibición con las

concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % del extracto etanólico de las hojas del

toronjil, del alcohol al 96 % como control negativo y de la gentamicina como control

positivo.
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Tabla 6. Escala Duraffourd del extracto etanólico in vitro de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil) frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa

GRUPOS
Escala Duraffourd del extracto etanólico*

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Alcohol etílico al 96 % -

60 % ++

40 % ++

20 % -

Gentamicina 10 μg +++

* De la media del halo de inhibición de 03 discos por grupo (triplicado)
Donde la sensibilidad es: Alta (+++)     Media (++)    Baja (+)     Nula (-)

En la tabla 6, se puede apreciar que el extracto etanólico de las hojas de toronjil,

presentó una sensibilidad alta con gentamicina 10 μg, una sensibilidad media a las

concentraciones del 40 % y del 60 % y una sensibilidad nula a la concentración del

20 % y con el alcohol etílico al 96 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853; se utilizó como control positivo a gentamicina 10 μg y control negativo

al alcohol etílico al 96 %
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Tabla 7. Porcentaje de inhibición del extracto etanólico de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil) frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

GRUPOS
Porcentajes de la actividad antibacteriana*

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Alcohol etílico al 96 % 0,0 %

60 % 69,6 %

40 % 55,7 %

20 % 9,0 %

Gentamicina 10 μg 100,0 %

* De la media del halo de inhibición de 03 discos por grupo (triplicado)

Donde: Buena actividad: > 76 %              Moderadamente activo: 51 - 35  %
Poco activo: 40 - 50 %                                           Inactivo: < 40 %

En la tabla 7, se puede apreciar los porcentajes de la actividad antibacteriana in

vitro del extracto etanólico de las hojas de toronjil; se detectó una moderada

actividad al 40 % y 60 % del extracto con un 69,6 % y 55,7 % y fue inactivo al 20 %

del extracto con un 9,0 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853; se utilizó como control positivo a gentamicina 10 μg y control negativo al

alcohol etílico al 96 %.
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Tabla 8. Cuadro descriptivo de las medias - medida de los halos de inhibición
para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

DESCRIPTION Alpha 0,05

Group Count Sum Mean Variance SS Std Err Lower Upper

ALCOHOL
ETÍLICO 96 %

3 18 6 0 0,00
0,3611

7094

5,1952

6101

6,8047

3899

60 % 3 58,6
19,53

33333

0,203333

333
0,41

0,3611

7094

18,728

5943

20,338

0723

40 % 3 50,5
16,83

33333

0,023333

333
0,05

0,3611

7094

16,028

5943

17,638

0723

20 % 3 23,1 7,7 1,72 3,44
0,3611

7094

6,8952

6101

8,5047

3899

GENTAMICINA
10 µ/mL

3 76,2 25,4 0,01 0,02
0,3611

7094

24,595

261

26,204

739

En la tabla 8, se puede apreciar de forma general los grupos utilizados durante el

ensayo de sensibilidad bacteriana frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa, el

número de placas utilizadas para cada ensayo y la media aritmética de los

diámetros de los halos de inhibición.
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Tabla 9. Análisis de varianza para la cepa de Pseudomonas aeruginosa

ANOVA

Sources SS df MS F P value Eta-sq RMSSE Omega Sq

Between
Groups

798,

956
4 199,739

510,406

3032
0,00

0,9951

2582

13,0435

974

0,9926922

9

Within
Groups

3,91

3333

33

10
0,39133

333

Ho: El extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) no presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

H1: El extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta

actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

En la tabla 9, se puede apreciar el análisis de varianza (ANOVA), donde P valor

salió 0,00 entre los grupos, resultando ser menor que el nivel de significancia (p <

0,05), esto indica que existen diferencias estadísticamente significativas entre los

grupos; por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula, corroborando que el extracto

etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta actividad

antibacteriana in vitro frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.
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Tabla 10. Prueba de Tukey para comparaciones de subgrupos

