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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, de tipo cuantitativo con disefio experimental-
longitudinal, se realiz6 con el propoésito de determinar el efecto antibacteriano in vitro
del aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. en Staphylococcus aureus. La
muestra vegetal se recolecto en Pedregal, Distrito Simbal, Provincia Trujillo; para la
extraccion del aceite esencial se emple6 el método de hidrodestilacion, y posteriormente
se elabord tres concentraciones de 5%, 10% y 15%, en donde se evalud su actividad
bioldgica en Staphylococcus aureus, utilizando el método de Kirby- Bauer. Los célculos
se efectuaron con la prueba Anova con la que se realizaron tablas y graficos, obteniendo
como resultado que el aceite esencial de Ocimum basilicum L. tiene efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus. Se concluyd que el nivel de significancia
es p=0.042 la cual es menor a p<0.05, con lo que se demuestra que existe diferencia
significativa entre las tres concentraciones (5%,10% y 15%) de Ocimum basilicum L.

frente a Staphylococcus aureus.

Palabras claves: efecto antibacteriano, aceite esencial, Ocimum basilicum L,

Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The present research work, of quantitative type with experimental-longitudinal design,
was made with the purpose of determining the in vitro antibacterial effect of the
essential oil of the leaves of Ocimum basilicum L. in Staphylococcus aureus. The vegetal
sample was collected in Pedregal, Simbal District Province Trujillo; for the extraction of
the essential oil, the hydrodistillation method was used, and then three concentrations of
5%, 10% and 15% were elaborated, where their biological activity was evaluated in
Staphylococcus aureus, using the Kirby-Bauer method. The calculations were made with
the Anova test with which tables and graphs were made; obtaining as a result that the
essential oil of Ocimum basilicum L. has an antibacterial effect against Staphylococcus
aureus. It was concluded that the level of significance of the Anova test is p = 0.042
which is less than p <0.05, which shows that there is a significant difference between the
three concentrations (5%, 10% and 15%) of Ocimum basilicum L. against

Staphylococcus aureus.

Key words: antibacterial effect, essential oil, Ocimum basilicum L., Staphylococcus

aureus.
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I. INTRODUCCION:

Desde los tiempos inmemoriales se utiliza la medicina natural como una alternativa de
las medicinas farmacéuticas; ya que las plantas tienen muchas formas de uso, las cuales
son de mucha ayuda para aliviar y curar enfermedades que mejoran la salud. Segun la
Organizaciéon Mundial de Salud (OMS) los medicamentos herbarios abarcan: hojas,
flores, frutos, semillas, tallos, madera, corteza, raices, rizomas y otras partes de plantas,
enteros, fragmentados o pulverizados, jugos frescos, gomas, aceites fijos, aceites
esenciales, resinas y polvos secos de hierbas, y productos herbarios acabados, que tienen

principios activos u otros materiales vegetales, o combinaciones de esos elementos 2,

Hay mucho beneficio e interés en la medicina tradicional para lograr la bldsqueda de
nuevas alternativas medicinales y tratar diversas enfermedades; que se apoya en las
culturas de nuestros antepasados prolongado a lo largo de la historia; su uso de la
medicina tradicional estd bien establecido y ampliamente reconocido como inocuo y
eficaz y puede ser aceptado por las autoridades nacionales; en otros casos también se
utiliza la medicina tradicional por la falta de recursos econémicos 0 pocos servicios
médicos. Las plantas medicinales han sido el Unico recurso principal que utilizaban los
médicos como remedios naturales, aunque no existian estudios para la manipulacion;
hoy en dia se lleva a cabo este medio curativo con técnicas y métodos para obtener el
mayor rendimiento posible; llevando a examinar detenidamente las especies vegetales
que contienen propiedades terapéuticas y extender el empleo de los productos que

derivan de ella G4,



La ciencia de la fitoterapia se basa en el uso de las plantas medicinales que tienen efecto
terapéutico de manera empirica, el cual el producto vegetal debe cumplir seguridad,
eficacia y calidad; un incorrecto procedimiento en estas acciones provocara procesos de
degradacion en un menor tiempo, caracterizdndose por desprendimiento de olor,
desecacion y cambios de color, los cuales disminuyen los efectos terapéuticos. Estas
plantas medicinales tienen principios activos que “actuan”, es decir, sustancias con
actividad bioldgica que tienen la capacidad de interactuar con nuestro organismo y sus

distintos sistemas ©).

Se estima que las plantas medicinales son fuente de gran nimero de metabolitos de las
cuales la mayoria tiene una actividad bioldgica; existen metabolitos primarios y
metabolitos secundarios. ElI metabolito primario es el resultante de los procesos que cada
planta debe realizar para asegurar su reproduccion y supervivencia: lipidos, glucidos y
los derivados de los aminoacidos. Los metabolitos secundarios se derivan de los

metabolitos primarios, su distribucion es limitada debido a su grupo taxonémico 7).

Las plantas medicinales siguen siendo de suma importancia e indispensables en los
tiempos modernos, incluso de la misma planta derivan nuevas alternativas medicinales.
El descubrimiento de farmacos y el uso de plantas medicinales para diferentes
tratamientos es una amplia gama de condiciones que parecen interminables, ya que al
combinar el conocimiento derivado de las plantas medicinales tradicionales con la

ciencia moderna da base a nuevos farmacos que pueden descubrirse ©.



