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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion experimental, se realizd con el objetivo de
comprobar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de las hojas de Ocimum
basilicum L. (Albahaca) frente a cepas de Escherichia coli. La muestra vegetal fue
recolectada de la localidad de Pedregal, Distrito Simbal, Provincia Trujillo. La
extraccion del aceite esencial se realizo por el método de hidrodestilacion empleando
un equipo Clevenger de marca ISOLAB, seguidamente se elabord tres concentraciones
distintas de 5%; 10% y 15% en solvente Dimetilsulfoxido al 5%. Mediante el método
de kirby-Bauer se evalué su actividad biolégica frente a Escherichia coli,
observandose promedios y desviacion estandar para los halos de inhibicion
correspondiente de 13.35 mm + 0.60; 13.9 mm = 0.17; 1555 mm + 0.81
respectivamente, y que a través de la prueba estadistica ANOVA se observd la
diferencia significativa en el efecto antibacteriano de las tres concentraciones (p =
0.0183). Se concluye que el aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. si
presenta actividad inhibitoria en las concentraciones de 5%; 10% y 15% frente a cepas

de Escherichia coli.

Palabras Claves: Ocimum basilicum L, Escherichia coli, aceite esencial, efecto

antibacteriano.



ABSTRACT

The present experimental research work was carried out in order to verify the in vitro
antibacterial effect of the essential oil of the leaves of Ocimum basilicum L. (Basil)
against strains of Escherichia coli. The vegetal sample was collected from the town of
Pedregal, Simbal District, Trujillo Province. The extraction of the essential oil was
carried out by the hydrodistillation method using a Clevenger equipment of the
ISOLAB brand, followed by three different concentrations of 5%; 10% and 15% in
solvent 5% Dimethylsulfoxide. Using the Kirby-Bauer method, their biological
activity against Escherichia coli was evaluated, observing averages and standard
deviation for the corresponding inhibition halo of 13.35 mm £ 0.60; 13.9 mm + 0.17;
15.55 mm + 0.81 respectively, and that through the ANOVA statistical test the
significant difference in the antibacterial effect of the three concentrations was
observed (p = 0.0183). It is concluded that the essential oil of the leaves of Ocimum
basilicum L. does have inhibitory activity at concentrations of 5%; 10% and 15%

against strains of Escherichia coli.

Key Words: Ocimum basilicum L, Escherichia coli, essential oil, antibacterial effect.
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I. INTRODUCCION:

La utilizacion de las diversas plantas medicinales tiene inicio desde la aparicion del
hombre, es por ello que desde hace miles de afios los seres humanos empleaban las
plantas naturales para aliviar las diferentes enfermedades que se les presentaba en sus
animales que criaban o también entre los habitantes de su comunidad, en algunos casos
los brebajes administrados daban reacciones positivas mejorando asi su estado de
animo y en otras ocasiones daban reacciones negativas. Con el pasar de los afios la
utilizacion de las plantas medicinales se ha mejorado notablemente para beneficio de
las siguientes generaciones. En la época antigua los seres humanos pensaban que las
personas gque curaban tenian poderes o que eran superdotadas para distinguir entre las

plantas venenosas y las de uso medicinal para la elaboracion de sus brebajes @.

La Organizacion Mundial de la Salud, establece que todo producto que es compuesto
de principios activos extraidos de alguna parte de los vegetales o plantas naturales se
les denomina definitivamente como medicamentos herbarios, ademas se le considera
como inocuo para el ser humano ya que puede ser usado en la salud, por demostrar

ampliamente su seguridad y eficacia @,

En las comunidades de bajos recursos, las plantas medicinales son bastante apreciadas
principalmente porque pueden adquirirse a un precio accesible, comparado al precio
de los medicamentos de origen sintético. En la actualidad los medicamentos herbarios
vienen generando bastante expectativa entre los pacientes que lo emplean como
alternativa para aliviar su enfermedad como también entre los investigadores

relacionados a la salud ©.



El PerG es considerado el tercer pais mega diverso del planeta, lo que implica que en
nuestro territorio existe un gran potencial de estudio de muchas especies vegetales, se
dice que 2 000 de las aproximadamente 50 000 especies existentes han sido utilizadas
con fines curativos. Las variadas condiciones climaticas y geogréaficas que nuestro pais
ofrece, permite obtener una gran variedad de flora que han sido identificadas, como

también existen algunas por descubrir para luego ser utilizadas .

El recrudecimiento de las afecciones de origen bacteriano, fungico y viral en muchas
ocasiones no es causada por enfermedades nuevas, mas bien se debe a resistencia
adquirida por las distintas cepas microbianas a los medicamentos tradicionalmente
usados. Es por ello que el estudio cientifico de las plantas medicinales es una fuente
relevante para el descubrimiento de nuevos farmacos que luego se sintetizan, para ello
se requiere tener un conocimiento méas profundo de las plantas para evaluar si sus
principios activos cumplen un rol terapéutico, es decir compuestos que igualan el nivel

de los farmacos de sintesis ©).

Un andlisis de las series mas recientemente publicadas permite comprobar que
Escherichia coli sigue siendo el uropatdégeno predominantemente aislado, por otro
lado Escherichia coli, incita en la humanidad de disposicion de 360 millones de
sucesos de colicos (diarrea) en el planeta y méas de 700.000 muertos alrededor del afio,
afligiendo bésicamente a la humanidad infantil de ciudades en vias de crecimiento.
Igualmente, es el agente infeccioso mas aprovechador muy frecuente en asociacion

con infecciones de tracto urinario (ITU) y sepsis generalizada ©.



La planta Ocimum basilicum L. (albahaca), perteneciente a la familia Lamiaceae, es
una hierba aromatica que se produce en todo el mundo, se cree que su origen se dio en
la India e Irdn y luego introducida en Europa. Hoy en dia ha sido ampliamente utilizada
en alimentos como un agente saborizante, asi como en perfumeria e industrias
farmacéuticas. Por otra parte, es fuente de compuestos aromaticos y aceites esenciales
con constituyentes biologicos que poseen propiedades insecticidas, nematicidas,
fungistaticas y antimicrobianas. Asi mismo sus compuestos fenolicos y flavonoides
han demostrado ser potentes antioxidantes, capturadores de radicales libres y quelantes

de metales .

