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Resumen

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro del
aceite esencial de Cymbopogon citratus "hierba luisa” frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. El aceite esencial
fue obtenido mediante destilacion por arrastre de vapor, obteniéndose un
rendimiento de 0,417% y una densidad de 846,2 mg/ ml. Fue evaluada in vitro el
efecto del aceite esencial de Cymbopogon citratus frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los resultados se
obtuvieron para S.aureus halos de inhibicion cuyo diametro es de 41,6975 mm
a un concentracion de 25,386 mg/ml y para P. aeruginosa 18,6925 mm a una
concentracion de 25,386 mg/ml. La CMI y CMB determinada para S. aureus fue
de una concentracion de 1,8336 mg/ml y 1,9746 mg/ml respectivamente y para
P. aeruginosa se determiné que la concentracion para CMI y CMB fue de
20,6848 mg/ml en ambos casos. En conclusion, el aceite esencial de
Cymbopogon citratus presento mayor efecto inhibitorio para S. aureus que para

P. aeruginosa.

Palabras clave: Cymbopogon citratus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, halos de inhibicion, CMI y CMB.



Abstract

The objective of this research was to evaluate the in vitro antibacterial
activity of Cymbopogon citratus (lemon verbena) essential oil against
Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. The essential oil was obtained by steam distillation, yielding 0,417% and
a density of 846,2 mg/ml. The effect of Cymbopogon citratus essential oil against
Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
was evaluated in vitro. The results showed inhibition zones with a diameter of
41,6975 mm for S. aureus at a concentration of 25,386 mg/ml and 18,6925 mm
for P. aeruginosa at the same concentration. The MIC and MBC determined for
S. aureus were 1,8336 mg/ml and 1,9746 mg/ml, respectively, and for P.
aeruginosa, the MIC and MBC were determined to be 20,6848 mg/ml in both
cases. In conclusion, the essential oil of Cymbopogon citratus exhibits a greater

inhibitory effect against S. aureus than against P. aeruginosa.

Keywords: Cymbopogon citratus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, inhibition halos, MIC and MBC.



Introduccién

Las infecciones en la piel son un problema grave para el sector de la salud,
debido a que muchas infecciones son provocadas por bacterias oportunistas que
se encuentran como habitantes en la piel. Estas infecciones dan su inicio por
cambios que afectan los mecanismos de defensa de la piel, provocando el
ingreso por heridas y quemaduras. La mayoria de las infecciones en la piel son
causadas por Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y por
enterobacterias que usualmente afectan a pacientes hospitalizados (Flores et al.,
2021).

En el Peru existe una variedad de plantas medicinales que provienen de
la amazonia en un 45%, 39% de los andes y 16% de la costa del pais.
Generalmente la poblacién peruana utiliza estas plantas medicinales para
contrarrestar infecciones respiratorias, gastrointestinales y genitourinario, de
todo el total de plantas utilizadas, en su mayoria corresponde a herbaceas
seguido de plantas arbustivas. Con el uso excesivo de los recursos de la
amazonia en especial en el sector de la maderera, el uso inadecuado de métodos
de extraccion estd afectando considerablemente la flora existente con ello
provocando la extincion de una gran variedad de plantas, por ello se han
planteado varias formas de preservacion de estas plantas como jardines

botanicos e incluso bancos de germoplasma (OPS, 2019).

En el presente trabajo de investigacion se evalué la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de  Cymbopogon citratus (hierba
medicinal utilizada en la medicina alternativa para contrarrestar infecciones,
inflamaciones y entre otros) frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa, como una alternativa para combatir y contrarrestar el crecimiento de

estas especies bacteriana de importancia clinica.
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Capitulo I: Planteamiento del problema

1.1. Descripcion del problema

las infecciones a la piel son causadas frecuentemente por
Staphylococcus aureus el cual es una bacteria Gram positiva
causante de infecciones a nivel de la piel y como uro patégeno. Con
el pasar de afios esta bacteria ha ido desarrollando mecanismo de
resistencia a antibidticos administrados por orden médico o
utilizado como alternativa para reducir dolor como recomendacion
por personal no médico, también hay que sefalar que el problema
surge en mayor medida con el uso prolongado de los antibiéticos.
Se conoce que Staphylococcus aureus a lo largo de los afios ha
demostrado cierta resistencia hacia la meticilina e incluso a
resistencia al cloranfenicol, tetraciclina, macrolidos, licosaminas,
aminoglucésidos y las quinolonas (Camarena et al., 1999). En
Argentina se ha reportados infecciones por Staphylococcus aureus
metilo resistente en un 88% y porcentajes menores en Brasil con
un 4,5% a 8,8% y en Bolivia con 1,5% (Flores et al., 2021).

Por otro lado, se tiene a Pseudomonas aeruginosa es una
bacteria Gram negativa causante de problemas a la salud como
endocarditis, infecciones al tracto urinario, infecciones a la piel y
neumonia, que habitualmente pueden o no ser causadas en
ambientes hospitalarios. Esta bacteria es capaz de ser muy
resistente a una amplia variedad de antibiéticos, siendo un
problema grave no solo para personas con un sistema inmune
comprometidos sino también para persona con quemaduras de

primer, segundo y tercer grado.
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Es de conocimiento que la primera alternativa de tratamiento
frente a estas bacterias por ser patdgenas es la aplicacion de
antibioticos sintéticos comerciales, sin embargo, en los ultimos
afos se esta considerando tratamientos alternativos basados en
aceites esenciales, los cuales vienen siendo empleados para el
tratamiento de infecciones bacterianas con resultados muy
provechosos para la poblacion global, se conoce una gran variedad
aceites esenciales que se extraen de varias familias de plantas
como Lamiaaceae (Ocimum citratus,), Poaceae (Cymbopogon
citratus), Verbenaceae (Alyopsi citridora), Asteraceae (Echinops
kebericho), Umbelliferae (Carum nigrum) y Zingiberaceae (Zingiber
officinale). De un total de 98 aceites recomendados por
dermatdlogos, 73 poseen actividad antibacteriana existente en la
piel, 49 para tratamiento de acné, 34 para tratamiento de
infecciones causados por hongos y 16 para tratamiento de

infecciones causadas por virus (Deyno et al., 2019).

1.2. Definicion y delimitacion del problema

La medicina tradicional esta arraigada a nuestros antepasados,
habitualmente no solo usaban las plantas como fuente de alimento,
Sin0 como un recurso para contrarrestar enfermedades existentes.
A nivel global, el conocimiento sobre los beneficios de las plantas
medicinales ha ido disminuyendo considerablemente. Muchas
organizaciones mundiales estan enviando investigadores a
diferentes culturas para adquirir conocimientos sobre las plantas
medicinales y poner como alternativa para el tratamiento de

enfermedades. En algunas culturas, en especial en aquellas con
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bajos recursos su Unica alternativa para curar sus males son las
plantas medicinales debido a los altos costos de los medicamentos
(Balarezo, 2018).

Los aceites esenciales han sido utilizados para el tratamiento de
infecciones bacterianas. Detallando resultados muy provechosos
para la poblacion global, se conoce una gran variedad aceites
esenciales que se extraen de varias familias de plantas como
Lamiaaceae (Ocimum citratus,), Poaceae (Cymbopogon citratus),
Verbenaceae (Alyopsi citridora), Asteraceae (Echinops kebericho),
Umbelliferae (Carum nigrum) y Zingiberaceae (Zingiber officinale).
De un total de 98 aceites recomendados por dermatologos, 73
poseen actividad antibacteriana existente en la piel, 49 para
tratamiento de acné, 34 para tratamiento de infecciones causados
por hongos y 16 para tratamiento de infecciones causadas por virus
(Deyno et al., 2019).

Delimitacion tedrica

La presente investigacion se considera como marco tedérico las
variables actividad antibacteriana de aceite esencial de
Cymbopogon citratus, Staphylococcus aureus ATCC 6538, y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los métodos utilizados
para comprobar la actividad antibacteriana de Cymbopogon
citratus se determinaron mediante el método de Kirby Bauer con la
formacion de halos de inhibicion, Concentracion Minima Inhibitoria

y Concentracion Minima Bactericida.

Delimitacion temporal
La investigacion se realizara en los meses de noviembre del 2025

a marzo del 2026.
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Delimitacion espacial
El desarrollo de la investigacion se realizara en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna.