TUKEY HSD/KRAMER alpha 0,05

group mean n ss df q-crit

ALCOHOL ETÍLICO 96 % 6 3 0

60 % 19,5333333 3 0,40666667

40 % 16,8333333 3 0,04666667

20 % 7,7 3 3,44

GENTAMICINA 10 µ/mL 25,4 3 0,02

15 3,91333333 10 4,654

Q TEST

group 1 group 2 mean std
err q-stat lower upper p-value mean-

crit Cohen d

ALCOHOL
ETÍLICO 96 % 60 % 13,53

33333
0,361
17094

37,47
07154

11,85
24438

15,214
2229 0,00 1,6808

8953
21,6337

276

ALCOHOL
ETÍLICO 96 % 40 % 10,83

33333
0,361
17094

29,99
50308

9,152
4438

12,514
2229 0,00 1,6808

8953
17,3176

391

ALCOHOL
ETÍLICO 96 % 20 % 1,7 0,361

17094
4,706
91253

0,019
11047

3,3808
8953 0,05 1,6808

8953
2,71753

722

ALCOHOL
ETÍLICO 96 %

GENTAMICINA
10 µ/mL 19,4 0,361

17094
53,71
41783

17,71
91105

21,080
8895 0,00 1,6808

8953
31,0118

953

60 % 40 % 2,7 0,361
17094

7,475
6846

1,019
11047

4,3808
8953 0,00 1,6808

8953
4,31608

852

60 % 20 % 11,83
33333

0,361
17094

32,76
38029

10,15
24438

13,514
2229 0,00 1,6808

8953
18,9161

904

60 % GENTAMICINA
10 µ/mL

5,866
66667

0,361
17094

16,24
34628

4,185
77713

7,5475
562 0,00 1,6808

8953
9,37816

765

40 % 20 % 9,133
33333

0,361
17094

25,28
81183

7,452
4438

10,814
2229 0,00 1,6808

8953
14,6001

019

40 % GENTAMICINA
10 µ/mL

8,566
66667

0,361
17094

23,71
91474

6,885
77713

10,247
5562 0,00 1,6808

8953
13,6942

562

20 % GENTAMICINA
10 µ/mL 17,7 0,361

17094
49,00
72657

16,01
91105

19,380
8895 0,00 1,6808

8953
28,2943

581

En la tabla 10, se puede apreciar el análisis de las comparaciones múltiples entre

los grupos mediante la prueba del HSD de Tukey se confirmó diferencias

estadísticamente significativas entre los grupos (p < 0,05); con excepción del

alcohol etílico al 96 % y el extracto etanólico al 20 % (p = 0,05).
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IV. DISCUSIÓN

4.1   Discusión de resultados

Al realizar la determinación del índice afrosimétrico se observó una

moderada presencia de espuma lo cual indica que el extracto etanólico de

toronjil presenta saponinas en comparación con el trabajo realizado por

Echevarría A, et al. (2016) en el cual no se observó presencia de saponinas.

El pH encontrado en el extracto etanólico del toronjil fue de naturaleza ácida

con un valor de 6,44; el cual corrobora con el pH hallado en el extracto

acuoso trabajado por Zambrano A. (2015)64. Sin embargo, Lema A. (2018)

el pH que encontró fue 5,5 en el extracto hidroalcohólico.

Mientras que en las pruebas de solubilidad resultó ser muy soluble en alcohol

etílico al 96 %, en comparación con el trabajo de investigación realizado por

Ángulo D, et al. (2019) el cual presentó en sus resultados ser sólo soluble en

etanol en el extracto hidroalcohólico.

A partir de los resultados obtenidos de la marcha fitoquímica se demuestra

que el extracto etanólico de Melissa officinalis L. (toronjil) presenta

abundantes compuestos fenólicos, flavonoides y alcaloides, moderada

presencia de saponinas, leve presencia de  taninos, esteroides y

triterpenoides, ausencia de sesquiterpenlactonas y antraquinonas, nuestro

resultado  nos permite corroboran con lo trabajado por Buendía J. (2015)65,

quién precisó la existencia de abundantes compuestos fenólicos; también

existe una relación de los resultados hallados en este estudio con Lema A.