La composicion quimica del aceite esencial de albahaca ha sido ampliamente
estudiada, mostrando una gran variedad de compuestos y diferentes quimiotipos. La
presencia de compuestos fenolicos en su aceite es primordial para ser usado en la
industria como insecticidas, nematicidas, fungistaticos y antimicrobianos; asi mismo,
es utilizado como saborizante en alimentos de eso domeéstico, como ingrediente activo
en productos dentales y orales, en fragancias y en medicinas. En la industria
farmacéutica ha sido utilizado debido a su actividad antimicrobiana y sus propiedades

antioxidantes ©.

Nuevas exploraciones de nuevos principios activos relacionados como los aceites
esenciales los cuales mencionados en la diferentes bibliografias por sus propiedades
antimicrobianas, antimicéticas, antioxidantes, etc, siendo capaces también de actuar
contra las plagas originarias en las produccion de alimentos, con las grandes ventajas

de no ocasionar dafo a nuestro ecosistema.



Debido a que en Peru existe una gran variedad de especies vegetales lo cual constituye
una de las mas grandes reservas de recursos naturales, el uso de plantas medicinales
data desde la antigiiedad muchas veces usadas de forma empirica, formando parte de
la medicina casera y tradicional transmitiéndose de generacion en generacion y que en
la actualidad se investiga cada vez mas el uso de las mismas con fines terapéuticos ya
que en muchas ocasiones el uso de medicamentos como los antibacterianos causan
demasiados efectos adversos a largo plazo. El uso de plantas medicinales en la
actualidad es muy solicitada para curar y/o aliviar diferentes enfermedades, para lo
cual el presente trabajo experimental seria una alternativa usar el Ocimum Basilicum

L. (albahaca) como antibacteriano ©.

Por otro lado tenemos a Escherichia coli, lo cual se trata de una bacteria con diversas
variantes. Normalmente vive en el intestino del hombre y no suele causar ningln tipo
de problema, es més, es necesaria para el funcionamiento correcto del proceso
digestivo. El problema aparece cuando cepas por intercambio de material genético,
pueden causar infecciones urinarias como también provocar diarreas sangrantes.
Debido a que en algunas investigaciones datan de la efectividad de los aceites
esenciales que posee la Ocimum Basilicum L. (albahaca) como antibacteriano de alli
parte el interés de investigar y confirmar su efectividad y asi poder aportar a la salud
humana como también optar por alternativas econémicas y de mayor aceptacion por

la poblacion peruana 9.

Segun el informe realizado por la OMS en el 2015, se estima que los nifios menores
de 5 afios son mas afectados al representar un tercio de las muertes por enfermedades
alimentarias, ocasionadas por enfermedades diarreicas. Se informa que Escherichia

coli es un agente patdbgeno comun en paises con ingresos bajos y medianos. Las



enfermedades diarreicas suelen presentarse con mayor prevalencia en paises en vias
de desarrollo como es el caso de Perq, las causas mas comunes se deben a rotavirus y
Escherichia coli patdgena. Este hecho agrava la malnutricion que aqueja a gran parte
de la poblacion infantil en el Pert y el mundo, ya que las enfermedades diarreicas
empeoran el estado nutricional, este hecho se agudiza debido a las malas condiciones

sanitarias de la poblacion 9,

Considerando esta informacion sobre los efectos terapéuticos que posee el aceite
esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca), nos planteamos la siguiente
interrogante.

¢El aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca), tendra actividad

antibacteriana in vitro frente a cepas de Escherichia coli?

La importancia del presente estudio de investigacion es comprobar si el aceite esencial
de las hojas de Ocimum basilicum L. ejerce la actividad antibacteriana in vitro sobre
cepas de Escherichia coli, lo cual en un futuro nos permita integrarlo como
tratamientos complementarios o alternativos con fines especificamente terapéuticos,
debido a su gran contenido de compuestos fendlicos que contiene, como también por
su bajo costo lo cual permitiria aplicarlo en distintas formulaciones para su respectivo

uso segun necesidad.



OBJETIVOS:

Objetivo General:

e Comprobar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas

de Ocimum basilicum L. (albahaca), frente a cepas de Escherichia coli.

Objetivos Especificos:

e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de las hojas de
Ocimum basilicum L. (albahaca), en las concentraciones de 5%, 10% y 15%
frente a cepas de Escherichia coli.

e Determinar a qué porcentaje de las diferentes concentraciones del aceite
esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca), presenta mayor

actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli.



I1. REVISION DE LITERATURA:

2.1. Antecedentes:

Rivas et al, en el 2015 en Venezuela investigaron la composicion quimica del aceite
esencial (AE) del Ocimum basilicum L, por medio de Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas (CG-EM). Para ello, se trabajé con el AE provenientes de
las hojas de O. basilicum. EI AE se obtuvo por hidrodestilacion. La actividad
antibacteriana se evalud utilizando cepas de Escherichia coli. La accién antibacteriana
se cuantificd midiendo el didmetro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano
alrededor de discos Whatman No 5 impregnados con el AE (50 mg/mL). La
concentracion inhibitoria minima (CIM), fue determinada por dilucion del AE en el
intérvalo comprendido entre 50 y 200 ug/mL. Identificando al isoestragol (58,33%),
humuleno (5,71%), eucaliptol (4,09%) y alcanfor (1,63%) fueron los mayores

compuestos volatiles, presentando halos de inhibicion de 8 a 12 mm de diametro 2.

Cifuentes et al, en el 2013 en Colombia investigaron la actividad antibacteriana de los
aceites esenciales obtenidos de las hojas de Ocimum basilicum L. Los aceites
esenciales se obtuvieron por destilacion de arrastre de vapor tipo Clevenger. La
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se realizé por el método de dilucién
en caldo, para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y la
Concentracion Minima Bactericida (MBC) a partir de diluciones dobles seriadas en un
rango de concentracién entre 3,12 a 0,1%; dichas concentraciones fueron enfrentadas
a Escherichia coli. El aceite esencial de la especie Ocimum basilicum L. present6
actividad inhibitoria frente a Escherichia coli. Los resultados demuestran la capacidad

que tienen los aceites esenciales para inhibir microorganismos Gram negativos 2.