1.3. Formulacion del problema

1.3.1. Problema principal

¢,Cual es la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 278537

1.3.2. Problemas secundarios

¢.Cual es la Concentracion Minima Inhibitoria in vitro del aceite
esencial de Cymbopogon citratus ‘hierba luisa” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 278537

¢,Cual es la Concentracion Minima Bactericida in vitro del aceite
esencial de Cymbopogon citratus ‘hierba luisa” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 278537

¢ Existe diferencia en la actividad antibacteriana in vitro del aceite

esencial de Cymbopogon citratus ‘hierba luisa” frente a

14



Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 278537

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

Justificacion

Justificacion tedrica

La medicina tradicional ha sido utilizada como una
alternativa para prevenir y/o combatir enfermedades
fisiologicas o aquellas causadas por agentes bacterianos
gue ingresan al cuerpo. La hierba luisa es una de las plantas
muy ampliamente utilizadas para en la medicina como un
antioxidante, antifingico y antinflamatorio, es por ello que en
este trabajo de investigacion se busca evidenciar la eficacia
del aceite de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Justificacion metodoldgica

La prueba utilizada para la determinacion de la
actividad antibacteriana fue mediante la técnica de Kirby-
Bauer, la técnica permite obtener resultados estandarizados
y confiables que pueden ser reproducibles en laboratorios de
estudios universitarios. Por otra parte, para la obtencion del
aceite de Cymbopogon citratus se realizO mediante la

técnica de arrastre al vapor, este método nos permite

15



obtener alta pureza del aceite y su facilidad de elaboracion

debido que requiere instrumentos no muy sofisticados.

1.4.3. Justificacién social

La presente investigacion permitira al investigador dar
a conocer el efecto inhibitorio del aceite esencial de
Cymbopogon citratus ‘“hierba luisa” frente a bacterias
patébgenas y proponer como una alternativa terapéutica por
sus propiedades  antinflamatorias, antiparasitarias

antioxidantes y anticancerigenas.

1.5. Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

1.5.2. Objetivo especificos

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria in vitro del aceite
esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

Determinar la Concentracion Minima Bactericida in vitro del aceite

esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a

16



Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

Comparar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

1.6. Hipotesis

1.6.1 Hipétesis general

El aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

1.6.2. Hipotesis especifica

El aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” presenta
una Concentracion Minima Inhibitoria in vitro frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

El aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” presenta
una Concentracion Minima Bactericida in vitro frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

El aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” presenta

diferencia significativa en la actividad antibacteriana in vitro frente

17



a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

1.7. Variables

1.7.1. Variable independiente

Aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa”

1.7.2. Variable dependiente

Actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538.

Actividad antibacteriana in vitro frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.
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1.8. Variables y operacionalizacion

VARIABLES DEFINICION DIMENSION INDICADOR ESCALA
Son un conjunto de
. : sustancias producidas en el s - .
Variable independiente A'celte esencial de Cymbopogon metabolismo secundario Cuantitativo Rend|m|ento . de 'acelte Medido en %
citratus ' . esencial de hierba luisa
gue confieren cierto aroma
a la planta
Cuantitativo Diametro de halo de Medido en mm

Variable dependiente

Actividad antibacteriana in vitro
frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Actividad antibacteriana in vitro
frente a Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Son cocos Gram positivos,
se encuentra agrupado en

forma de racimos

Son bacilos Gram
negativos aerobio
facultativos

Semicuantitativo

Cuantitativo

Cuantitativo

Semicuantitativo

Cuantitativo

inhibicion

Concentracion Minima
Inhibitoria

Concentracion Minima
Bactericida

Diametro de halo de

inhibiciéon

Concentracién Minima
Inhibitoria

Concentracion Minima
Bactericida

Nula (-) :<a 8 mm
Sensible (+): 9 - 14
mm
Muy sensible (+++): 15
—19 mm

Medido en mg/ ml

Medido en mm

Nula (-) :<a 8 mm
Sensible (+): 9-14
mm
Muy sensible (+++): 15
—19 mm

Medido en mg/ ml
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2.1.

Capitulo Il: Marco teérico

Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Antecedente Internacionales

Arde et al (2025) en su trabajo de investigacion “Analisis
fitoquimico y actividad antimicrobiana del 6leo esencial e hidroloato
de Cymbopogon citratus contra cepas de Candida albicans,
Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa”, desarrollo su estudio
con plantas obtenidas del Distrito Municipal de Muatala,
Mozambique en marzo del 2022. En sus resultados se obtuvo un
rendimiento de 0,98% y se evidencio el efecto antibacteriano del
aceite sobre las especies en estudio, Candida albicas a
comparacion de las demas cepas en estudio presento un mayor
grado de inhibicién al 50 % de concentracion a comparacion con el
hidrosol el cual presente un efecto modesto con las especies en
estudio. Se concluye que el aceite esencial de Cymbopogon
citratus presenta una eficaz actividad antibacteriana y se propone

como una alternativa terapéutica.

Ortiz (2023) en su trabajo de investigacion “Determinacion in
vitro de la actividad antimicrobiana de los extractos elaborados con
hierba luisa (Cymbopogon citratus) frente a las bacterias
Escherichia coli y Staphylococcus aureus” tuvo como obijetivo
principal determinar la actividad antibacteriana de Cymbopogon
citratus frente a las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia
coli comprobando su capacidad inhibitoria. En sus resultados se

obtuvieron para extracto con etanol un halo de inhibicién de 13,2 £

20



1 mm para Staphylococcus aureus, metanol obtuvo un halo de 11,1
+ 1,89 mm para Staphylococcus aureus e hidroalcohdlico no se
obtuvo halos de inhibicion, a comparacién de la Escherichia coli el
cual no presento halos de inhibicién en ninguno de los extractos
utilizados en el trabajo de investigacion. Conjuntamente se
concluye que los extractos etandlico y metandlico utilizados en la
presente investigacion presentaron 66% Yy 55,4% de inhibicion

sobre las Staphylococcus aureus respectivamente.

Revelo (2023) en su trabajo de investigacion “Evaluacion del
aceite de hierba luisa ecuatoriana como inhibidor de algunos
patégenos orales” tuvo como objetivo determinar el efecto
inhibitorio del aceite esencial de hierbaluisa, procedente del oriente
(provincia de Pastaza) costa (provincia de los Rios) ecuatoriana al
25, 50, 75y 100% a las 24, 48 y 72 horas sobre Porphyromona
gingivalis ATCC 33277, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25293 y Candida albicans ATCC
10231. Se concluyé que Staphylococcus aureus presenta mayor
halo de inhibicion al 100% a comparacion con P. gingivitis, E.
faecalis y C. albicans los cuales presentaron halos inhibicion de

menor diametro en el 100% de las muestras.

Ajijolakewu et al (2021) en su trabajo de investigacion
“Eficiencia antibacteriana de extractos de hierba de limén
(Cymbopogon citratus) sobre algunos aislados microbianos”.
Realizo el estudio con extracto acuoso y etanolico sobre -Candida
albicans, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. La eficacia del extracto

acuoso fue mas significativa presentando halos de inhibicion entre
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2 £0y 25+ 0 mm a comparacion del extracto acuoso en el cual la
eficacia no fue muy significativa, ya solo presento efecto inhibitorio
sobre Pseudomonas aeruginosa y Staphylocococcus aureus en
concentracion de 50 mg/ml a 200 mg/ml. Los CMI para el extracto
acuoso se encuentran en 2 mg/ml para S. aureus, 12,5 mg/ml para
P. aeruginosa, 6,25 mg/ml para E. faecalis, 25 mg/ml para E.coli y
50 mg/ml para C. albicans y los CMB para el extracto acuoso solo
se evidenciaron a concentraciones de 150 mg/mly 12,5 mg/ml para
S.aureus y P. aeruginosa. El extracto etandélico no presento CMI ni
CMB. Se concluye que existe mayor eficiencia antibacteriana el
extracto acuoso que el extracto etanolico realizado en el presente

estudio.

Giler (2018) en su trabajo de investigacion “Efecto in vitro
antimicrobiano de la hierba luisa Cymbopogon citratus sobre
Streptococcus mutans”, su objetivo fue evaluar el efecto
antimicrobiano de la hierba luisa “Cymbopogon citratus” sobre
Streptococcus mutans. Los resultados demostraron un halo de
inhibicion de 5,65 mm a un 25%, 6,725 mm a un 50%, 7,825 mm a
un 100% del tratamiento a comparacion del control el cual obtuvo
un halo de inhibicién de 14,83 mm para Clorhexidina 0,12%. Se
concluyé el extracto etandlico de Cymbopogon citratus a
concentraciones de 25%, 50% 75% y 100% presenta actividad
antimicrobiana, también se concluyd que los halos de inhibicion
obtenidos por los diferentes tratamientos utilizados fueron similares
numeéricamente con el control, pero no tuvo una significancia

estadistica positiva.

Irfan et al (2010) en sui trabajo de investigacion “Actividad

antibacteriana del aceite esencial de limoncillo (Cymbopogon
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2.1.2.

citratus) contra algunas bacterias patégenas seleccionadas” tuvo
como objetivo determinar la eficacia del aceite esencial de
limoncillo para el tratamiento de organismo patdégenos como
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa. Se trabajaron con concentraciones de 5%, 10%, 15%,
20%, 25% y 30%. En su resultado se obtuvieron halos de inhibicién
fueron entre 8,33 mm a 29,66 mm respectivamente, Pseudomonas
aeruginosa no presento halos de inhibicion frente las
concentraciones realizadas en el estudio. El CMI determinado se
encuentra entre 0,03% a 0,50% de concentracion a excepcion de
Pseudomonas aeruginosa. Se concluyo que el aceite esencial
presento eficiencia antibacteriana en concentraciones muy bajas a

comparacion de los antibiéticos en estudio.