(2018), donde determinó la presencia de alcaloides, saponinas, compuestos

fenólicos y flavonoides. Asimismo es muy importante mencionar los estudios

investigativos que fueron realizados por Vélez R, et al. (2018); quienes

precisaron los mismos compuestos químicos encontrados en este estudio

con la diferencia que utilizaron el extracto metanólico y el aceite esencial;

además en el trabajo realizado por Abdellatif F, et al. (2014)66 utilizaron el

aceite esencial del toronjil donde precisaron compuestos químicos similares

a lo encontrado en este trabajo pero con gran existencia de geranial, neral y

citronelal. Algunos de los resultados hallados por otros autores difieren con
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este trabajo debido a diferentes factores como lo mencionado en el estudio

de Sánchez E. (2010)67 quien señala que las hojas de toronjil que serían

recolectados en el mes de abril y al ser secadas por cualquier método

tendrían muy buena calidad.

Los resultados hallados en este trabajo se determinaron según la escala de

Duraffourd donde el extracto etanólico de las hojas de toronjil a las

concentraciones del 40 % y 60 % demostraron una sensibilidad media con

un halo de inhibición de 16,8 mm y 19,5 mm respectivamente; mientras que

la concentración del 20 % y el alcohol etílico al 96 % se evidenciaron una

sensibilidad nula con un halo de 7,7 mm y 6,0 mm respectivamente y la

gentamicina 10 μg se verificó una sensibilidad alta con un halo de inhibición

de 25,4 mm frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;

nuestro resultado corrobora con lo trabajado por Armas H, et al. (2015)68

quienes señalan que el extracto hexánico de toronjil de la solución de 20

mg/mL y 40 mg/mL mostraron una sensibilidad media con halos inhibitorios

de 17 mm y 15 mm respectivamente, pero difiere con otros trabajos debido

a la concentración del extracto y diferentes solventes utilizados así como los

resultados hallados por Armas H, et al. (2015) y Vélez R, et al. (2018),

quienes utilizaron el extracto metanólico en las mismas soluciones

demostraron una sensibilidad baja con halos de inhibición de 12 mm y 13

mm respectivamente; mientras que lo trabajado por Azuero A, et al. (2016)

quienes demostraron que el extracto metanólico dio una sensibilidad nula

con un halo de inhibición de 6,3 mm y por otra parte el Abdellatif F, et al.

(2014) utilizaron el aceite esencial presentando una sensibilidad media con

un halo de inhibición de 19 mm. En su mayoría los estudios mencionados

utilizaron como control positivo al ciprofloxacino dando una sensibilidad alta

frente a la cepa estudiada.

Los halos de inhibición a la concentración al 40% y 60 % fueron de 16,8 y

19,5 mm respectivamente, siendo mucho menor al control positivo

gentamicina 10 μg esto debido al sinergismo que existe entre sus

metabolitos secundarios que concuerda con los estudios planteados por los

autores mencionados con anterioridad corroborando la existencia de una

actividad antibacteriana frente a la cepa estudiada.
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4.2   Conclusiones

Los estudios realizados en el presente trabajo nos permiten llegar a las

siguientes conclusiones:

- Se detectó en el extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis

L. (toronjil) la presencia de abundantes alcaloides, flavonoides y los

compuestos fenólicos los que serían responsables del sinergismo

entre ellos que atribuyen una actividad antibacteriana a la especie

vegetal.

- El extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil)

presentó actividad antibacteriana in vitro frente  a  la  cepa  de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 utilizando el método de Kirby-

Bauer, se evidenció una sensibilidad media en las concentraciones

de 40 % y 60 % y sensibilidad nula a la concentración de 20 % según

la escala de Duraffourd.