Rojas et al, en el 2012 en la Habana investigaron la caracterizacion quimicay actividad
antibacteriana de aceites esenciales de Ocimum basilicum L. y Ocimum
basilicum var. Genovese L. El objetivo de este trabajo fue identificar las
potencialidades de aceites esenciales de las hojas de Ocimum basilicum L. y Ocimum
basilicum var. Genovese L. Los aceites esenciales se extrajeron por hidrodestilacion
empleando un equipo Clevenger. Las composiciones quimicas de ambos aceites
poseen similitudes, estos se caracterizan por la prevalencia de compuestos
monoterpenoides oxigenados, siendo los componentes mayoritarios el linalol, eugenol
y eucaliptol. Los aceites de albahaca blanca y genovesa evidenciaron una actividad
antibacteriana marcada frente a todas las bacterias evaluadas Clavibacter

michiganensis subsp michiganensis, Streptococcus suis y Klebsiella pneumoniae ¢4,

Hernandez M, en el afio 2016 en Cajamarca realiz6 el trabajo de investigacion para
determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de las hojas de Ocimum
basilicum L. “albahaca” en cepas de Escherichia. La muestra vegetal utilizada fueron
las hojas de Ocimum basilicum L. para la extraccién del aceite esencial; en tanto que
las cepas de Escherichia coli, se aislaron e identificaron de muestras de orina de
pacientes con infeccion del trato urinario del Hospital Regional de Cajamarca. Se
empled el método de Kirby-Bauer en el que se emplearon discos embebidos con el
aceite esencial en concentraciones de 10%, 50% y 100%. Los resultados arrojaron que
el aceite esencial de Ocimum basilicum L. “albahaca” al 10% alcanz6 un halo de
inhibicion promedio de 7,15 mm, al 50% un halo de inhibicion promedio de 9,10 mm
y al 100% un halo de inhibicion promedio de 13,95 mm de diametro. Por lo tanto, se
concluye que el aceite esencial de Ocimum basilicum L “albahaca” tiene actividad

antibacteriana in vitro frente a las cepas de Escherichia coli .



2.2. Bases tedricas:

a) Planta medicinal.

En la actualidad existen una variedad de plantas medicinales las cuales son
aprovechadas para la elaboracion de productos naturales, es por ello que una planta
medicinal tiene que contener principios activos de caracter medicinal, porque de ello
dependeré su efecto farmacoldgico para curar o aliviar una dolencia de un ser vivo,
para poder emplearlo en una determinada enfermedad de un individuo, se tiene que
identificar en que parte especifica de la planta se puede obtener los principios activos
y evaluar cuél o cuales de los principios activos encontrados es el que méas sobresale
determindndose en porcentaje ya que de ello dependerd su uso terapéutico, en los
ultimos afios las plantas se viene empleando como medicina complementaria debido a
sus numerosos beneficios que proporciona al organismo es por ello que ha resurgido
el interés por el regreso de la naturaleza a nuestras vidas y asi optar por lo natural y

evitar lo artificial 19,

b) Aceites esenciales.

El aceite esencial es un compuesto de gran variedad de moléculas organicas, son como
el alma de la planta. Es una combinacién exquisita, volatil e insoluble en agua y poseen
muchas propiedades terapéuticas para aliviar diferentes afecciones; tienen una diversa
aplicacion en aromaterapia, en la industria de los cosméticos, perfumes y el area
farmacéutica, entre otras. Es de vital importancia que las plantas que se usan para
extraccion de aceites esenciales deben provenir de cultivos organicos, cuidadas y

recolectadas con esmero y atencion @7,



Extraccion del aceite esencial.

Existen dos métodos para extraer los aceites esenciales: Destilacion por arrastre
de vapor y estrujamiento, la calidad del aceite esencial influye segin el método
a utilizar. Para lograr una buena extraccion de un aceite esencial se debe tener
en cuenta la identificacion correcta de que parte de la planta se va a utilizar por
ejemplo si se usa las hojas, para ello se tiene que recolectar las hojas frescas
después de la floracion del vegetal y trasladarlo lo més antes posible al
laboratorio y asi evitar que las hojas se sequen perjudicando la extraccion del
aceite esencial de nuestro interés. En muchas ocasiones el vegetal usado tiene
que ser preparado antes de la destilacion porque puede estar con material que

puede alterar la calidad del producto o perjudicar el proceso de extraccion (€,
Destilacion por arrastre a vapor.

La destilacion por arrastre con vapores una técnica usada para separar
sustancias organicas insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otras no
volatiles que se encuentran en la mezcla, como resinas o sales inorgénicas, u

otros compuestos organicos no arrastrables 9.
Almacenamiento del aceite esencial.

El buen almacenamiento de los aceites esenciales tiene que ser en depositos
oscuros de metal o de vidrio para ser protegidos de la luz, especialmente en un
lugar fresco y oscuro para evitar que la luz altere la calidad, los tapas de los
frascos o depdsitos deben cerrarse herméticamente, ya que el aire tiene el poder
destructivo sobre el aceite, como también se debe tener en cuenta que las tapas

de los depdsitos deben ser los apropiados y seguros porque existen algunos

10



aceites esenciales que pueden llegar a disolver a algunos tipos de tapones. En
muchos casos los aceites esenciales no necesitan ser diluidos para su uso
terapéutico y su almacenamiento no debera ser mayor a 5 afos a partir de la
fecha de su extraccion porque habra perdido algunas de sus propiedades, por
lo consiguiente si se podra dar uso después de la fecha de vencimiento ya que

el Gnico riesgo es que sera de menor calidad y eficacia @
Principales usos de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales fundamentalmente tienen un alto valor comercial y se
utilizan ampliamente en diferentes ramas de la industria moderna, como por
ejemplo es usado en alimentos, jabones, ambientadores, perfumes, cosméticos,
licores, insecticidas, farmacos, etc. Usualmente en la actualidad son
considerados en distintas formulaciones de uso farmacolégico como también
son base de perfumes corporales y productos cosméticos finos, desodorantes,
lociones, jabones liquidos, pastas dentifricas. Algunos de los aceites esenciales
poseen propiedades insecticidas, funguicidas y se utilizan en los preparados

especiales @Y,

¢) Ocimum basilicum L. (albahaca)

Descripcion.