Se sabe que las enfermedades infecciosas aparecieron desde que el hombre existio en el
planeta, y las causas que provocan su desarrollo son: el nivel socioeconémico, la mala
higiene, una mala nutricion, pobreza, etc. Las enfermedades infecciosas se producen por
microorganismos patogenos, de los cuales existen diversos tipos de parésitos, bacterias,
hongos y virus. Estas enfermedades pueden transmitirse directa o indirectamente de un
ser humano a otro. También existe la Zoonosis que son enfermedades infecciosas
presentes en los animales y pueden transmitirse al ser humano causando una

enfermedad, que a veces son parte de morbimortalidad en todo el mundo ©.

En la actualidad las enfermedades infecciosas siguen siendo los causantes de muertes en
todas las poblaciones, siendo los antibioticos una revolucion en la medicina, aumentando
la esperanza de vida en la poblacion. Sin embargo hace pocos afios se descubrid la
resistencia bacteriana a los antibioticos, lo que se define como la capacidad de la
bacteria para sobrevivir a ciertas concentraciones de antibioticos que inhiben o matan a
otras de su misma especie; este es el problema maés frecuente de la salud pablica que es
la resistencia a los antimicrobianos; la resistencia bacteriana se acelerd y expandié
debido a la mala utilizacion de los farmacos; entre mas consumo de antibidticos hay
mayor resistencia microbiana. Los antimicrobianos forman parte de los farmacos mas
utilizados a nivel mundial, pero el mal uso conlleva a la aparicion de efectos adversos;
razon por la cual se mantiene la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos para
combatir las enfermedades, es por ello que los antimicrobianos de uso natural son una

buena alternativa, y dentro de ellos encontramos a los aceites esenciales (0-12),



Los aceites esenciales son principios activos que se encuentran en diferentes tejidos
vegetales. Los antiguos alquimistas los Ilamaban “espiritu de las plantas”, pues
tienen gran nimero de compuestos quimicos naturales, originarios de la planta de la que
se extraen. Cada aceite esencial posee propiedades especificas de la planta, cuyos
componentes quimicos tienen distintas finalidades, por ejemplo: un aceite esencial puede
ser estimulante del sistema nervioso (romero), mientras que otros son sedantes (jazmin),
algunos destacan por sus propiedades bactericidas (tomillo), mientras que otros tienen

capacidad analgésica (menta), etc. 9,

El uso de estos aceites esenciales tiene un papel importante, ya que muchas veces tienen
componentes con un tipo de actividad frente a algunas bacterias. Es necesario encontrar
nuevos compuestos para las infecciones microbianas; el descubrimiento de nuevos
farmacos y sus aplicaciones pueden sobrellevar estos problemas. La obtencién de
sustancias naturales es importante, por ello es necesario su estudio para encontrar nuevos

compuestos que tengan efectos antibacteriano 4.

Ocimum basilicum L. “Albahaca” es una planta medicinal aromética, originaria de la
India y luego introducida a Europa. La albahaca es utilizada por industrias
farmacéuticas, perfumerias y en los alimentos como un saborizante. Sus hojas y flores se
han utilizado como remedio para enfermedades; el aceite esencial de albahaca posee
propiedades antimicrobianas, insecticidas y fungistaticas, como también contiene
compuestos fenolicos y flavonoides que demostraron ser potentes antioxidantes.
Estudios evidenciaron que la albahaca tiene efecto antibacteriano y antimicrobiano

frente a las bacterias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sp,


https://www.vidanaturalia.com/aceite-esencial-de-romero/
https://www.vidanaturalia.com/aceite-esencial-de-jazmin/
https://www.vidanaturalia.com/aceite-esencial-de-tomillo/
https://www.vidanaturalia.com/aceite-esencial-de-menta/

Escherichia coli. El efecto antimicrobiano de los aceites esenciales se deben a los

compuestos terpénicos que los conforma el eugenol, cineol, safrol y linalol 516,

Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia facultativa pero puede desarrollarse
muy bien en condiciones aerobias, desde hace mucho tiempo estos microorganismos son
de gran importancia médica porque son capaces de producir dafio o enfermedad,
especialmente en la piel y mucosas del ser humano. Es un Coco Gram-positivo que
forma parte de la familia Microccocaceae y tiene mas de 30 especies diferentes. Esta

bacteria tiene la capacidad de desarrollar coagulasa y catalasa 7.

Staphylococcus aureus es una bacteria que ocasiona diversas infecciones en el
organismo humano, pero también estd implicada en la produccion de enfermedades que
se transmiten por los alimentos, ya que es capaz de producir toxinas. Con frecuencia es
un agente causante de mucha infecciones de la piel adquiridas en la comunidad y a nivel
hospitalario; causantes de enfermedades como endocarditis; mayormente el sitio de
colonizacién de esta bacteria es la mucosa nasal de las personas. Dicha bacteria tiene
una gran capacidad de adaptacion, por lo cual afectan a todos los mamiferos, incluyendo
a los roedores comunes de laboratorio. Es por ello que poseen una facil propagacion y
pueden transmitirse de una especie a otra, siendo frecuentes los casos humanos hacia

animales o viceversa (1819,

De la realidad problematica expuesta se plante6 el siguiente problema: ¢ Tendra efecto
Antibacteriano in vitro el aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L.