Antecedente Nacionales

Tantalean (2019) en su trabajo de investigacion “Efecto
antimicotico de hierba luisa (Cymbopogon citratus) y ufia de gato
(Uncaria tomentosa) contra Candida albicnas” tuvo como objetivo
evaluar la actividad antimicotica del aceite esencial de hierba luisa
(Cymbopogon citratus) y el extracto alcohdlico de ufia de gato
(Uncaria tomentosa) contra Candida albicans. Los resultados
demostraron un halo de inhibicion con extracto alcohdlico de ufia
de gato con diametros de 8,4 mm al 25%, 9,6 mm al 50%, 13,0 mm
al 75% y 19,4 mm al 100% para el tratamiento con aceite esencial
de hierba luisa se obtuvieron halos de inhibicion en 44,3 mm al
25%, 50,8 mm al 50%, 61 mm al 75% y 81% al 100% y finalmente
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para el tratamiento control con Nistatina el cual presento halos de
inhibicién de 50 mm en los 10 ensayos. Se concluyé que el aceite
esencial de hierba Luisa presenta actividad antimicética frente a
Candida albicans ATCC 90028 y frente Candida albicans aislada
de un paciente el cual presento sensibilidad de 25%, 50% 75% y
100%, también se concluye que el extracto alcohdlico de ufia de
gato presenta efecto antimicético contra Candida albicans en
concentraciones de 75% y 100% y contra Candida albicans aislada

de un paciente en todas las concentraciones realizadas.

Quintos (2019) en su trabajo de investigaciéon “Efecto
antibacteriano del Cymbopogon citratus “hierba luisa” sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175” en su objetivo determinar
el efecto antibacteriano del aceite esencial de Cymbopogon citratus
(hierba luisa) en la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175. Los
resultados demostraron que la actividad del aceite de hierba luisa
a concentracion de 100% presento un halo de inhibicion entre 17 y
18 mm, para la concentracion de 70% se obtuvo halos de inhibicion
de 7 mm y finalmente para el control utilizado se obtuvo halos de
20 a 21 mm. Se concluyo que la concentracién de 100% de aceite
esencial de Cymbopogon citratus obtuvo un halo de inhibicion de
18 mm a diferencia de la concentracion del 70% e cual presento un
diametro de 7 mm determinandose que a esta concentracion no es

sensible.

Maravi (2012) en su trabajo de investigacion “Efecto
antibacteriano y antifungico del aceite esencial de Mentha piperita
(menta), Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus
(hierba luisa) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
Lactobacillus acidophillus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC
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90028” con el objeto de determinar Efecto antibacteriano y
antifingico del aceite esencial de Mentha piperita (menta),
Origanum vulgare (orégano) y Cymbopogon citratus (hierba Luisa)
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus
acidophillus ATCC 10746 y Candida albicans ATCC 90028. Los
resultados demostraron que el aceite esencial del orégano al 100%
obtuvo como promedio un halo de 25,72 £ 1,99 mm y bajo la
concentracion de 50% obtuvo como promedio un halo de 11,65 +
0,97 mm, el aceite esencial de hierba luisa en concentracion del
100% obtuvo halo de 22,27 + 3,67 mm y a una concentracion de
50% de 8,26 = 1,62 mm, para el aceite esencial de meta a
concentracion del 100% se obtuvo un halo de 11,65 +0,97 mmy a
una concentracion de 50% no halo. Se concluyo que los aceites
esenciales de Origanum vulgare en concentraciones a 100% y
Cymbopogon en concentraciones de 90 y 100% presentaron mayor
efectividad antibacteriana y antifangica a excepcion de Mentha

piperita el cual presento menor halo de inhibicién que los controles.

Huaman et al (2020) en el trabajo de investigacion
“Evaluacion de la capacidad antioxidante y actividad antibacteriana
del extracto acuoso y etandlico de Cymbopogon citratus”
plantearon como objetivo determinar la capacidad antioxidante y
antibacteriana de extracto acuoso y etandlico de Cymbopogon
citratus. Sus resultados demostraron que el extracto etandlico de la
planta en estudio en concentraciones de 25%, 50%, 70% y 100%
presentan actividad antibacteriana sobre Escherichia coli y
Staphylococcus aureus a comparacion con el extracto acuoso el
cual no presento actividad antibacteriana sobre las bacterias en

estudio. Se concluyo que el extracto etandlico presenta mayor
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didmetro de inhibicion sobre las cepas Escherichia coli ATCC
25922 y Staphylococcus aureus ATCC 29213 a diferencia de el

extracto acuoso.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Capacidad Antibacteriana

Se define como la capacidad de inhibicion sobre
proliferacion de las bacterias. Los antibacterianos se
obtienen a partir de la produccién de moléculas producidas
por organismo vivos y aquellos que son producidos
sintéticamente. Los antibacterianos pueden sobre la bacteria
afectando sus distintas estructuras moleculares (Natalia &
Molina, 2022).

Inhibicién sobre la sintesis de la pared celular
Alteracion de la membrana celular
Inhibicién de la produccién de acidos nucleicos

Inhibicion de la sintesis de proteinas

NN

Inhibicidn de las vias metabdlicas

2.2.2. Caracteristicas morfoldgicas de Staphylococcus aureus

Fue descubierta por primera vez por el medico

Alexander Ogston, quien evidencio la presencia de esta
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bacteria en el pus generado por heridas, posteriormente fue
el mismo medico quien le designo el nombre de
“Staphylococcus” por la agregacion de los cocos en racimos.
Esta bacteria es Gram positivo, catalasa positiva y
coagulasa positiva, en medios especiales como el agar Baird
Parker las colonias se visualizan con un color negro producto
del metabolismo del telurito y con la formaciéon de un halo
transparente producto de accion lipolitica de la yema de
huevo. Por otro lado, al sembrarse en agar manitol salado,
las colonias de Staphylococcus aureus son de color amarillo
a diferencia de las otras especies de Staphylococcus cuyas

colonias son de color rosado (Pasachova et al., 2019).

Esta bacteria se forma parte de la flora normal de
nuestro cuerpo situdndose en la piel, pliegues inguinales y
axilas. Pero en ciertas ocasiones esta bacteria actia como
patdogeno afectando a sectores de riesgo como nifios
menores de 2 afios, pacientes diabéticos y en paciente con
infecciones de la piel. También se sefiala que esta bacteria
es causante de intoxicaciones por consumo de alimentos
contaminados, que afecta principalmente a sector de la

poblacién de bajos recursos (Zendejas-Manzo et al., 2014).

2.2.3. Toxinas producidas por Staphylococcus aureus
(Ahmadd-Mansur et al., 2021)

v" Hemolisinas
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Estas hemolisinas son causantes de lisis en las
células del huésped que infectan como células
epiteliales, endoteliales eritrocitos, monocitos vy
queratinocitos. Las principales hemolisinas son q, j3,
Y Yy 0, pero la mas estudiada es la a — hemolisina el

cual es codificado por el gen hla.

Leucocidina de Panton — Valentine

La leucocidina es codificada por dos genes la
lukS-PV y lukF-PV. EI LPV es responsable de causar
una alteracion a nivel de la membrana celular de la
célula del huésped provocando su lisis. Se sefiala que
la presencia de LPV aumenta los niveles de virulencia

de la bacteria causando asi infecciones invasivas.

Modulinas solubles en fenol

Son péptidos pequefos cuya estructura es a-
helicoidal, a estos péptidos pertenecen dos familias
las PSMa con un total de 20 a 26 aminoacidos en su
estructura y los PSM que se encuentran constituidos
por 43 a 44 aminoacidos, el cual no posee actividad
citolitica sobre las células del organismo.

Inhibidor de Ila diferenciacién de células

epidérmicas
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El inhibidor de la diferenciacion de células
epidérmicas son estructuras presentes en las
bacterias, que al momento de ingresar a la célula
huésped van a provocar dafios a nivel de la barrera
endotelial, esto conllevara a que los EDIN actuen
directamente sobre la proteina RhoA, el cual a
inhibirse provocaria una propagacion masiva de la
bacteria en el organismo, debido a este suceso la
fagocitosis no podra ser activada por el complemento.
En varios estudios realizados en pacientes diabético
con ulceras en los pies, se encontr6 14 aislados de
EDIN de un total de 195 muestras infectadas por

Staphylococcus aureus.