La Ocinum basilicum L. es una planta que se reconoce facilmente por sus hojas que

son de color verde y miden de 2 a5 cm lo cual son ligeramente dentadas y expelen un

intenso olor aromatico. El tamafio de la planta es ligeramente pequefia con un

crecimiento anual de unos 30 a 50 cm de altura, provista de tallos firmes, ramosos y

cuadrados; se identifica porque posee flores de 8 a 10 mm, de color blanco o en otros

11



casos de color morado, agrupadas en largos ramilletes que caen precozmente al ser
manipulados. Algunos investigadores consideran a esta especie como originaria de
Asia tropical, aunque algunos autores afirman que es originaria de Centroamérica.
Normalmente para ser cultivado se requiere de climas calidos con terrenos fertiles, con
poco éxito se puede cultivar en climas frescos. Debido a su alto valor nutricional es

cultivada en los patios o jardines de las casas de campo @2,

Clasificacion taxondmica:
Reino: plantae

Subreino: Traqueobionta
Divisién: Magnoliophyta
Superdivision: Spermatophyta
Clase: Maganoliopsida
Subclase: Asteriadae
Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Género: Ocimum

Especie: Ocimum basilicum L.

Composicidén quimica.

En la composicién de Ocimum basilicum L. (menos de 1 %) tiene una
composicidén compleja y variable. Dentro de esta especie existe variabilidad en
el contenido de sus diversas propiedades quimicas. La calidad del aceite

esencial esta en funcidn a la composicién de este, la cual estd enormemente
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influenciada por el clima, el suelo, el agua y la época de cosecha. Los
componentes mas importantes del aroma son el 1,8-cineol, linalol, citral,
metilchavicol (estragol), eugenol y metilcinamato. Algunos investigadores
refieren que el porcentaje de estragol o metilchavicol que tiene el aceite
esencial de Ocimum basilicum L. es de (65-85%), linanol (hasta en un 75% en
algunos quimiotipos), cineol. eugenol (20%), acetato de linalilo, flavonoides.

Y en las especies africanas contienen a menudo alcanfor @3,
Partes Gtiles de la planta.

La parte mas usada de la planta son las hojas frescas donde se puede encontrar
la mayor cantidad de aceite esencial, en otros casos también se puede usar las

flores frescas y los tallos @4,

Capacidad antibacterial.

En diversos estudios realizados sobre Ocimum basilicum L. (albahaca) se ha
logrado afirmar que si cumple satisfactoriamente el efecto antibacteriano frente
a Escherichia coli, lo cual se determina su sensibilidad ante el aceite esencial
de la albahaca. Para la determinacion de su sensibilidad se procede a la
medicion de los halos de crecimiento y asi poder contrastar con un
medicamento antibidtico que demuestra seguridad y eficacia sobre la bacteria.
Escherichia coli es la responsable de distintas enfermedades causadas en los
seres humanos dentro de ellas tenemos la diarrea hemorragica, Infecciones
urinarias provocando una hasta deficiencia renal cronica que incluso puede

causar la muerte de la persona 9.
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d) Microorganismos gastrointestinales (E coli)
Generalidades

Dentro de la flora intestinal tenemos bacterias que desempefian una labor primordial
dentro de nuestro organismo como por ejemplo sabemos que es constituyente del ciclo
enterohepéatico de algunos medicamentos que consumimos cuando nos sentimos
enfermos. Otra labor que realizan las bacterias es funcionar definitivamente como
barrera, para dificultar que bacterias ajenas al organismo logren establecerse y
perjudicar la salud del individuo. Es muy perjudicial cuando las bacterias logran
ingresar al torrente sanguineo en una cantidad elevada porque esto desencadenaria en
el individuo trastornos demasiado graves que en algunas ocasiones puede acabar con
una sepsis que si no es reconocida y tratada a tiempo adecuadamente puede llegar a

consecuencias que comprometen la vida del paciente 1 26),

Escherichia coli

Se trata de una enterobacteria que habita naturalmente entre los intestinos de
todos los seres humanos como también de los animales, dentro de las cuales
cumple el rol méas relevante que consiste en suprimir o neutralizar bacterias
dafiinas que intentan alojarse dentro del organismo, ademas es el responsable
de que la digestion funcione eficazmente, se puede afirmar que en la actualidad
es la bacteria de mas interés para los investigadores. Fue descubierta por el
bacteridlogo aleman Theodore von Escherich en 1885, quien la denomind
Bacterium coli. Dicha bacteria es importante dentro de nuestro proceso

digestivo, ademas tiene la capacidad de sintetizar vitaminas B y K %27,
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Clasificacion taxonomica:
Reino: Bacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: Escherichia coli

De acuerdo con Scheutz, esta es la clasificacion de Escherichia coli @®.