“Albahaca” frente a Staphylococcus aureus?



OBJETIVOS:

Objetivo general:

- Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de las hojas de Ocimum

basilicum L. “Albahaca” frente a Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos:

- Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de aceite esencial de las hojas de Ocimum
basilicum L. a diferentes concentraciones (5%, 10% y 15%) frente a Staphylococcus

aureus.

- Medir los halos de las diferentes concentraciones del aceite esencial de Ocimum

basilicum L. si es estadisticamente significativa.



I1.REVISION DE LITERATURA:

2.1. ANTECEDENTES:

Moghaddam et al (Irdn 2011), investigaron la Actividad antimicrobiana del
aceite esencial de Ocimum basilicum L. EIl aceite esencial se destil6 usando un
aparato de tipo Clevenger y se extrajo de hojas de plantas. Las propiedades
antibacterianas del aceite esencial de albahaca se estudiaron en las bacterias
Gramnegativos estandar incluyendo Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
y Gram-positivas como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, luego difusion
en disco de agar, concentracion minima de inhibicion (MIC) y concentracion
bactericida minima (MBC) fueron detectados. Los resultados de este estudio
mostraron la presencia de efectos bacteriostaticos del aceite esencial de albahaca
en todas las bacterias de prueba. Las CIM para bacterias Gram positivas fueron
las siguientes: B. cereus con 36-18 ug / mL, S. aureus 18 pug / mL y las bacterias

Gram-negativas con E. coli y P. aeruginosa fueron 18-9 pg / mL @0,

Beltran et al. (Colombia 2013), realizaron un estudio con el objetivo de
comprobar la actividad antibacteriana de los AEs obtenidos de Ocimum
basilicum L. var. Cinammom, O. album, O. thyrsiflorum. Los AEs se obtuvieron
por destilacién de arrastre de vapor tipo Clevenger, secados con sulfato de sodio
anhidro y conservados bajo refrigeracion. Aplicaron el método de dilucién en
caldo para determinar la Concentracibn Minima Inhibitoria (MIC) y la

Concentracion Minima Bactericida (MBC), en concentraciones de 3,12 a 0,1%;



dichas concentraciones fueron enfrentadas a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa y Salmonella typhimurium. Obteniendo como
resultado que el AE del Ocimum basilicum L. var. cinammom present6 actividad
inhibitoria frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella
typhimurium. Se concluyé que los AEs tienen capacidad para inhibir el

crecimiento de algunos microorganismos patogenos b,

Rivas et al (Venezuela 2015), investigaron la composicion quimica y actividad
antimicrobiana de las hojas del AEs de albahaca (Ocimum basilicum L.). ElI AE
se obtuvo por hidrodestilacion, y la actividad antibacteriana se evalué utilizando
cepas de Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis y Staphylococcus aureus. La accién antibacteriana se
cuantificd midiendo el diametro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano
alrededor de discos Whatman N° 5 impregnados con el AE (50 mg/mL). La
concentracion inhibitoria minima (CIM), fue determinada por dilucion del AE
entre 50 y 200 pg/mL con Dimetilsulfoxido. Se concluye que el AEs de Ocimum
basilicum contiene: isoestragol (58,33%), humuleno (5,71%), eucaliptol (4,09%),
B-linalol (2,71%), cis-B-ocimeno (2,00%), alcanfor (1,63%) y elemeno (0,78%).
El AEs mostrd actividad bacteriostatica frente a bacterias Gram positivas

(Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus) @2,



Yamani et al (Australia 2015), realizaron una investigacion para determinar la
Actividad antimicrobiana del AE de Tulsi (Ocimum tenuiflorum) y sus
principales componentes contra tres especies de bacterias. El objetivos de este
proyecto fue destilar los aceites esenciales de Ocimum tenuiflorum, para
cuantificar los componentes volatiles presentes en espigas de flores, hojas y para
identificar los compuestos responsables de cualquier actividad. La microdilucion
de caldo se uséO para determinar la concentracion minima inhibitoria (CIM) del
AE contra patdgenos microbianos seleccionados. Los AES a concentraciones de
4.5y 2.25% inhibieron el crecimiento de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli. De los 54 compuestos identificados, se ha propuesto que tres son
responsables de esta actividad; alcanfor, eucaliptol y eugenol. EI AE de Tulsi
podria ser un valioso agente antimicrobiano tépico para el tratamiento de

infecciones cutaneas causadas por estos organismos. %),



2.2. BASES TEORICAS:

a) Planta medicinal:

Son todos aquellos seres vegetales que contienen en alguna de sus partes,
principios activos, los cuales, gestionados en dosis suficientes, producen
efectos medicinales en las enfermedades de la poblacion humana. Se estima
que de las especies de plantas que se conocen en la actualidad el 10% se
pueden considerar medicinales, es decir, se encuentran coleccionadas dentro
de los tratados médicos de fitoterapia, modernos y de épocas pasadas, por
presentar algin uso. El estudio de los elementos de las plantas medicinales se
concentra en las sustancias que ejercen una accién farmacoldgica sobre los
seres vivos. Los principios activos de las plantas medicinales pueden ser
sustancias simples (alcaloides) o bien mezclas complejas (aceites esenciales,
resinas, etc.). Las plantas medicinales consiguen funcionar desde el estado
fisico, (tejidos, ¢rganos, y sistemas del cuerpo), estados mentales,

emocionales, campo energético y espiritual 24,

b) Aceites esenciales:

Son compuestos constituidos por varias substancias organicas volatiles, que se
producen y almacenan en los canales secretores de las plantas, responsable de
los aromas de las flores. Poseen muchas acciones farmacolégicas, por lo que

constituyen la base de la aromaterapia, pero ademas son abundantemente

10



manipulados en cosmética, perfumeria, industria farmacéutica y en la

industria de la alimentacién ),
Caracteristicas:

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas extraidas de flores, frutos,
hierbas, maderas, raices, etc. Desde el punto de vista quimico, son mezclas
complejas de sustancias liquidas y volatiles; contiene hasta mas de 100
componentes de los tipos: monotorpenos, sesquiterpenos, fenilpropanos, y
compuestos alifaticos de bajo peso molecular como alcanos, alcaloides,
aldehidos, cetonas, esteres y acidos. Son sensibles a los rayos ultravioleta,
temperaturas extremas e insolubles en agua, también son moderadamente

solubles en ceras vegetales, aceites, cremas, alcoholes, grasas, etc. ),

Usos:

Industria alimentaria: Se utilizan para sazonar embutidos, carnes preparadas,
sopas, helados, etc. Los aceites mas utilizados son: el naranja, cilantro y
menta. Asimismo son empleados para la elaboracién de bebidas alcohdlicas y
no alcohdlicas. Las esencias extraidas del limoén, naranjo, mentas e hinojo, se

utilizan en la produccion de caramelos, chocolates y golosinas.

Industria farmacéutica: Se emplean en cremas dentales, analgesicos e
inhalantes para desinflamar las vias respiratorias. Son empleados en la
elaboracion de neutralizantes de sabor desagradable de muchos

medicamentos.

11



Industria de cosméticos: Esta industria utiliza los aceites esenciales en la
elaboracion de cosméticos, perfumes, maquillaje y detergentes. En este campo

se logra mencionar los aceites de geranio, lavanda, rosas %,

c) Descripcion botanica: Albahaca (Ocimum basilicum L)

Es una planta medicinal con ramas en sus extremos caracterizadas por un
color verde intenso, con flores rosadas o blancas alargadas; hojas un poco
dentadas, suaves, ovaladas opuestas y miden entre 2 a 5 cm. Sus tallos son
ramificados, erectos que logran medir de 30 a 50 cm de altura; ademas es
considerada una planta medicinal gracias a que tiene un aroma agradable y es
rico en aceites esenciales. Esta especie es al parecer originaria de la India,

introducida en africa y adaptada extensamente a los paises mediterraneos ¢7).

Taxonomia:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Orden: Lamiales

Familia; Lamiaceae

Tribu: Ocimeae

Subfamilia: Nepetoideae

12



Género: Ocimum

Nombre cientifico: Ocimum basilicum L.

Composicion quimica:

Se identificaron componentes de Ocimum basilicum L. en los que
predominaron: 1,8-cineol, linalol, citral, metilchavicol (estragol), eugenol y
metilcinamato. El 1,8-cineol, es un liquido transparente incoloro, olor
caracteristico, punto de fusion 1,5 °C, densidad 0,924, punto de ebullicion 177
°C, inmiscible con agua y miscible en cloroformo, éter y etanol; Su uso es
especialmente en medicina en casos de tos con fiebre, se ha demostrado que
tiene propiedades antifungicas y antibacterianas.El eugenol (C10H1202) es
un fenol. El eugenol es un miembro de los compuestos de la clase
alilbencenos, es un liquido oleoso de coloracion amarillo palido extraido de
aceites esenciales, principalmente es soluble en agua y en solventes organicos,
tiene un agradable olor a clavo y tiene una potente actividad antipirética y

antibacteriana 1128,
Partes usadas:

Hojas, flores (secas o frescas) y tallos ).
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d) Microorganismo:

Son seres vivos tan pequefios que solo pueden observarse a través de un
microscopio; estos organismos son estudiados por una rama de la ciencia
bioldgica llamada “microbiologia”. Los microorganismos se clasifican en 4
grupos: Hongos, virus, bacterias y parésitos; y cada uno de ellos tienen
aspectos diferentes en cuanto a su estructura, nutricion, reproduccion y
morfologia: Los hongos son microorganismos eucariotas uni o pluricelulares;
los virus son organismos que no pueden reproducirse por si solos y tampoco
nutrirse porque dependen de su actividad intracelular ya sea animal o vegetal
para vivir; las bacterias son células procariotas que no tienen ndcleo y poseen
un cromosoma, reciben su nombre segin su forma; los parasitos son

eucariotas y se clasifican en helmintos y protozoos @9,

e) Microorganismo del estudio: Staphylococcus aureus

Aspectos generales:

Staphylococcus aureus tiene mas de 30 especies diferentes y capacidad de
desarrollar coagulasa y catalasa. Son cocos Gram positivos, inmoviles que
permanecen aislados en pares, cadenas o racimos; poseen un diametro de entre
0,5y 1 mm, son anaerobios facultativos pero puede desarrollarse muy bien en
condiciones aerobias, son capaces de desarrollarse en un medio con una
elevada temperaturas desde 18 a 40°C. Su Pared esta compuesta por

peptidoglucano asociado, mientras que la superficie esta recubierta de la
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proteina A. Son colonias opacas, enteras, circulares, lisas y doradas, debido a
los pigmentos carotenoides que se forman durante su crecimiento, de ahi el

nombre de la especie 730,
Taxonomia:

Reino: bacteria

Clase: bacilli

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: s. aureus
Patogenia:

Staphylococcus aureus es una bacteria que ocasiona diversas infecciones en
el organismo humano, pero también esta implicada con las enfermedades que
se transmite por los alimentos, ya que Staphylococcus aureus es un
microorganismo capaz de producir toxinas. Con frecuencia es un agente
causante de mucha infecciones de la piel adquiridas en la comunidad y a nivel
hospitalario; causantes de enfermedades como osteomielitis y endocarditis;
mayormente el sitio de colonizacion de esta bacteria es la mucosa nasal de las
personas. Dicha bacteria tiene una gran capacidad de adaptacion, por lo cual
afectan a todas las especies conocidas de mamiferos, incluyendo a los

roedores comunes de laboratorio. Es por ello que poseen una facil
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propagacion y pueden transmitirse de una especie a otra, siendo frecuentes los

casos humanos a animales o viceversa (1819,
Colonizacion y transmision:

Staphylococcus aureus habitualmente estd en la flora del ser humano. La
poblacién estd colonizada de forma permanente por dicha bacteria.
Diariamente coloniza la piel y superficies de las mucosas, siendo las fosas
nasales la zona mas habitual, pero es posible la colonizacion de otras zonas de
piel como las axilas, manos, ombligo, area perirrectal, areas de piel lesionada
o faringe. Staphylococcus aureus se transmite primordialmente por contacto
piel con piel con una persona infectada, con objetos contaminados de los
portadores cronicos. A través de una solucion de persistencia en piel o
mucosas puede extenderse a los tejidos y pasar a la sangre, causando

infeccion. Este riesgo aumenta siendo mas abundante el contagio GV,
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111. HIPOTESIS:

Hipotesis alternativa (H1)

El aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L. “Albahaca” tiene efecto

antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.

Hipotesis nula (HO):

El aceite esencial de las hoja de Ocimum basilicum L. “Albahaca” no tienen efecto

antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.
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IV. METODOLOGIA:

4.1 Disefio de la investigacion:

Experimental

Segun la intervencion el presente trabajo es de tipo experimental con estimulo

creciente y grupo control.

- Grupo control negativo: Consistié en 5 placas con Staphylococcus aureus
en un medio de cultivo adecuado con el agar Muller-Hinton y se probara que
el diluyente utilizado Dimetilsulfoxido no tiene actividad antibacteriana
frente a dicha bacteria.

- Grupo experimental: Se agregé aceite esencial en 5 placas de cada
concentracion con 4 discos en cada placa para observar si el aceite esencial
de Ocimum basilicum L tiene efecto antibacteriano en Staphylococcus

aureus.

a) Tipo de investigacion:

De acuerdo al fin que se persigue la investigacion tiene un enfoque

cuantitativo

b) Nivel de investigacion:

El nivel de la presente investigacion es Explicativo
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4.2 Poblacion y muestra:

a) Poblacion vegetal:

En este estudio se evalu6 Ocimum basilicum L. “Albahaca”, esta planta se
obtuvo del Pedregal la cual estd localizada en el distrito de Simbal

perteneciente a la provincia de Trujillo, departamento La Libertad.

b) Muestra vegetal:

La muestra obtenida fue de hojas frescas de Ocimum basilicum L.
“Albahaca”, donde se extrajo por hidrodestilacién su aceite esencial de
Ocimum basilicum L. en diferentes concentraciones; para poder determinar

el efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.

Criterios de inclusion:

Hojas frescas de Ocimum basilicum L., no expuestas a la luz solar y libre de

bacterias.

Criterios de exclusion:

Hojas secas.
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c) Poblacion microbiologica:

La bacteria Staphylococcus aureus se extrajo de una cepa proporcionada por

la Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote “ULADECH”".

d) Muestra microbiologica:

La bacteria Staphylococcus aureus se aislé para luego aplicar la técnica de
Kirby-Bauer y asi obtener una cantidad suficiente de dicha bacteria para

posteriormente cultivarla en las placas.

Criterios de inclusion:

Libre de contaminacion y esterilizacion del material.

Criterios de exclusion:

Bacterias presentes en el medio ambiente.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables:

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDIDA
Dependiente: Inhibicion del Se determina a mm Cuantitativo

Efecto

antibacteriano

Independiente:

Aceite esencial

de Ocimum

basilicum L.

crecimiento de

la bacteria.

Extraccion del

aceite esencial

de Ocimum

basilicum L.

través de la
medicion de los
halos de

inhibicién.

Se empled 3
diferentes

concentraciones

5% ,10%,15%

de razén.

Cualitativo

nominales.
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4.4. Técnica e instrumentos:

a) Obtencidn de la muestra:

1. La muestra de Ocimum basilicum L.se recolecto del Caserio Pedregal, que
estd localizada en el distrito de Simbal perteneciente a la provincia de

Trujillo, departamento La Libertad; se obtuvo 7 kilos de material vegetal.

2. Se extrajo las hojas frescas en buen estado para posteriormente lavarlas

con agua destilada, eliminando asi las bacterias presentes en dicha muestra.

b) Extraccion del aceite esencial:

1. Se utiliz6 el proceso de destilacion por el método Clevenger para obtener

el aceite esencial de Ocimum basilicum L. 9.