Toxinas exfoliativas

Son serina proteasa responsables de causar la
ruptura de los desmosomas a nivel de la piel,
especificamente a nivel estrato granuloso. Se
conoces 3 tipos de toxinas, A, B y D, todas estas
causantes de enfermedad en huésped, la toxina C no
se reportado como causante de enfermedades en el

hombre.
Toxina 1 del sindrome shock toxico
Actian como superantigenos, los cuales

desencadenan respuestas inflamatorias en el cuerpo,

estos acttan sobre los linfocitos T, por medio de la
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unién al receptor del CMH tipo Il que actla
directamente sobre los linfocitos T. Con la activacion
se comienzan a liberar grandes cantidades de
citocinas como 1, 2, 4, 5y 13, el FNT-a y el factor

estimulante de los granulocitos.

2.2.4. Caracteristicas morfolégicas de Pseudomonas aeruginosa

Fue descubierta por el profesor Aleman Walter
Migula, quien los describia como célula con cuerpos polares,
a partir de ello se le asigna el nombre de “Pseudomonas”.
En 1872 el cientifico Schroeter asigna el término
“aerugienosa” debido a la capacidad de adquirir un color
verde azulado al ser cultivada. Esta bacteria es una Gram
negativa cuyas dimensiones oscilan en 0,5 — 1,0 um de
didmetro y 1,5 — 5,0 um de largo, es considerada bacteria
aerobia facultativa debido a su capacidad de poder crecer
en condiciones anaerodbicas, es un no fermentador de
lactosa debido a su capacidad de utilizar como fuente de
carbono y nitrégeno al acetato y amoniaco, para obtener

energia oxida la glucosa (Paz et al., 2019).

Pseudomona aeruginosa es causante de problemas
a la salud como neumonias, infecciones del tracto urinario y
bacteriemias e incluso causar la muerte en paciente con
fibrosis quistica. Esta bacteria es capaz de resistir a
antibioticos empleando diferentes vias, como a beta
lactamasa de amplio espectro, metalo beta lactamasa,

alteracion de las proteinas fijadoras de penicilina, mutacién
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2.2.5.

de las porinas, modificacion enzimatica plasmidica y

bombas de expulsion activa (Ochoa et al., 2013).

Toxinas producidas por Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa emplea diferentes vias de

secrecion como |, Il, lll; IV y V. Siendo el tipo Il la
responsable de secretar toxinas (Paz et al., 2019).

v' Exotoxina A

Es una toxina extracelular que participa en el bloqueo
de sintesis de proteinas en la célula infectada
induciendo su muerte. Esta ExoA al ser secretada al
citosol de la célula actta como ADP-ribosil-
transferasa quien sera responsable de inhibir el factor
de elongacion — 2 y por tanto la muerte celular
(Gholami et al., 2023).

v' Exotoxina S
Posee actividad GTPasa y ADPRT al ingresar en el
citosol de la célula. La GTPasa actia como un
disruptor a nivel del citoesqueleto de actina,
provocando la no internalizacion de la bacteria para

su fagocitosis (Kroken et al., 2022).

v Exotoxina T
Al igual que la Exos, posee actividad bifuncional como
GTPasa y ADPRT. Se ha comprobado que ExoT

participa en el retardo de la cicatrizacion de heridas
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fomentando asi una mayor exposicion a
Pseudomonas aeruginosa (Paz et al., 2019).
v' Exotoxina U

Es responsable del incremento de los CD95 y CD95
— ligando en la célula, permitiendo la produccion de
las proteinas JNK. En la primera etapa se inactiva al
ERK para posteriormente activar el p38 vy
consecuentemente activar el JNK, con ello se inducira

a la apoptosis de la célula (Paz et al., 2019).

v' ExotoxinaY
Su funcion es del tipo adenilato ciclasa, el actia en el
incremento de la secrecion del cAMP en la célula
provocando inhibicion de la fagocitosis, inestabilidad
del citoesqueleto y la permeabilidad endotelial (Paz et
al., 2019).

2.2.6. Aceites esenciales

Son un conjunto de sustancias producidas en el
metabolismo secundario que confieren cierto aroma a la
planta. Este conjunto de elementos estd constituido por
terpenos y fenilpropanos. La composicion de los aceites
esenciales puede variar en cada planta e incluso en aquellos
gue pertenecen a la misma especie, otros factores que
pueden influenciar en la composicion del aceite son las
condiciones del suelo, el clima, tratamientos postcosecha y
métodos de extraccion (Hzounda-Flokou et al., 2020). Estos

aceites esenciales suelen producirse por células que pueden
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ubicarse en hojas, tallos, flores o semillas y suelen
encontrarse en cavidades secretoras, pelos glandulares y
asociados a goma o terpenos (Zygadlo, 2011).

Los aceites esenciales son utilizados por sus
propiedades bioldgicas, como conservantes y aromatizante
de alimentos, como aditivo en la farmacologia para el
tratamiento de enfermedades transmisibles y no

transmisibles.

2.2.7. Caracteristicas fisicoquimicas de aceite esencial

Los aceites esenciales se caracterizan por ser
aromaticos con u sabor agriodulce o irritante. Habitualmente
se encuentran forma liquida, pero no muy solubles con el
agua, pero muy solubles con solventes organicos. Al
exponerse en contacto con el aire, los compuestos terpenos
presentes en el aceite esencial causando solidificacion y
oxidacion. Estos aceites al momento de extraerse se
encuentran inmersos en su composicién varias sustancias
gue causan cambio de color del aceite, como por ejemplo en
clavo de olor el aceite es amarillento o pardo, en tener un
color azul como en la manzanilla e incluso tener un color
verde como en la bergamota. Cuando estos aceites llegan a
oxidarse pueden llegar a producirse el acido carbonico el
cual es caracteristico de aceite de anis, acido benzoico
como en el aceite de almendra y acido cinamico en aceite

de canela. Otra propiedad importante es el indice de
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refraccion, el cual indica el grado de pureza del aceite
(Albarracin & Gallo, 2003).

2.2.8. Métodos de extraccion de aceites esenciales

v

Hidrodestilacion

Es un método de extraccion muy convencional, debido al
facil acceso de los materiales al momento de realizar la
extraccion de aceite. El material vegetal que se utilizara
deberé estar en contacto directo con el agua para comenzar
el proceso de destilado, durante el proceso el vapor que se
genera llevara consigo pequefias porciones de aceite hacia
el condensador en donde el agua y los aceites iniciaran su
proceso de separacion. Este método demanda un uso
constante de agua por lo que hay que estar pendiente del
nivel de agua, en el caso el nivel de agua se insuficiente, el
material vegetal se carbonizara (Gonzalez-Moreno et al.,
2022)

Destilacién por arrastre de vapor

Es uno de los métodos de extraccion de aceites esenciales
de mayor confianza. Como primera parte el vapor que se
genera en matraz es conducido por medio de un conducto
hacia un segundo matraz en donde el vapor saturado
actuara sobre el material vegetal, extrayendo el aceite
almacenado en el interior. Después de ocurrido el proceso
anteriormente mencionado, el vapor que esta conformado
por agua y aceite se dirigiran hacia un condensador en el
cual seran sometido a un congelamiento en todo el

transcurso hasta llegar al extremo final del condensador, la
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emulsion generada sera depositada y después de un tiempo

el aceite esencial del agua (Souiy, 2023).

v' Extraccion con disolventes organicos

Este método se base en la utilizacion de disolventes
organicos como el metanol sobre la planta. Posteriormente
se elimina el disolvente mediante la aplicacion de presion.
Una de sus desventajas es que al ser tratado con metanol
no puede usarse como conservante de alimentos, pero se
sugieren alternativas para reducir estos aspectos mediante
la aplicacion de un sistema de destilacién al vapor (Souiy,
2023).

2.2.9. Accion bioldgica de los aceites esenciales (Dhifi et al., 2016)

Los aceites esenciales han demostrado poseer propiedades

antibacterianas, antioxidantes y antinflamatorio

v' Actividad antibacteriana

Los aceites esenciales, en su amplia variedad de
componentes como el carvacrol, citral, timol geraniol,
linalol, mentol, terpeniol, thujanol y entre otros poseen la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Se conoce
gue los aceites esenciales pueden alterar la estructura

celular de la bacteria provocando un descontrol en la
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v

v

quimica de la membrana celular, por consiguiente, la
muerte celular. Los aceites esenciales tienen mayor
tendencia a causar méas dafos a bacterias Gram positivas
que Gram negativas debido a la presencia de una
membrana externa que bloguea todas las funciones

inhibitorias del aceite esencial.

Actividad antioxidante

Los aceites esenciales presentan actividad
antioxidante y esta capacidad depende estrictamente a su
composicion. La presencia de estructuras fendélicos como en
carvacrol y timol, han presentado propiedades redox
capaces de neutralizar los radicales libres y descomponer el
peroxido, al neutralizarse los radicales libres esto ha
beneficiado a la prevencion de enfermedades como el
cancer, enfermedades cardiacas y disfuncion cerebral. En
otros estudios se ha comprobado la capacidad
hepatoprotectora en roedores al suministrarse aceite
esencial de Zataria multiflora boiss.