Escherichia coli enteropatogena (ECEP)

Fue la primera variedad de Escherichia coli enterovirulenta que se identificd
serolégicamente, esta bacteria no produce ninguna toxina, su principal factor
de patogenicidad es la adherencia, la ECEP se adhiere intimamente a la
membrana de las células epiteliales, lo que se conoce como ‘“adherencia y
esfacelamiento” (A/E). La adherencia estda mediada por pilis y fimbrias
Ilamadas BfP (en inglés bundle-forming pilus). Esta variedad provoca una
diarrea acuosa, con vémito, fiebre y en algunos casos acompafiado de fuertes
dolores y célicos estomacales. Este grupo afecta principalmente a nifios entre
los seis meses y dos afios de edad. La forma de transmision de la enfermedad
es por contaminacion fecal - oral y los reservorios pueden ser nifios y adultos

con o sin sintomas (11:29),
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Resistencia de Escherichia coli a los antibi6ticos

Con el tiempo la utilizacién masiva de antibi6ticos ha provocado un aumento
en su resistencia a la especie Escherichia coli a nivel mundial como también a
otras bacterias. En los ultimos afios, se ha observado un aumento de la
resistencia de esta especie a los principales antibidticos de uso clinico para el
tratamiento de infecciones causadas por las cepas patdgenas de Escherichia
coli, entre los antibidticos tenemos a sulfametoxazol y trimetoprima,
ciprofloxacino, tetraciclina y betalactamicos, tanto en cepas de origen humano
y animal. El uso indiscriminado de los antibioticos tanto en el tratamiento de
enfermedades que afectan la salud de los seres humanos, ha provocado un

aumento del nimero de bacterias resistentes a los antibiéticos ©9,
Tratamiento frente a Escherichia coli

Para iniciar el tratamiento frente a Escherichia coli se tiene que elegir qué tipo
de farmaco se debe administrar para tener un resultado eficaz y seguro, para
ello el médico especialista tiene la posibilidad de realizar una prueba de
sensibilidad o antibiograma, que le ayuda a elegir el medicamento mas efectivo
y correcto contra el tipo de microorganismo que esta produciendo la infeccion.
Los antibidticos méas usados frente a escherichia coli son el trimetoprima +
sulfametoxazol y quinolonas, como son la ofloxacina y ciprofloxacino. Otros
antibioticos que también se usan son las cefalosporinas entre ellas tenemos a la
cefalexina, cefaclor y en especial la ceftriaxona que pertenece a las
cefalosporinas de tercera generacion lo cual resulta ser muy eficaz contra las

infecciones producidas por Escherichia coli G,
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I11. HIPOTESIS:
3.1. Hipdtesis alternativa:

Ha: El aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. (Albahaca), presenta efecto

antibacteriano in vitro frente a cepas de Escherichia coli.

3.2. Hipotesis nula:

Ho: El aceite esencial de las hoja de Ocimum basilicum L. (Albahaca), no presenta

efecto antibacteriano in vitro frente a Escherichia coli.
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IV. METODOLOGIA:

4.1. Disefio de la investigacion.
El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental, con estimulo creciente y

grupo control.

Grupo control:
Consistié en agregar el solvente Dimetilsulfoxido al 5% en 5 placas con Escherichia
coli en un medio de cultivo con agar Mac Conkey, teniendo como resultado que el

solvente utilizado no tiene efecto antibacteriano frente a cepas de Escherichia coli

Grupo experimental 1:

Consistio en agregar aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. en la
concentracion de 5% en solvente Dimetilsulfoxido al 5%, en 5 placas Petri con 4 discos
Whatman N° 5 en cada placa, para comprobar si el aceite esencial cumple el efecto

antibacteriano sobre las cepas de Escherichia coli.

Grupo experimental 2:

Consistié en agregar aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. en la
concentracion de 10% en solvente Dimetilsulfoxido al 5%, en 5 placas Petri con 4
discos Whatman N° 5 en cada placa, para comprobar si el aceite esencial cumple el

efecto antibacteriano sobre las cepas de Escherichia coli.

Grupo experimental 3:

Consistié en agregar aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. en la
concentracion de 15% en solvente Dimetilsulfoxido al 5%, en 5 placas Petri con 4
discos Whatman N° 5 en cada placa, para comprobar si el aceite esencial cumple el

efecto antibacteriano sobre las cepas de Escherichia coli.
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4.2. Poblacién y muestra.

a) Poblacion vegetal.

La planta Ocimum basilicum L. (albahaca) fue recolectada de forma completa (raiz,
tallo, hojas, y flores) en la localidad de Pedregal donde actualmente se viene
cultivando, dicho lugar pertenece al Distrito: Simbal, Provincia: Trujillo,

Departamento: La Libertad.

b) Muestra vegetal.

La muestra obtenida fue 8 kg de hojas frescas de Ocimum basilicum L. (albahaca)
debido que el aceite esencial se encuentra localizado en su mayor porcentaje en las
hojas. La extraccion del aceite esencial se realizé por hidrodestilacion empleando un
equipo Clevenger de marca ISOLAB, seguidamente enfrentarlo a cepas de Escherichia

coli para comprobar su efecto antibacteriano.

Criterios de inclusion:

e Hojas frescas de Ocimum basilicum L. (albahaca), en buenas condiciones
organolépticas y libres de microorganismos.

e Hojas no expuestas a la luz solar.

Criterios de exclusion:

e Hojas secas de Ocimum basilicum L. (albahaca) que no cumplieron con las

caracteristicas organolépticas.
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c¢) Poblacién microbioldgica:

Escherichia coli, se obtuvo de una cepa silvestre proporcionada por la Universidad

Catolica Los Angeles de Chimbote. Filial Trujillo.

d) Muestra microbioldgica:

El aislamiento de la bacteria Eschericghia coli, se realizé con la técnica de Kirby-
Bauer y asi obtener una cantidad suficiente de dicha bacteria para posteriormente

cultivarla en las placas Petri.
Criterios de inclusion:

e Placas Petri debidamente esterilizadas, libres de algiin contaminante que pueda

interferir en los resultados.
e Placas con siembra apropiada de Escherichia-coli (3x108 UFC/mL).

Criterios de exclusion:

e Agar Mac Conkey con signos de contaminacion o deterioro del mismo por ser

expuesto a la humedad.

e Bacterias presentes en el ambiente de trabajo.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores.

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDIDA
(Independiente) Pequefia porcion  Adquirido por el Tratamientos Cualitativo
Aceite esencial concentrada de método de 5% viv nominal.
de las hojas de compuestos hidrodestilacion, 10% viv
Ocimum quimicos, y se utilizé tres 15% viv
basilicum L. denominado concentraciones  Control DMSO
(albahaca). aceite esencial, diferentes. 5% viv

adquirido de las
hojas de
Ocimum

basilicum L. 2,

(Dependiente) Valoracion del

Efecto efecto

antibacteriano antibacteriano,
frente acepasde  con el objetivo
Escherichia coli. de inhibir el
crecimiento de
la bacteria

Escherichia coli.