- El extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) a la

concentración de 60 % presentó una menor actividad antibacteriana

in vitro que la gentamicina 10 μg frente a la cepa de Pseudomonas

aeruginosa.

- Concluimos que el extracto etanólico de las hojas de Melissa

officinalis L. (toronjil) presentó actividad antibacteriana in vitro frente

a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.
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4.3   Recomendaciones

- Realizar investigaciones de citotoxicidad in vivo de los extractos para

promover su uso.

- Complementar investigaciones con otras cepas bacterianas.

- Realizar estudios comparativos de la actividad antibacteriana

utilizando diferentes partes del recurso vegetal y según su zona

geográfica.
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Anexo A. Operacionalización de las variables

VARIABLES
TIPO DE

VARIABLE
DEFINICIÓN

CONCEPTUAL
OPERACIÓN

OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES
N°

ITEMS VALOR FINAL CRITERIOS

VARIABLE
INDEPENDIENTE

el extracto etanólico
de las hojas de
Melissa officinalis L.
(toronjil)

Cualitativo y
transversal

Producto obtenido
mediante métodos o
técnicas de
extracción con
alcohol etílico al 96
% por maceración

El solvente en relación
con la planta medicinal
arrastrará metabolitos
secundarios solubles
por maceración y
eliminación del
solvente mediante su
secado en el horno;
será utilizado en la
elaboración de las
soluciones a
diferentes
concentraciones

Tamizaje
fitoquímico

Presencia de
metabolitos
secundarios

5

++++
Abundante

+++
Moderado

++
Leve

+
Leve

-
Ausencia

Rango de
presencia o

ausencia

Diluciones del
extracto
etanólico

Concentraciones
específicas 3

60 %
40 %
20 %

Porcentaje

VARIABLE
DEPENDIENTES

Actividad
antibacteriana in

vitro frente a la cepa
de Pseudomonas

aeruginosa.

Cuantitativo y
Transversal

Conjunto de
compuestos que
eliminan o reducen
el crecimiento
microbiano.

La actividad
antibacteriana
realizada por el
Método Kirby-Bauer
es un procedimiento
que sirve para
enfrentar un disco
embebido de extractos
de plantas con una
cepa bacteriana y así
determinar su
sensibilidad
bacteriana.

Inhibición del
crecimiento
bacteriano

Halo de
inhibición (mm)

3

Sensibilidad alta:  > 20 mm
(+++)

Sensibilidad media: 14 - 20 mm
(++)

Sensibilidad baja: 8 - 14 mm
(+)

Sensibilidad nula:  < 8 mm
(-)

Evidencia de
inhibición del
crecimiento
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Anexo B. Instrumentos de recolección de datos

De las pruebas de los análisis del extracto

Determinación del índice afrosimétrico

Índice afrosimétrico Resultados

Prueba de la espuma (Saponinas)

Donde: Abundante (+++)     Moderado (++)      Leve (+)       Ausencia (-)

Determinación de pH del extracto etanólico desecado de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil)

Determinación del pH
Temperatura (°C) Resultado

25

Dónde: Ácido: < 7 Neutro: = 7                  Básico: > 7

Solubilidades del extracto etanólico desecado de las hojas de Melissa
officinalis L. (toronjil)

SOLVENTES RESULTADOS

Agua estéril

Glicerina

Metanol

Alcohol etílico al 96 %

Cloroformo

Donde: Insoluble (-)    Poco soluble (+)     Soluble (++)     Muy soluble (+++)
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De la marcha fitoquímica del extracto etanólico

CONSTITUYENTES QUÍMICOS ENSAYO REACCIÓN

Compuestos fenólicos Reactivo Tricloruro férrico 5 %

Taninos Reactivo Gelatina 1 %

Flavonoides Reactivo Shinoda

Esteroides y triterpenoides Reactivo Lieberman Burchard

Sesquiterpenlactonas Reactivo Baljet

Alcaloides Reactivo Mayer

Antraquinonas Reactivo Bornträger

Saponinas Prueba de la espuma

Donde: Abundante (+++)     Moderado (++)      Leve (+)       Ausencia (-)
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De la actividad antibacteriana del extracto etanólico