Actividad antinflamatoria

Los aceites esenciales han sido utilizados
recientemente como antinflamatorio en reumatismo vy
alergias. El aceite esencial de Torreya nucifera ha
demostrado tener capacidad de inhibicibn de las
prostaglandinas y sobre COX2. Muchos aceites esenciales
han demostrado tener actividad inhibitoria sobre la
produccion de los leucotrienos y la prostaglandina

producidas en el metabolismo de acido araquidodnico.
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2.2.10.

2.2.11.

Caracteristicas de Cymbopogon citratus

La hierba Luisa es una planta perenne, sus hojas se
caracterizan por ser aromaticas y largas en la adultez cuyos
bordes son duros con superficie &spera cuyos extremos son
puntiagudos que pueden alcanzar tamafios de
aproximadamente de 1m de largo y 2 cm de ancho, sus
nervaduras en distribucién paralelas, en la cara adaxial tiene
un tono verde amarillento y la cara abaxial tiene una
tonalidad purpura. Su tallo es cilindrico con presencia de
nudos, su tamafo aproximado es de 3,5 cm a 19 cm de largo
y 0,7 a 1cm de ancho. Generalmente esta planta no llega a
florecer o lo hace muy raras veces. La planta crece
exitosamente a altitudes de 1200 m (Collazos, 2004).

Distribucion geogréafica y taxonomia de Cymbopogon
citratus

Esta planta es originaria de Asia, Africa, América y por otros
territorios tropicales. En muchos de estos territorios se
cultivan por sus propiedades bioldgicas, para el tratamiento

de enfermedades gastrointestinales e infecciosas.

Tabla 2:
Clasificacion taxonomica de Cymbopogon citratus

Taxonomia de Cymbopogon citratus
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2.2.12.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliposida
Orden Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Panicoideae
Genero Cymbopogon

Especie citratus

Fuente: Elaboracion propia

Propiedades biol6gicas de Cymbopogon citratus
(Cernacet al., 2007).

Diversas investigaciones sobre la actividad de Cymbopogon
citratus han demostrados el beneficio exitoso que posee
esta planta para el tratamiento de infecciones causadas por

bacterias, hongos, virus y enfermedades oncoldgicas.

v' Antiparasitaria
El extracto alcohdlico de Cymbopogon citratus
presentd actividad antiparasitaria frente a Giardia
lamblia in vitro e in vivo, siendo los principales
componentes los compuestos fendlicos presentes en
el extracto alcohdlico. Mostré capacidad inhibitoria
frente aceite esencial de Cymbopogon citratus sobre

Haemonchus contourtus.
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2.2.13.

v' Antifingico
El aceite esencial de Cymbopogon citratus presento
actividad antifangica frente Penicillum expansum,
Fusarium expansorum, Candida albicans, vy

Aspergillus niger.

v' Anticancerigeno
El aceite esencia present6 actividad anticancerigena
en lineas celular de cancer de préstata. Por otro lado,
el extracto etandlico efectlo apoptosis en células

cancerigenas como linfomas y leucemia.

v' Antidepresivo
Se ha comprobado estudios realizados para tratar la
depresion mediante el consumo de hojas de
Cymbopogon citratus, pero aun su via de actividad no

estd muy explorada.

Composiciobn quimica del aceite esencial de
Cymbopogon citratus

La composicion quimica puede verse influencia por varios
factores, como las condiciones climaticas, edad de la planta,
el tipo de suelo, método de extraccion y factores genéticos
de la planta. Los componentes que presente el aceite
esencial de Cymbopogon citratus es citral, isoneral,
isogenarial, geraniol, acetato de geraniol, citronenal,

citranelol, germacreno-D y elemol (Mohamed et al., 2023).
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2.2.14.

Caracterizacion y significacion del problema

La medicina tradicional por afios ha sido una
alternativa muy utilizada por la persona para poder tratar las
diferentes dolencias a causa de sus enfermedades, siendo
estas provocadas por microrganismos de importancia
clinica. La OMS ha sefialado en varias oportunidades la
necesidad de explorar este campo, mediante el método
cientifico que permita dar a conocer las diferentes
propiedades biolégicas beneficiosas de las plantas en las

personas (Balarezo, 2018).

El 80% de la poblacion en Latinoamérica a utilizado como
alternativa o como Unica opcion el uso de plantas para tratar
sus enfermedades. En México una encuesta realizada a un
grupo de médicos el 54% receto como alternativa para tratar
enfermedades y solo el 12%, receto como medida de

tratamiento plantas medicinales (Garcia & Gallardo, 2024)
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3.1.

3.2.

3.3.

3.3.

Capitulo Ill: Marco metodolégico

Lugar de estudio
El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia, Facultad
de Ciencias.

Tipo y disefio de investigacion

Experimental y transversal

Unidades de estudio

- Aceite esencial de Cymbopongon citratus “hierba luisa”
- Cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC 6538
- Cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Materiales y equipos

3.3.1. Material bioldgico

- Hojas de Cymbopogon citratus “hierba luisa”

- Cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC 6538

- Cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
3.3.2. Materiales

- Micropipeta de 5 pl

- Micropipeta de 10 pl

- Micropipeta de 100 pl
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3.3.3.

- Pipetas de 1 ml

- Pipetas de 5 ml

- Pipetas de 10 ml

- Placas Petri de 10 x 100 mm

- Matraces de 500 ml

- Matraces de 250 ml

- Tubos de ensayo 13 x 100

- Matraces de 100 ml

- Vasos precipitados de 200 ml

- Frascos de vidrio color ambar de 20 ml capacidad
- Frascos de vidrio de 500 ml capacidad
- Probeta de 100 ml

- Pipeta Pasteur

Equipos y otros

- Discos de sensibilidad

- Nefelbmetro de McFarland

- Autoclave

- Estufa

- Incubadora

- Balanza analitica digital

- Equipo de destilacion
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- Gradillas

- Mechero

- Cocina eléctrica
3.3.4. Medios y reactivos

- Dimetil Sulfoxido

- Agar Mueller-Hinton

- Agar nutritivo

- Caldo Infusién Cerebro Corazon

3.5. Procedimiento

3.5.1. Obtencion y preparaciéon de la muestra (Pino, 2015)

v’ Las hojas obtenidas de hierba luisa en estudio fueron obtenidas en

el mercado mayorista Grau en el puesto “’, departamento de Tacna

en el mes de diciembre de 2025.

v Las hojas fueron seleccionadas verificando que no presenten
signos de enfermedad que interfieran con el desarrollo del
proyecto. Finalmente se dejaron secar durante un periodo de 6 dias

a un ambiente libre de luz solar.
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3.5.2. Extraccion de aceite esencial (Souiy, 2023)

Posterior a los 6 dias, las hojas y tallos fueron cortadas en
pequefios pedazos con una tijera y posteriormente seran pesadas
en una balanza analitica. Para la extraccion de aceite de
Cymbopogon citratus, se depositaron 100 g de la muestra en un
baldn, cuya capacidad volumétrica es de 1 litro, se agrego agua en
otro balon el cual estara expuesta a calor directo, el vapor que se
libere de este dltimo balén serd conducido hacia el bal6n con la
muestra en estudio, el vapor fue trasladado por medio de una
manguera a un condensador en donde el vapor trasladado se ira
enfriando produciendo gotas que se iran depositando en un
deposito estéril. En base a las densidades con el paso de tiempo
se iran separando el aceite del agua, para luego ser separada en
un frasco ambar el cual sera guardo para su estudio. Este
procedimiento se repetira hasta obtener un volumen total 4.5 ml de

aceite esencia de hierba luisa.

3.5.3. Activacion de cepas microbianas.

Las cepas microbianas de Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 fueron reactivadas
en caldo infusion Cerebro Corazon, e incubadas a 37°C durante 18
— 24 horas.

Posteriormente, se inocularon una asada del caldo BHI con
Staphylococcus aureus ATCC 6538 a un vial con agar BHI

realizando estrias en superficie y se incubaron 37°C durante 18 —
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3.5.4.

3.5.5.

24 horas. El mismo procedimiento se realiz6 para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Finalmente, por medio de una asada del agar BHI con
Staphylococcus aureus ATCC 6538 se extrajo una asada del cultivo
y se suspendié en caldo BHI para ser incubado a 37°C durante 18
— 24 horas. El mismo procedimiento se realiz6 para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Culminado todo este proceso, las cepas estaran listas que
fueron utilizadas en el desarrollo experimental del proyecto.

Preparacion del inoculo a la escala McFarland (EUCAST,
2025)

v" A partir de una placa con agar BHI e incubada a 37°C por 18 -
24 h, se seleccionaron colonias aisladas y morfolégicamente

similares, se preparé una suspension directa en caldo BHI.

v La suspension debe ser ajustada rapidamente segin la escala
de 0,5 de McFarland.