Se determiné a
través de la
medicion de los
halos de

inhibicién.

Medida del halo
de inhibicién
expresado en

(mm)

Sensibilidad en

(mm)

Nula(<a8)
Limite (8-14)
Medio (15-20)

Sumamente
sensible (>20)

Cuantitativo de

razon
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4.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos.

a) Obtencidén de la muestra:

La muestra Ocimum basilicum L. (albahaca) fue recolectada de forma completa
(raiz, tallo, hojas, y flores) para obtener la certificacion respectiva.

Se adquirié 8 kg de material vegetal del centro poblado de Pedregal, dicho
lugar pertenece al Distrito: Simbal, Provincia: Trujillo, Departamento: La
Libertad.

Posteriormente se escogieron las hojas frescas y conservadas para lavarlo
adecuadamente y eliminar microorganismos que pudieran estar adheridos a la

muestra vegetal.

b) Extraccion del aceite esencial:

Para obtener el aceite esencial de Ocimum basilicum L. se realizd mediante la
técnica de arrastre a vapor (hidrodestilacion).

El método consiste en colocar los 8 Kg de las hojas de Ocimum basilicum L.
en el recipiente, seguidamente se agrega la cantidad de 3 litros de agua
destilada. Durante de los primeros 60 minutos empezaron a desprender
pequefias microgotas en el embudo de decantacion y aproximadamente en 6
horas se obtiene la cantidad total del aceite esencial.

De los 8 Kg de hojas de Ocumum basilicum L. (albahaca) se logré extraer 1 ml
aproximadamente de aceite esencial lo cual se almaceno correctamente en un
depdsito de vidrio color &mbar y tapado herméticamente para conservar sus

propiedades.
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c) Preparacion de las diferentes concentraciones de aceite esencial.

e Se prepar6 3 concentraciones diferentes de aceite esencial 5%, 10% y 15%,
teniendo como solucién madre el aceite esencial extraido puro (100%) usando
como solvente Dimetilsulfoxido al 5%. Las concentraciones obtenidas se
colocaron en tubos de ensayo protegidos con papel aluminio para evitar la
exposicion a la luz, lo cual puede alterar la composicién quimica del aceite

esencial.

Foérmula para obtener la concentracion de los aceites esenciales.

CONCENTRACION FINAL DE LOS ACEITES ESENCIALES

VOLUMEN DE VOLUMEN VOLUMEN CONCENTRACION
ACEITE DMSO AL FINAL (%)
ESENCIAL 5%
0.05 ml 0.95 ml 1mil 5%
0.1ml 0.9 ml 1mil 10 %
0.15 ml 0.85 ml 1mil 15%

DMSO: Dimetilsulféxido
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d) Rejuvenecimiento de la bacteria.

La bacteria silvestre Escherichia coli se adquirié de la Universidad Catolica
los Angeles de Chimbote. Filial Trujillo.

Se rejuvenecio la bacteria para obtener una muestra pura; aislando a
Escherichia coli.

Se esterilizo un asa bacterioldgica de siembra por flameado de llama en un
mechero y se introduce en un tubo de ensayo donde estaba con agua estéril
totalmente desinfectado.

Se sembro6 Escherichia coli en una placa Petri.

Se coloco en la incubadora durante 24 horas y se observo el crecimiento de

Escherichia coli.

e) Preparacion del medio de cultivo.

Para la preparacion de medio de cultivo debe realizarse con precaucion, para que el

microorganismo al ser sembrado se desarrolle y faciliten su aislamiento e

identificacion para ello debemos seguir los siguientes pasos:

Cada ingrediente o medio deshidratado completo se disolvié en un volumen
adecuado de agua destilada estipulada en los frascos.

Se determind el pH del medio y si es necesario se ajustara. EI pH se determino
por medio de indicadores.

El medio ya preparado se coloco en un recipiente adecuado (matraz) cuya boca
se cerro con un tapon de algodon.

El medio obtenido se esterilizé en autoclave.

24



Para la esterilizacion de nuestro agar (Mac Conkey) se utilizo la técnica de
esterilizacion por calor himedo, esta técnica generalmente se utiliza la
autoclave el cual fue llevado a 121 °C durante 15 minutos la temperatura se
alcanza utilizando vapor de agua a una presion de 15 libras.

Finalmente se agregd a las placas Petri en condiciones asépticas.

f) Preparacion de material para la esterilizacion y aplicacion.

Se utilizd la técnica de esterilizacion con calor seco, ya que requiere mayor
duracion e intensidad por que la conduccion de calor es menos rapida. La
temperatura que se utiliza generalmente oscila entre 160 y 180 °C durante 1
horas y 45 minutos. Entre los materiales esterilizados por esta técnica tenemos
las placas Petri, vasos de precipitacion, varillas, pipetas, probetas, etc. el cual
fue utilizado de acuerdo a procedimiento. En esta técnica la inactivacion de los
contaminantes ocurre por la pérdida de agua y oxidacién de todos sus

componentes esenciales G,

g) Incorporacion del aceite esencial al medio cultivado:

Se utilizé el método de Kirby-Bauer, que consiste en agregar los discos
Whatman N° 5 la cantidad de 4 discos en cada placa Petri para luego incorporar
el aceite esencial de Ocimum basilicum L. en 5 placas de cada una de las
diferentes concentraciones (5%, 10% y 15%) a las placas Petri G4,

Se coloco en la incubadora las placas Petri durante 24 horas y se observo los

halos de inhibicion de cada concentracion.
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e Finalmente se procedio a medir los halos de inhibicion para poder evaluar si
cumple el efecto antibacteriano el aceite esencial de Ocimum basilicum L.

frente a cepas de Escherichia coli.