CEPA Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Concentración del extracto
etanólico (%)

Halos de inhibición (mm)

N

X
1 2 3

60

40

20

Alcohol etílico al 96 %

Gentamicina 10 μg

Donde:

X: Media de los halos de inhibición

N: Número de repeticiones
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Parámetros de la Escala de Duraffourd

SENSIBILIDAD
BACTERIANA

MEDIDA DEL HALO DE INHIBICIÓN (mm)

- + ++ +++

Sensibilidad nula < 8 mm

Sensibilidad baja 9 - 14 mm

Sensibilidad media 14 - 20 mm

Sensibilidad alta > 20 mm

Donde la sensibilidad es: Alta (+++)     Media (++)    Baja (+)     Nula (-)
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Porcentaje de inhibición del extracto etanólico

GRUPOS

Porcentajes de la actividad
antibacteriana*

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853Concentración del extracto

etanólico (%)

Alcohol etílico al 96 %

20

40

60

Gentamicina 10 μg

* De la media del halo de inhibición de 03 discos por grupo (triplicado)

Donde: Buena actividad: > 76 %              Moderadamente activo: 51 - 35  %

Poco activo: 40 - 50 %                                           Inactivo: < 40 %
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Identificación taxonómica de Melissa officinalis L. (toronjil)
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Certificado de análisis de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Activación de la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853



54

Preparación del medio de cultivo del agar Mueller Hinton
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Preparación del medio de cultivo del agar Tripticasa de Soya
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Anexo C. evidencias fotográficas del trabajo de campo

Figura 2. Recolección de la planta de Melissa officinalis L. (toronjil) del distrito de Andagua, provincia de
Castilla y departamento de Arequipa.

Figura 3. Hojas frescas de Melissa officinalis L. (toronjil).
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Figura 4. Hojas secas y pulverizadas de Melissa officinalis L. (toronjil).

Figura 5. Filtración del extracto de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil).
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Figura 6. Eliminación del solvente para obtener la melcocha del toronjil.

Figura 7. Obtención de la melcocha.
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Figura 8. Ensayo para detección de flavonoides.

Figura 9. Ensayo para detección de ácidos fenólicos.
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Figura 10. Ensayo para detección de alcaloides.

Figura 11. Ensayo para detección de taninos.
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Figura 12. Preparación de la escala 0,5 de Mc Farland.

Figura 13. Cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Figura 14. Activación de la cepa Pseudomonas aeruginosa.

Figura 15. Preparación de medios de cultivos.
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Figura 16. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar Mac Conkey.

Figura 17. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar de tripticasa soya.
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Figura 18. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar de cetrimide.

Figura 19. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar de sangre.
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Figura 20. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar de count plate.

Figura 21. Preparación y esterilización de los discos de papel Whatman.
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Figura 22. Preparación de los discos de sensibilidad con las concentraciones al 20 %, 40 % y 60 % del extracto etanólico
de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil).

Figura 23. Preparación de la solución microbiana de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ajustando a la escala de 0,5
de Mc Farland.



67

Figura 24. Inoculación de los discos embebidos con alcohol etílico al 96 %, con gentamicina 10 μg y a una concentración
de 20 % del extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) en el medio cultivo previamente inoculado con

la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 25. Inoculación de los discos embebidos a una concentración de 40 % y 60 % del extracto etanólico de las hojas de
Melissa officinalis L. (toronjil) en el medio cultivo previamente inoculado con la cepa de Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 26. Halos de inhibición del extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) del control positivo,
control negativo y la concentración al 20 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 27. Halos de inhibición del extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) del control positivo,
control negativo y la concentración al 40 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa.



69

Figura 28. Halos de inhibición del extracto etanólico de las hojas de Melissa officinalis L. (toronjil) del control positivo,
control negativo y la concentración al 60 % frente a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.