Determinacion de la actividad antibacteriana por el método de

disco difusiéon (EUCAST, 2025)

v' Se prepararon un total de 128 discos de sensibilidad para ser
impregnados con el aceite esencial de hierba luisa. Los discos
fueron distribuidos en un total de 8 discos por volumen de

aceite a utilizar por cepa bacteriana.
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v" Se utilizaron volumenes de 2,5 ul; 5,0 pl; 10 ul; 15 pl; 20 ul; 25
ply 30 pl de aceite esencial de hierba luisa, los cuales se
agregaron en los discos de sensibilidad. Posteriormente,
después de haber agregado el aceite se dejaron reposar

durante 30 minutos en una base plana.

v' Se prepar6 un total de 54 placas con agar Mueller-Hinton, se
agreg6 un volumen de 100 ul de suspension bacteriana en
cada placa y se extendié sobre la superficie de las placas con

ayuda de un asa Drigalsky, se dejaron reposar durante 15 min.

v" Finalizado el tiempo de reposo de las placas con las cepas
bacterianas, con la ayuda de una pinza estéril se procedera a
colocar los discos embebidos en aceite esencial sobre la
superficie de las placas en un numero de 3 discos por placa.
Habiendo terminado el proceso se llevara a incubacion a una

temperatura de 37° C durante 24 horas.

v' Alas 24 horas, se retiraron las placas de incubadora y fueron
llevadas a una superficie plana con fondo negro para una mejor
visualizacion de los halos formados por el aceite esencial sobre
las cepas bacterianas. Los halos se midieron con la ayuda de
un vernier. Los diametros de los halos medidos serdn anotados

en un cuaderno.
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3.5.6. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria
(Swebocki et al., 2023)

v’ Se prepararon una bateria de 12 tubos cuyas dimensiones seran
de 13 mm x 100 mm los cuales seran distribuidos en una gradilla,
los tubos fueron rotulados de 1 a 10 y los dos tubos restantes

fueron controles.

v A los tubos se le agregaron volimenes de suspension
bacteriana, DMSO, aceite esencial de hierba luisa y caldo BHI
con micropipetas de 10 pl, 100 pl y 1000 pl segun corresponda
el volumen para cada tubo. Los tubos controles preparados, el
control positivo tendra volimenes de caldo BHI, DMSO vy
suspensién bacteriana y el control negativo obtuvo volimenes
de caldo BHI y DMSO.

v' Una vez agradado los voliumenes a los tubos, estos se llevaran

a incubacion a una temperatura de 37° C durante 24 horas.

v' A las 24 horas, los tubos fueron retirados de la incubadora y
fueron distribuidos de acuerdo a su enumeracion. Para su lectura
se escogieron aquellos que no presenten actividad
antibacteriana comparado con los controles positivos y
negativos. El resultado se expresé en base a la concentracion

del tubo adecuado.

3.5.7. Determinacién de la Concentracién Minima Bactericida
(Swebocki et al., 2023)
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v' Se utilizaron 3 tubos por cepa bacteriana en donde no se
evidencie crecimiento bacteriano, de estos tubos se extrajeron
100 ul y se depositaron en placas con agar Mueller Hinton.
Posteriormente, con ayuda de un asa Drigalsky se extendid por

toda la superficie del agar, se dejo en reposo durante 15 min.

v' Las placas fueron llevadas a incubacion a una temperatura de
37° C durante 24 horas.

v A las 24 horas, las placas fueron retiradas de la incubadora y
seran distribuidos sobre una superficie plana con fondo oscuro y
se seleccion6 aquella las placas en donde no se evidencio
crecimientos bacterianos. El resultado se expreso en base a la

concentracion del tubo adecuado.
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Tabla 3

Preparacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria y de la Concentracién Minima Bactericida del aceite esencial de Cymbopogon

citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Volumen 21/2 I:égietg
ITEM de ace_ite CONCENTRACION esencial CONCENTRACION X 3 DMSO 10% BACTERIA BHI TOTAL
esencial (mg/ml) X3 (mg/ml) (ml) (ml) (ml)
(ml) (mi)
1 1 0846 3 2,539 3 300 2694,461 3000
2 1,17 0,988 3,51 2,963 3,51 300 2693,527 3000
3 1,4 1,129 4,2 3,386 4,2 300 2692,414 3000
4 1,5 1,270 4.5 3,809 4,5 300 2691,691 3000
5 1,67 1,411 5,01 4,232 5,01 300 2690,758 3000
6 1,83 1,552 5,49 4,655 5,49 300 2689,855 3000
7 2 1,693 6 5,078 6 300 2688,922 3000
8 2,17 1,834 6,51 5,501 6,51 300 2687,989 3000
9 2,33 1,975 6,99 5,924 6,99 300 2687,086 3000
10 2,5 2,116 7,5 6,347 7,5 300 2686,153 3000
POSITIVO 300 2700,000 3000
NEGATIVO 3000 3000

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 4

Preparacion de la Concentracién Minima Inhibitoria y de la Concentracion Minima Bactericida del aceite esencial de Cymbopogon
citratus “hierba luisa” frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Volum en 21/2 I:égietg
ITEM de ace_lte CONCENTRACION esencial CONCENTRACION X 3 DMSO 10% BACTERIA BHI TOTAL
esencial (mg/ml) X3 (mg/ml) (ml) (ml) (ml)
(ml) (mi)
1 20 16,924 60 50,772 60 300 2589,228 3000
2 21,11 17,864 63,33 53,593 63,33 300 2583,077 3000
3 22,22 18,804 66,66 56,413 66,66 300 2576,927 3000
4 23,33 19,745 69,99 59,234 69,99 300 2570,776 3000
5 24,42 20,685 73,26 62,054 73,26 300 2564,686 3000
6 25,56 21,625 76,68 64,875 76,68 300 2558,445 3000
7 26,67 22,565 80,01 67,696 80,01 300 2552,294 3000
8 27,78 23,505 83,34 70,516 83,34 300 2546,144 3000
9 28,89 24,446 86,67 73,337 86,67 300 2539,993 3000
10 30 25,386 90 76,158 90 300 2533,842 3000
POSITIVO 300 2700,000 3000
NEGATIVO 3000 3000

Fuente: Elaboracion propia
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3.5.8. Procesamiento y analisis de datos

Se realizaron 7 tratamientos del aceite esencial de
Cymbopogon citratus “hierba luisa” y cada tratamiento tendra un
total de 8 repeticiones por cada cepa bacteriana haciendo un total
de 112 unidades experimentales. Los datos fueron registrados en
una hoja de EXCEL version 2021, para realizar tablas y graficos

estadisticos correspondientes.

Con el fin de evaluar la actividad antibacteriana in vitro del
aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, se empleara el analisis de varianza usando la prueba
T cuyo nivel de significancia en utilizar es de 0,05. Los resultados

fueron procesados en el Software estadistico SPSS v.27.
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Capitulo IV: Resultados

En el presente capitulo se plasmaron los resultados obtenidos en el trabajo de
investigacion titulado “Actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a  Staphylococcus aureus ATCC
6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, en donde se dio respuesta a los
objetivos, permitiéndonos formular las discusiones, conclusiones Yy

recomendaciones correspondientes.
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Tabla b

Actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus ATCC

6538, por método de disco difusion.

Aceite esencial

Repeticiones

_ Volumen Concentracién Halo de inhibicién (mm) PR?n':AnE)DIO
Tratamientos
() (mg) | I 1l WY v VI VII Vil
T-1 2,5 2,116 16,47 16,58 17,23 17,46 17 16,49 16,58 15,35 16,65
T-2 5 4,231 24,09 24,44 23,19 22,98 22,77 24,67 23,92 23,4 23,68
T-3 10 8,462 24,73 24,95 24,65 24,52 24,48 26,24 25,84 24,89 25,04
T-4 15 12,924 27,94 28,18 27,73 29,96 29,64 30,71 29,22 28,88 29,03
T-5 20 16,924 28,78 31,01 30,8 30,94 31,3 31,25 32,88 32,9 31,23
T-6 25 21,155 35,15 35,35 35,88 37,17 37,06 37,74 37,26 37,33 36,62
T-7 30 25,386 42,7 42 41,71 41,34 41,75 42,32 42,5 39,26 41.69
Control (-) <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6

Fuente: Elaboracion propia.
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Interpretacion

En la tabla 5, se muestra los promedios de los halos de inhibicion frente a
Staphylococcus aureus ATCC 65238 a diferentes volumenes de aceite esencial

de Cymbopogon citratus, efectuado por el método de difusiéon de disco.

Los resultados demostraron un mayor halo de inhibicién a un volumen de
2,5 ul cuya concentracion corresponde a 2,116 mg/ml de aceite esencial obtuvo
un halo de 16,645 mm a comparacion con el volumen de 30 pl correspondiente
a una concentracion de 25,386 mg/ml generando un halo promedio de 41,69 mm.
Demostrandose que conforme se aumenta el volumen de aceite esencial de

Cymbopogon citratus obtuvo un mayor halo de inhibicion.
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Para conocer el comportamiento de los datos obtenidos y poder determinar si
usaremos una prueba estadistica paramétrica o no paramétrica se realizara una

prueba de normalidad.
Tabla 6

Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk.

Prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

Diametro del halo de inhibicién

con 2,5 ul de aceite 0,267 8 00096 0,898 8 0,279
Diametro del halo de inhibicién
con 5 ul de aceite 0,157 8 0,200* 0,946 8 0,668
Diametro del halo de inhibicién
con 10 pl de aceite 0,304 8 0,029 0,810 8 0,037
Diametro del halo de inhibicién
con 15 pl de aceite 0,167 8 0,200* 0,956 8 0,774
Diametro del halo de inhibiciéon
con 20 pl de aceite 0,245 8 0,174 0,880 8 0,188
Diametro del halo de inhibiciéon
con 25 pl de aceite 0,296 8 0,038 0,853 8 0,103
Diametro del halo de inhibiciéon
con 30 pl de aceite 0,255 8 0,136 0,805 8 0,032

* Esto es un limite inferior de la
significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de
Lilliefors

Fuente: SPSS versién 27.0

55



Interpretacion

El valor de P para los diametros de inhibicion producidos con el aceite
esencia a concentraciones de 2,5ul; 5ul; 15ul; 20ul y 25 pul todos ellos son
mayores a 0,05, lo que quiere decir que estos valores presentan una distribucion
normal, se le aplicara un estadistico paramétrico y con respecto a los valores P
obtenidos con el aceite esencial con 10ul y 30ul sus valores son menores de

0,05, por lo que para ellos se aplicara un estadistico no paramétrico.

Tabla 7

Clasificacion segun didmetro de halo de inhibicion

Diametro del Halo de

L Grado de Sensibilidad Efecto Antibacteriano
Inhibicion (mm)

No Efectivo. El aceite no tiene
una accion significativa contra la
bacteria. (Generalmente se
toma como el tamario del
disco/pozo sin actividad).

Efecto Moderado. El aceite
Sensible (+ inhibe el crecimiento de la
) bacteria, indicando una actividad
aceptable.

<8 mm Nula / Resistencia

> 8 mm hasta <14 mm

Buen Efecto (Potente). El aceite
tiene una actividad
antibacteriana fuerte y clara.

> 14 mm hasta <20 mm Muy Sensible (++)

Sumamente Sensible Efecto Excelente (Muy Potente).
>20 mm (+++4) El aceite muestra una actividad
inhibidora muy amplia contra la
bacteria.
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Planteamiento de la hipotesis

Ho: u < 14mm; P > 0,05 (el aceite esencial de Cymbopogon citratus “*hierba luisa’

presenta un efecto que puede ir desde moderado a nulo)

Hi: u>14mm; P < 0,05 (el aceite esencial de Cymbopogon citratus *hierba luisa’

presenta un buen efecto, 6sea una actividad antibacteriana fuerte y clara)

Prueba paramétrica

Tabla 8

Estadistica para una sola muestra

Estadisticas para una muestra

Desv. Desv. Error
N Media Desviacién promedio
Didmetro del halo de inhibicién con 2,5 pl
de aceite 8 16,6450 0,64060 0,22649
Didmetro del halo de inhibicién con 5 ul de
aceite 8 23,6825 0,69897 0,24712
Didmetro del halo de inhibicién con 15 pl
de aceite 8 29,0325 105,007 0,37126
Didmetro del halo de inhibicién con 20 pl
de aceite 8 31,2325 130,036 0,45975
Didmetro del halo de inhibicién con 25 pl
de aceite 8 36,6175 0,99897 0,35319

Fuente: SPSS versiéon 27.0
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Tabla 9

Prueba de t para una sola muestra

Prueba t para una muestra

Valor de prueba = 14

95% de intervalo
de confianza de la
diferencia

Sig. Diferencia

t gl (bilateral) de medias

Inferior Superior

Diametro del halo de inhibicién

con 2,5 ul de aceite 11,678 7 0,000 2,64500 2,1094 3,1806
Diametro del halo de inhibiciéon
con 5 ul de aceite 39,181 7 0,000 9,68250 9,0981 10,2669
Diametro del halo de inhibiciéon
con 15 pl de aceite 40,491 7 0,000 15,03250 14,1546 15,9104
Diametro del halo de inhibicion
con 20 pl de aceite 37,483 7 0,000 17,23250 16,1454 18,3196
Diametro del halo de inhibicién
con 25 ul de aceite 64,038 7 0,000 22,61750 21,7823 23,4527

Fuente: SPSS versiéon 27.0

Interpretacion

En la table 9, al haberse obtenido un valor de P < 0,05, con las diferentes
concentraciones (2,5ul, 5ul, 15ul, 20ul y 25ul) del aceite esencial de
Cymbopogon citratus “hierba luisa” entonces se acepta la hipotesis alternativa,
lo que quiere decir que los didmetros de los halos de inhibicion demuestran una
actividad antibacteriana fuerte y clara frente a Staphylococcus aureus, por lo que
se concluye que del aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” inhibe

el desarrollo de Staphylococcus aureus.
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Prueba no paramétrica
Tabla 10:

Contraste de hipotesis para volimenes de 10 pl y 30 ul de aceite esencial de
Cymbopogon citratus

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decisidn
. . Rechace |
La mediana de DIAM10 Prueba de rangos con signo de echace a
. X 0,012  hipdtesis
esigual a 14. Wilcoxon para una muestra ula
. . Rechace |
La mediana de DIAM30 Prueba de rangos con signo de echace a
. X 0,012 hipdtesis
es igual a 14. Wilcoxon para una muestra ula

Se muestran significaciones asintoticas. El nivel de significaciéon es
de 0,050.

Fuente: SPSS versiéon 27.0

Interpretacion

Las concentraciones del aceite esencial con 10 y 30ul mostraron valores
de significancia (0,012) que son menores al nivel de significacion establecido (a

= 0,05), por lo que se rechaza la hipotesis nula.

Esto demuestra que el aceite de esencial de Cymbopogon citratus “hierba
luisa” a las concentraciones de 10ul y 30ul presenta una actividad antibacteriana
significativamente superior al umbral de 14 mm. De acuerdo con la escala de
sensibilidad, estas concentraciones tienen una actividad fuerte y clara contra

Staphylococcus aureus.
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Tabla 11

Determinacion del grado sensibilidad a diferentes concentraciones del aceite

esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus

ATCC 6538, segun Duraffourd.

Aceite esencial

Grado de sensibilidad

o Volumen Concentracion Nula  Sensible Mu_y Sumamente
N° de sensible sensible
Tratamientos
wul) (M) <a8 9-14 15-19 20 amas
H 9 mm mm mm mm
T-1 2,5 2,116 16,65
T-2 5 4,231 23,68
T-3 10 8,462 25,04
T-4 15 12,924 29,03
T-5 20 16,924 31,23
T-6 25 21,155 36,62
T-7 30 25,386 41,69

Fuente: Elaboracion propia
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Interpretacion

En la tabla 11, se muestra el grado de sensibilidad de acuerdo con los
promedios de inhibicién clasificados segun la escala de Duraffourd.

Se observa que existen dos volimenes de aceite esencial de
Cymbopogon citratus con mayor diametro de halo de inhibicion, en donde se
evidencia que los volumenes de 2,5ul con una concentracién de 2,116 mg/ml
genero6 halos de 16,65 mm en promedio clasificandolos en la categoria de muy
sensible. Por otro lado, también se evidencio que en volimenes de 5ul a 30pl los
didmetros de los halos de inhibicién presentaron un rango de 23,68 mm a 41,69

mm clasificAndolos en el grado de sensibilidad de sumamente sensible.
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Tabla 12

Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del aceite
esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538.