4.5. Plan de andlisis.

Para evaluar el efecto antibacteriano de Ocimum basilicum L. (albahaca) frente a cepas
de Escherichia coli; se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si
existe o no diferencia significativa en el efecto antibacteriano de las tres
concentraciones 5%, 10% y 15% del aceite esencial de Ocimum basilicum L, midiendo
los halos de inhibicion en el cultivo de Escherichia coli. El analisis se realizo en el

programa de Microsoft Excel.
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4.6. Matriz de consistencia.

Titulodela | Formulacion Objetivos Hipdtesis Tipo de Variables Definicién Indicadores y Plan de
investigacion | del problema investigacion operacional escala de analisis
medicion
Efecto ¢El aceite General: Ha: El aceite | Tipo de Independiente | Adquirido por el Cualitativo Se
antibacteriano esencial de las Comprobar la actividad esencial de las | investigacion Aceite esencial | método de nominal determiné en
in vitro del hojas de antibacteriana in vitro del hojas de Cuantitativo. de las hojas de | hidrodestilacion, Tratamientos tablas y
aceite esencial Ocimum aceite esencial de las hojas Ocimum Ocimum y se utilizé tres 5% viv gréficos
de las hojas de | basilicum L. de Ocimum basilicum L. basilicum L. Disefio de basilicum L. concentraciones 10% viv utilizando el
Ocimum (albahaca), (albahaca), frente a cepas de | (Albahaca), investigacion diferentes. 15% viv programa
basilicum L. tendrd actividad | Escherichia coli. presenta Experimental. Control DMSO | Microsoft
(albahaca) antibacteriana in efecto 5% viv Excel y la
frente a cepas vitro frente a Especificos: antibacteriano prueba
de Escherichia | cepasde Evaluar la actividad frente a cepas Dependiente Se determiné a Cuantitativo de | estadistica
coli. Escherichia antibacteriana in vitro del de Escherichia Efecto través de la razon ANOVA.
coli? aceite esencial de las hojas coli. antibacteriano medicién de los Medida del halo
de Ocimum basilicum L. en frente a cepas de | halos de de inhibicion en
las concentraciones de (5%, | Ho: El aceite Escherichia inhibicion. (mm).
10% y 15%) frente a cepas esencial de las coli.
de Escherichia coli. hoja de Sensibilidad en
Ocimum (mm)
Determinar a qué porcentaje | basilicum L.
de las diferentes _ (Albahaca), no Nula (< a8)
concentraciones del aceite presenta Limite (8-14)
esencial de las hojas de Medio ( 15-20)
Ocimum basilicum L., efe_cto ) Sumamente
presenta mayor actividad antibacteriano sensible (>20)
antibacteriana frente a cepas | frente a
de Escherichia coli. Escherichia
coli.
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4.7. Principios éticos.

El presente trabajo de investigacion se realizd respetando la normativa legal y los
principios éticos, cumpliendo los procesos establecidos de acuerdo a las normas de
bioseguridad.

Proteccidn a las personas: La persona en toda investigacion, necesitan cierto grado
de proteccién, el cual se determina el riesgo en que incurran y la probabilidad de
obtengan un beneficio. Respetando la dignidad humana, la identidad, la diversidad, la
confidencialidad y la privacidad.

Beneficencia y no maleficencia. Se debe asegurar el bienestar de las personas que
participan en las investigaciones.

Justicia. El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos, y las limitaciones de sus
capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas.

Integridad cientifica. La integridad o rectitud deben regir no sélo la actividad
cientifica de un investigador, sino que debe extenderse a sus actividades de ensefianza
y a su ejercicio profesional. La integridad del investigador resulta especialmente
relevante cuando, en funcién de las normas deontoldgicas de su profesion, se evalian
y declaran dafos, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a quienes
participan en una investigacion.

Consentimiento informado y expreso. En toda investigacion se debe contar con la
investigacion de voluntad, informada, libre, inequivoca y especifica; mediante la cual
las personas investigadores consienten el uso de la informacion para lo fines

especificos establecidos en el proyecto %),
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V. RESULTADOS:

5.1. Resultados.

Tabla 01: Evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de las
hojas de Ocimum basilicum L. (albahaca), en las concentraciones de 5%, 10% y 15%

frente a cepas de Escherichia coli a las 24 horas.

Halos de inhibicidn de Escherichia coli expresado en (mm)

Concentraciones N° Halos Promedio total + Significancia
Placas desviacion estandar
1 13.5
Aceite esencial de 2 13.75
Ocimum basilicum 3 13.75 13.35 + 0.60 *0.0183
4 12.75
L. al 5% 5 13
1 13.25
Aceite esencial de 2 14.25
Ocimum basilicum 2 13;15 13.9+0.17
0
L. al 10% 5 14.95
1 14
Aceite esencial de g 1185-255
Ocimum basilicum 4 14 1555+ 0.81
L. al 15% 5 16
1 6
Control negativo 2 6
Dimetilsulfoxido 3 6 6+0
al 5% 4 6
5 6
Prueba ANOVA p<0.05
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5.2. Analisis de resultados.

En la actualidad se ha despertado nuevamente el interés por volver a emplear las
plantas medicinales con el fin de curar o atenuar enfermedades, debido a su gran
variedad y potencial de principios activos que contienen los aceites esenciales que
naturalmente ejercen fines terapéuticos sobre las distintas enfermedades que aquejan
a los individuos, por tal motivo es que hoy en dia tanto en el Per( y el mundo se viene

incorporando las plantas como materia prima para la produccion de medicamentos.