2. El método consiste en introducir las hojas de Ocimum basilicum L. con la
cantidad suficiente de agua destilada en el balén, luego se colocé dentro del
calefactor, donde se termind de instalar el equipo Clevenger (refrigerante,

entrada y salida de H20).

3. Durante 45 minutos en el calefactor, se observaron vapores de H20 y la
formacion del aceite esencial de Ocimum basilicum L. que iba haciéndose

notorio en la perilla.

4. De la muestra se obtuvo un rendimiento de 1 ml de aceite esencial que se

conservoé en un frasco ambar.
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c) Rejuvenecimiento de la bacteria:

1. La bacteria (Staphylococcus aureus) se obtuvo de la Universidad Catdlica

de Chimbote “ULADECH”.

2. Se rejuvenecio la bacteria para obtener una muestra pura; aislando

Staphylococcus aureus.

3. 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.

4. Se sembro Staphylococcus aureus en una placa Petri.

5. Se colocod en la incubadora por durante 24 horas y se observé el

crecimiento de Staphylococcus aureus.

d) Escala de McFarland 0.5:

1. Esterilizacion de los tubos de ensayo con su tapdn respectivo en

autoclave.

2. Se tomd una muestra de Staphylococcus aureus y lo sumergimos en un

tubo de ensayo con solucion salina totalmente desinfectado y tapado.

3. Se prepararon 10 soluciones utilizando: 1 g de cloruro de bario en 100 mL

de H20 y 0.96 mL de acido sulfurico en 99.04 mL de H20.
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4. Este procedimiento se realiza con el objetivo de observar la turbidez de la

bacteria ©1,

TABLA 01. Escala de MacFarland

NUMERO CLORURO DE BARIO AC.SULFURICO NUMERO DE

mL mL CELULAS
1 0.1 9.9 3.10°
2 0.2 9.8 6.10°
3 0.3 9.7 9.10°
4 0.4 9.6 12.108
5 0.5 9.5 15.108
6 0.6 9.4 18.108
7 0.7 9.3 21.108
8 0.8 9.2 24.108
9 0.9 9.1 27.108
10 1 9 30.108

Fuente: Escala de MacFarland
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e) Preparacion del medio de cultivo:

1. Se disolvio 37 g de Agar Muller Hinton en 1L de H2O destilada, siendo
los componentes de Muller Hinton: Infusién de carne 2.0g, Almidon 1.5 g,

Peptona de caseina 17,59 y Agar agar 17,0g 3.

2. Se introdujo la solucion en un matraz Erlenmeyer para colocarlo en la
cocina y empezar a calentar con agitacion fuerte y constante hasta punto de
ebullicion durante 1 minuto. Luego se cubrié con algodon al matraz

Erlenmeyer.

3. Se procedio a esterilizar el medio de cultivo en la autoclave donde se
sometié a 1212C con temperatura de 15 Libras en un periodo de 15 - 20

minutos.
4. Se dej6 enfriar hasta una temperatura de 45°C - 50°C.

5. El ambiente debe estar totalmente esterilizado, con mecheros cerca a las

placas para obtener buenos resultados.
6. Se distribuye entre 25 a 30 mL de agar a cada placa .

7. Para el grupo experimental se utilizé tres concentraciones distintas de

5%,10% y 15%, cada concentracion tuvo 5 placas con agar.
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f) Sembrado de la bacteria Staphylococcus aureus.

1. Una vez listo las placas con el agar se pas6 a sembrar Staphylococcus

aureus.

2. El ambiente totalmente esterilizado; se procediéo al sembrado de
Staphylococcus aureus con un asa bacterioldgica de siembra por flameado

de llama en un mechero.

3. Se extrajo una proporcidn de la bacteria joven de Staphylococcus aureus y

se sembrd en todas las placas.
g) Incorporacién del aceite esencial al medio cultivado:

1. Se utiliz6 el método de Kirby Bauer, que consiste en agregar los discos
Whatman N° embebidos de aceite esencial de Ocimum basilicum L. en

diferentes concentraciones (5%, 10% y 15%) a las placas Petri ¢4,

2. La concentracion de Ocimum basilicum L. al 5%, se diluyo el aceite
esencial con dimetilsulfoxido para obtener un 5% donde se agreg6 0.05 mL

de aceite esencial de Ocimum basilicum L con 0.95 mL de dimetilsulfoxido.

3. En la concentracion de Ocimum basilicum L. al 10%, se mezcl6 el aceite
esencial con dimetilsulfoxido para obtener un 10% donde se agreg6 0.1 mL

de aceite esencial de Ocimum basilicum L con 0.9 mL de dimetilsulfoxido.

4. De la concentracion de Ocimum basilicum L. al 15%, se diluyo el aceite

esencial con dimetilsulfoxido para obtener un 15% donde se agreg6 0.15
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mL de aceite esencial de Ocimum basilicum L con 0.85 mL de

dimetilsulfoxido.

5. Se colocé en la incubadora las placas Petri durante 24 horas y se observd

los halos de inhibicion de cada concentracion.