Por otro lado Escherichia coli constituye a uno de los principales patégenos que
perjudican a la poblacion infantil, es por ello que el presente trabajo experimental se
ejecutd para determinar si el aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. ejerce
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli. En los resultados obtenidos

en la presente investigacion se determina que:

En latabla 1, se observa las concentraciones de 5%; 10% y 15% del aceite esencial de
las hojas de Ocimum basilicum L. frente a cepas de Escherichia coli, Observandose
promedios y desviacion estandar para los halos de inhibicidén expresado en milimetros
de 13.35 mm % 0.60 para 5%; 13.9 mm £ 0.17 para 10%; 15.55 mm £ 0.81 para 15%.
Dichos resultado defieren lo encontrado por Hernandez M, que en el afio 2016 en
Cajamarca investigaron el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de las hojas
de Ocimum basilicum L. en cepas de Escherichia donde el aceite esencial de Ocimum
basilicum L. al 10% alcanzo6 un halo de inhibicién promedio de 7,15 mm, al 50% un
halo de inhibicion promedio de 9,10 mm y al 100% un halo de inhibicion promedio de
13,95 mm de didmetro. Por lo tanto, se concluye que el aceite esencial de Ocimum
basilicum L. tiene actividad antibacteriana in vitro frente a las cepas de Escherichia

coli 19),
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En la presente tabla también se observa nivel de significancia de la prueba ANOVA
es p = 0.0183 la cual es menor a (p<0.05) en la que se demuestra que existe diferencia
significativa entre el efecto antibacteriano de las tres concentraciones de 5%; 10% y
15% del aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. frente a cepas de
escherichia coli, dichos resultados permiten rechazar la hipotesis nula y se aceptar la
hipdtesis alternativa, confirmando que el crecimiento bacteriano de Escherichia coli
disminuye significativamente por efecto de las tres concentraciones. La accién
antibacteriana se debe al compuesto aromatico isoestragol, en la investigacion
realizada por Rivas K et al, en el 2015 investigaron la composicion quimica del aceite
esencial de Ocimum basilicum L. donde fueron identificados 14 constituyentes,
representando el 77,22% del aceite. El isoestragol (58,33%), humuleno (5,71%),
eucaliptol (4,09%), B-linalol (2,71%), cis-pB-ocimeno (2,00%) y alcanfor (1,63%)
fueron los mayores compuestos volatiles. El aceite mostrd actividad antibacteriana
leve contra Escherichia coli, presentando halos de inhibicion entre 8 a 12 mm de
didmetro. Probablemente esto puede deberse a que pueden actuar inhibiendo la sintesis

proteica de la bacteria 12,

Finalmente también se comprob6 que existe diferencias con respecto a la medida de
los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones de 5%; 10% y 15%
observandose promedios y desviacion estandar para los halos de inhibicion
correspondiente de 13.35 £ 0.60; 13.9 £ 0.17; 15.55 £ 0.81 respectivamente. Quedando
demostrado que a mayor concentracion mayor halo de inhibicién, como se visualiza
que al 15% de aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. presenta mayor

inhibicidn que en las concentraciones de 5% y 10 % frente a cepas de Escherichia coli.
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VI. CONCLUSIONES

El aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L., si presenta efecto
antibacteriano in vitro frente al cultivo de Escherichia Coli.

El aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. en las concentraciones
de 5%, 10% y 15% si presenta accion antibacteriana frente al cultivo de
Escherichia coli.

La concentracion de 15% del aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum
L. fue la que presenté mayor actividad antibacteriana que las de 5% y 10%

frente al cultivo de Escherichia coli.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

Se recomienda realizar mas estudios de investigacion sobre el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Ocimum basilicum L, sobre otros tipos de
bacterias, debido a su alto porcentaje de compuestos fenolicos que contiene su
aceite esencial.

Se recomienda que para investigaciones futuras se trabaje con cepas puras de
Escherichia Coli, ya que en esta oportunidad se trabajé con cepas silvestres
proporcionadas por (ULADECH) Filial Trujillo.

Se recomienda realizar estudios de las hojas de Ocimum basilicum L. de
diferentes lugares del Peru, para evaluar y comprobar si hay diferencia en sus
compuestos quimicos del aceite esencial.

Se recomienda a las futuras investigaciones identificar y evaluar los
metabolitos secundarios del aceite esencial de Ocimum basilicum L. que

ejercen el efecto antibacteriano frente a Escherichia coli.
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ANEXOS:

Anexo 01. Procedimientos de la extraccion del aceite esencial de las hojas de

Ocimum basilicum L. (Albahaca), y cultivo de Escherichia coli.

Figura N° 1: Recoleccion de la planta Figura N° 2: Separacion de las hojas
Ocimum basilicum L. completa. frescas de Ocimum basilicum L.

Figura N° 3: Extraccion del aceite Figura N° 4: Medicién del
esencial de albahaca. aceite esencial extraido.
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Figura N° 5: Certificacion de la planta Ocimum basilicum L. (albahaca).

Figura N° 6: Preparacion del Figura N° 7: Material esterilizado:
material a esterilizar. placas Petri, matraz, varillas, etc.
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Figura N° 8: Boleta de la compra del Figura N° 9: Pesado y preparacion
agar Mac Conkey. del agar Mac Conkey.

Figura N° 10: Exposicion del agar Figura N° 11: Esterilizacion del
Mac Conkey en el autoclave. area, laboratorio de Microbiologia.
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Figura N° 12: Agregado del agar Figura N° 13: Incorporacion de 4
Mac Conkey en las placas Petri. discos en cada una de las placas.

/4

Figura N° 14: Agregado del aceite Figura N° 15: Lectura del aceite
esencial en cada placa Petri. esencial a las 24 horas.
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Figura N° 16: Medicion y obtencién de resultados del efecto antibacteriano del
aceite esencial de las hojas de Ocimum bacilicum L. (albahaca) frente a cepas de
Escherichia coli.

Tabla 02. Prueba de Actividad antibacteriana del solvente Dimetilsulfoxido al 5%
frente a Escherichia coli, medida de halos de inhibicion expresado en (mm).

Control negativo

D1 D2 D3 D4 Promedio Desviacion
(mm) (mm) (mm) (mm) estdndar
P1 6 6 6 6 6 0
P2 6 6 6 6 6 0
P3 6 6 6 6 6 0
P4 6 6 6 6 6 0
P5 6 6 6 6 6 0
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Tabla 03. Prueba estadistica ANOVA.

Grados Promedio Valor
Origende  Suma de de de critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F  Significancia paraF

Entre grupos 13.11 2 6.55 5.688 0.0183 3.88
Dentro de
los grupos 13.82 12 1.15
Total 26.93 14

Grafico 01. Comparacion grafica de las tres concentraciones
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