4.5. Plan de anélisis:
Para evaluar el efecto antibacteriano de Ocimum basilicum L. (ALBAHACA)
en Staphylococcus aureus; se utilizé analisis de varianza con la prueba Anova
que permite comparar la hip6tesis nula con la hipdtesis alternativa para
determinar la diferencia significativa de las tres concentraciones utilizadas
(5,10 y 15%), midiendo los halos de inhibi6 del aceite esencial de Ocimum

basilicum L. El andlisis se realizo en el programa de Microsoft Excel.
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4.6. Matriz de consistencia:

Titulo de la Formulacion Objetivos Hipotesis Tipo de Variables Definicion Indicadores Plan de
investigacion  del problema investigacion operacional vy escala de analisis
medicion
Efecto Tendrd efecto  Determinarel  Hipotesis Dependiente: Se determina
antibacteriano ~ Antibacteriano  efecto alternativa (H1): Experimental através de la  Cuantitativo Prueba
in vitro del in vitro el antibacteriano  El aceite esencial de Efecto medicion de  derazdén  estadistica
. . . . - las hojas de Ocimum : :
aceite esencial  aceite esencial  in vitro del - antibacteriano los halos de mm Anova
de las hoias de  de las hoias d . ial basilicum L. inhibici6
e las hojas de  de las hojas de aceite esencial  «xjpahaca” tiene inhibicion.
Ocimum Ocimum de las hojas de  efecto antibacteriano
basilicum L. basilicum L. Ocimum frente a Independiente:  Se empled 3 Cualitativo
“albahaca” “Albahaca” basilicum L. Staphylococcus diferentes Nominal
frente a frente a Albahaca aureus. Aceite esencial ~ concentracio 5%
Staphylococcu  Staphylococcu  frente a S de Ocimum nes 10%
s aureus. s aureus Staphylococcu  HipOtesis nula (HO): basilicum L 15%
s aureus. El aceite esencial de

las hoja de Ocimum
basilicum L.
“Albahaca” no tienen
efecto antibacteriano
frente a
Staphylococcus
aureus.
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4.7. Principios éticos
Se realiz6 los principios de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL). En el
laboratorio donde se realizo la investigacion presenta una serie de riesgos de
origen y consecuencias muy variadas, relacionados béasicamente con las
instalaciones, los productos que se manipulan (energias y organismos Vvivos) y
las operaciones que se realizan con ellos, es por eso que se aplico los materiales
y prevenciones para una mejor eficacia y calidad de la investigacion con una
buena indumentaria como: un mandil, gorro, guantes, mascarillas y lentes para

no contaminar el material esterilizado y unas buenas condiciones climaticas.
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V. RESULTADOS:
5.1. Resultados:

TABLA 02. Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro por diferentes concentraciones del aceite esencial de Ocimum
basilicum L. sobre el cultivo de Staphylococcus aureus.

HALOS DE INHIBICION (mm)

Concentraciones N2 de Discos Promedio Total + DS
Placas 1 5 3 4 Significancia
1 15 13 10
2 11 15 12 10 0.042
Aceite esencial de Ocimum 3 12 13 10 12 11.50 +0.53
basilicum L al 5% 4 10 13 10 1
5 11 13 10 10
1 12 12 11 12
2 13 12 11 15
Aceite esencial de Ocimum 3 14 10 10 11
basilicum L al 10% 4 14 11 10 12 11.95 +0.42
5 15 12 11 11
1 10 9 9 9
2 13 15 20 19
Aceite esencial de Ocimum 3 12 16 17 15
basilicum L al 15% 4 13 17 17 17 14.55 + 0.62
5 13 17 16 17
Control negativo Dimetilsulfoxido 10% 60

D L A faWaVud
rruca Alluva g=uU.uo
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5.2. Analisis de Resultados:

Se evidencio a través de los célculos la actividad inhibitoria de la medida de los
halos donde las hojas de Ocimum basilicum L. tiene actividad antibacteriana en
Staphylococcus aureus. En el estudio de Beltran et al. (2013), reporta la actividad
antibacteriana de O. basilicum L. var. album y O. thyrsiflorum; donde demuestra
que Ocimum basilicum L. presenta principios activos como (E)-cinamato de
metilo, linalool y eucaliptol que se caracterizan por presentar actividad
antibacteriana, antimicrobiana, antimicética y antiséptica. En el estudio de
Chenni M, evidencio que Ocimum basilicum L. por el método de hidrodestilacion
obtuvo aceites esenciales que fueron linalool (48.4%), seguido de metil chavicol

(13.3%) y 1,8-cineol (7.3%).

En la Tabla 02 (anexo 2), se demuestra que se utilizé dimetilsulfoxido como
control negativo, obteniendo como resultado que no presenta actividad
antibacteriana en la Staphylococcus aureus; en el estudio de Rivas et al (2015),
composicion quimica y actividad antimicrobiana del aceite esencial de Ocimum
basilicum L.; uso dimetilsulfoxido como control negativo descartando posible
actividad del disolvente contra bacterias, diluyendo aceite esencial de Ocimum
basilicum L. a diferentes concentraciones; por tanto es un buen diluyente que se

utiliza para obtener aceite esencial en diferentes concentraciones.
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En la tabla 02 (anexo 3), se observa que el nivel de significancia de la prueba
Anova es p = 0.042 la cual es menor a (p<0.05), en la que se demuestra que
existe diferencia significativa entre las tres concentraciones de 5%, 10% y 15%,
de Ocimum basilicum L. en Staphylococcus aureus. En la investigacion realizada
por Guevara et al @ en Trujillo, para analisis de datos empleé la prueba de
Anova para evaluar si existe diferencia significativa entre las concentraciones del
aceite esencial que tienen efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Salmonella enteritidis, evidenciando que la prueba
Anova es una técnica estadistica utilizada para tipos de estudios experimentales
de diferentes concentraciones de una misma especie ya que Anova nos da un
95% de confiabilidad respecto a su significancia que debe ser menos a p<0.05.
Rechazando la hipotesis nula, que el aceite esencial de las hojas de Ocimum
basilicum L. no tiene efecto antibacteriano en Staphylococcus aureus y aceptando
la hipotesis alternativa que el aceite esencial de las hojas de Ocimum basilicum L.

tiene efecto antibacteriano en Staphylococcus aureus.

Los resultados obtenidos nos demuestran que a mayor concentracion del aceite
esencial de Ocimum basilicum L mayor efecto inhibitorio. En la investigacion de
Hernandez et al en Cajamarca (2016). Evidencian el aceite esencial de Ocimum
basilicum L. Para la dilucion del 10 % y del 50% se procedi6 a determinar el
diametro del halo de inhibicion para la dilucion del 100%, observandose un
sobrepaso de halo de inhibicion de 18 mm de didmetro, a todos los halos de

inhibicién medidos en las diluciones anteriores. Confirmando de este modo el
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efecto antibacteriano in vitro que tiene el aceite esencial de Ocimum basilicum L.
“albahaca” frente a las cepas de Escherichia coli en sus diferentes
concentraciones, y alcanzando un efecto mucho mayor cuando el aceite esencial
estd 100% puro. Lo que demuestra que a mayor concentracion de Ocimum
basilicum L. mayor escala de inhibicion y los halos dependeran del tipo de

bacteria.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones:

- El aceite esencial de Ocimum basilicum L. “Albahaca” mostro actividad

antibacteriana frente a Staphylococcus aureus (bacteria Gram positiva).

- Los aceites esenciales de Ocimum basilicum L. a diferentes concentraciones al
5%, 10%. 15% mostraron actividad inhibitoria de 11.50 mm, 11.95 mmy
14.55 respectivamente; dando como conclusion que el aceite esencial al 15%

tiene mayor actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus.

- Las concentraciones trabajadas de Ocimum basilicum L (5%, 10%. 15%),
tienen diferencia significativa de p<0.042, lo que quiere decir que las
concentraciones utilizadas tienen efecto inhibitorio frente a Staphylococcus

aureus.
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6.2. Recomendaciones:

- Se recomienda el uso adecuado de los medicamentos antibacteriano ya que
desencadenan resistencia bacteriana y con ello complican al ser humano, por
ello seguir promoviendo el uso de plantas medicinales seria una alternativa

viable.

- Es necesario la utilizacién de Ocimum basilicum L. “Albahaca” ya que es un

alimento que tiene propiedades antibacterianas y antimicrobianas.

- Se recomienda el estudio de esta planta medicinal “Ocimum basilicum L”
.para seguir promoviendo el estudio de plantas medicinales en diferentes tipos

de bacteria.

- Se recomienda evaluar concentraciones mayores de Ocimum basilicum L. para

una mejor observacion y eficiencia del efecto antibacteriano.

- Se recomienda aplicar otros tipos de métodos para la extraccion de aceites
esenciales para obtener una mejor exactitud de sus efectos ante diferentes

microorganismaos.
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ANEXOS

Anexo 01. Procedimientos de la extraccion del aceite esencial de Ocimum basilicum

L. “Albahaca”, y cultivo de Staphylococcus aureus.

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

Figura N°3: Extraccion del Figura N°4: Esterilizacion del
aceite esencial material a trabajar (Agar)
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Figura N° 5: Materiales esterilizados: Figura N_° 6: pesado del agar
placas Petri, hisopos, varillas, matraz, ~ Muller Hinton, en dos matraz el
etc. total pesado fue 34gramos.

Figura N° 7: técnica del raspado Figura N° 8: incorporacion de
discos
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Figura N° 9: Evaluacion de Figura N° 10: Sembrado
turbidez prueba de MacFarland

Figura 11: Resultados del efecto
antibacteriano del aceite esencial de
las hojas de Ocimum basilicum L.
sobre el cultivo de Staphylococcus
aureus.
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Anexo 02. Prueba de Actividad Antibacteriana del solvente Dimetilsulfoxido al
10% frente a Staphylococcus aureus

Control Negativo : Medida de los Halos de inhibicién

DISCO 1| DISCO 2 | DISCO 3 | DISCO 4 |PROMEDIO DEESS.F/AI\QSL\%N
PLACA1l 6 6mm 6mm 6mm 6 0
PLACA 2 6 6mm 6mm 6mm 6 0
PLACA 3 6 6mm 6mm 6mm 6 0
PLACA 4 6 6mm 6mm 6mm 6 0
PLACA S 6 6mm 6mm 6mm 6 0

Anexo 03. Prueba Estadistica Anova

Origende Sumade Grados Promedio F Significancia  Valor

las cuadrados de de critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 27.11 2 13.55 4.187 0.042 3.89
grupos
Dentro de 38.85 12 3.23
los grupos
Total 65.96 14
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Anexo 04:

GRAFICO 01. Comparacion grafica de las tres concentraciones
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