Concentracion

Tratamiento Turbidez UFC/Placa Resultado
(mg/ml)
Tl 0,846 +
T2 0,988 +
T3 1,129 +
T4 1,269 +
T5 1,411 +
T6 1,552 +
T7 1,693 +
T8 1,834 - 3 CMI
9 1,975 - 0 CMB
T10 2,116 - 0
TP Control positivo + Control (+)
TN Control negativo Control (-)

Fuente: Elaboracién propia

Interpretacion

En la tabla 12, se observa que la Concentracion Minina Inhibitoria
corresponde al tubo N.° 8 y la Concentracion Minima Bactericida corresponde al
tubo N.° 9. El aceite esencial inhibe el crecimiento visible de Staphylococcus
aureus a partir de 1,834 mg/ml, concentracibn que corresponde a la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Asimismo, la eliminacion total de
bacterias viables (0 UFC) se observa desde 1,975 mg/ml, identificandose esta
como la Concentracion Minima Bactericida (CMB). Lo que muestra que el efecto

es dosis-dependiente, pasando de bacteriostatico (CMI) a bactericida (CMB).
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Tabla 13

Actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frenfe a Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, por método de disco difusion.
Aceite esencial Repeticiones
Volumen Concentracion Halo de inhibicion (mm) PROMEDIO
Tratamientos (mm)
(") (mg) | I 1] \Y; v VI VII Vil
T-1 2,5 2,116 8,75 8,55 8,25 7,71 7,51 8,29 8,19 8,12 8.17
T-2 5 4,231 8,8 8,84 8,14 8,55 8,62 8,6 8,99 8,91 8.68
T-3 10 8,462 9,54 9,58 9,61 9,7 9,46 9,36 9,29 9,21 9.49
T-4 15 12,924 9,72 9,95 10,06 10,25 10,41 10,57 10,28 10,21 10,18
T-5 20 16,924 11,47 11,76 12,13 12,06 12 12,15 12,36 11,89 11,08
T-6 25 21,155 15,2 14,97 14,44 15,02 14,72 15,24 15,1 15,03 14.97
T-7 30 25,386 20,11 18,08 18,92 17,58 18,36 18,6 18,86 19,03 18.69
Control (-) <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6 <6

Fuente: Elaboracion propia
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Para conocer el comportamiento de los datos obtenidos y poder determinar si

usaremos una prueba estadistica paramétrica o no paramétrica se realizara una

prueba de normalidad.

Tabla 14

Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk.

Pruebas de normalidad

Diametro del halo de inhibicién con 2,5 pl de
aceite

Diametro del halo de inhibicién con 5 ul de
aceite

Didmetro del halo de inhibicién con 10 pl de
aceite

Didmetro del halo de inhibicién con 15 pl de
aceite

Didmetro del halo de inhibicién con 20 pl de
aceite

Diametro del halo de inhibicién con 25 pl de
aceite

Diametro del halo de inhibicién con 30 pl de
aceite

*, Esto es un limite inferior de la significaciéon
verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
0,200 8 0,200* 0,956 8 0,768
0,188 8 0,200* 0,912 8 0,369
0,163 8 0,200* 0,963 8 0,839
0,168 8 0,200* 0,982 8 0,973
0,158 8 0,200* 0,964 8 0,843
0,258 8 0,127 0,883 8 0,202
0,201 8 0,200+ 0,960 8 0,814

Fuente: SPSS versiéon 27.0
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Interpretacion

En la tabla 14, los valores de los didmetros de los halos de inhibicion de
Pseudomonas aeruginosa cuando se empleo el aceite esencial de Cymbopogon
citratus “hierba luisa” a diferentes concentraciones, presentan una distribucion
normal ya que los valores de P son mayores a 0,05; lo que nos indica que
debemos aplicar una estadistica paramétrica.

Tabla 15

Clasificacion segun didmetro de halo de inhibicién.

Diametro del Halo de

L Grado de Sensibilidad Efecto Antibacteriano
Inhibicion (mm)

No Efectivo. El aceite no tiene
una accion significativa contra la
bacteria. (Generalmente se toma
como el tamafio del disco/pozo
sin actividad).

Efecto Moderado. EI aceite
inhibe el crecimiento de la
bacteria, indicando una actividad
aceptable.

<8 mm Nula / Resistencia

> 8 mm hasta £14 mm Sensible (+)

Buen Efecto (Potente). El aceite
tiene una actividad
antibacteriana fuerte y clara.

> 14 mm hasta <20 mm Muy Sensible (++)

Efecto Excelente (Muy Potente).
El aceite muestra una actividad
inhibidora muy amplia contra la
bacteria.

Sumamente Sensible

> 20 mm (+++4)
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Planteamiento de la hipotesis

Ho: u < 14mm; P > 0,05 (el aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa”
presenta un efecto que puede ir desde moderado a nulo)

Hi: u>14mm; P < 0,05 (el aceite esencial de Cymbopogon citratus *hierba luisa”
presenta un buen efecto, 6sea una actividad antibacteriana fuerte y clara).

Tabla 16

Estadistica para una muestra

Estadisticas para una muestra

Didmetro del halo de inhibicién con 2,5 pl
de aceite

Diametro del halo de inhibicién con 5 pl de
aceite

Diametro del halo de inhibicién con 10 pl de
aceite

Didmetro del halo de inhibicién con 15 pl de
aceite

Didmetro del halo de inhibicién con 20 pl de
aceite

Didmetro del halo de inhibicién con 25 pl de
aceite

Diametro del halo de inhibicién con 30 pl de
aceite

. Desv. Desv. Error

N Media S .

Desviacién promedio
8 8,1712 0,40562 0,14341
8 8,6813 0,26925 0,09520
8 9,4688 0,16974 0,06001
8 10,1812 0,26718 0,09446
8 11,9775 0,27233 0,09628
8 14,9650 0,26511 0,09373
8 18,6925 0,74976 0,26508

Fuente: SPSS versiéon 27.0

66



Tabla 17

Prueba t para una muestra

Prueba t para una muestra

Valor de prueba = 14

95% de intervalo de
confianza de la diferencia
Inferior Superior

¢ | Sig. Diferencia
9 (bilateral) de medias

Diametro del halo de

inhibicion con 2,5 ul de -40,645 7 0,000 -5,82875 -6,1679 -5,4896
aceite

Diametro del halo de

inhibicion con 5 pul de -55,872 7 0,000 -5,31875 -5,5439 -5,0936
aceite

Diametro del halo de

inhibicion con 10 pl de -75,504 7 0,000 -4,53125 -4,6732 -4,3893
aceite

Diametro del halo de

inhibicion con 15 pl de -40,426 7 0,000 -3,81875 -4,0421 -3,5954
aceite

Diametro del halo de

inhibicion con 20 pl de -21,006 7 0,000 -2,02250 -2,2502 -1,7948
aceite

Diametro del halo de

inhibicion con 25 pl de 10,295 7 0,000 0,96500 0,7434 1,1866
aceite

Diametro del halo de

inhibicion con 30 pl de 17,702 7 0,000 4,69250 4,0657 5,3193
aceite

Fuente: SPSS versiéon 27.0
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Interpretacion

En latabla 17, al haberse obtenido un valor de P < 0,05, con las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa”
entonces se acepta la hipotesis alternativa, lo que quiere decir que los didmetros
de los halos de inhibicién demuestran una actividad antibacteriana fuerte y clara
frente a Pseudomonas aeruginosa, a 25ul y 30ul, concluyéndose que estas
concentraciones del aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” inhibe

el desarrollo de Pseudomonas aeruginosa.

Sin embargo, si observamos de forma especifica las concentraciones de
aceite con 2,5ul, 5ul, 10pl, 15uly 20ul si bien mostraron valores de significancia
(0,000) inferiores al nivel de a p valor P = 0.05. Esto permite rechazar la hipétesis
nula (HO) y aceptar la hipétesis alternativa (Hi), podemos notar que los valores
de las diferencias de medias son negativas (-5,82875, -5,31875, -4,53125, -
3,81875y -2,02250). Por lo que se concluye que el rechazo de HO no se debe a
gue la media sea mayor, sino a que es significativamente menor a 14 mm.
Entonces, el efecto de estas concentraciones cae claramente en el rango

Sensible o efecto moderado.
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Tabla 18

Determinacion del grado sensibilidad a diferentes concentraciones del aceite
esencial de Cymbopogon citratus ‘*hierba luisa” frente a Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853, segun Duraffourd.

Aceite esencial o
Grado de sensibilidad

., . Mu Sumamente
Volumen Concentracion Nula Sensible y .
N° de sensible sensible

Tratamientos

<a8 9-14 15-19 20 amas

(H') (mg) mm mm mm mm

T-1 2,5 2,116 8,17

T-2 5 4,231 8,68

T-3 10 8,462 9,49

T-4 15 12,924 10,18

T-5 20 16,924 11,98

T-6 25 21,155 14,97

T-7 30 25,386 18,69

Fuente: Elaboracién propia
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Interpretacion

En la tabla 18, se muestra el grado de sensibilidad de acuerdo con los
promedios de inhibicién clasificados segun la escala de Duraffourd.

Se observa que existen dos volimenes de aceite esencial de
Cymbopogon citratus con mayor diametro de halo de inhibicion, en donde se
evidencia que el volumen de 25l de aceite esencial con una concentracion de
21,155 mg/ml gener6 halos de 14,97 mm en promedio clasificandolos en el grado
de sensible y el volumen de 30ul cuya concentracion es 25,326 mg/ml genero
halo de inhibicion promedio de 18,69 mm. Por otro lado, los volimenes de 2,5pl
y 5ul presentaron halos de inhibicion de 8,17 mm y 8,68125 mm clasificando en

el rango de sensibilidad nulo.
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Tabla 19

Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del aceite
esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Concentracion

Tratamiento ( mg/ml) Turbidez UFC/Placa Resultado
T1 16,924 +
T2 17,864 +
T3 18,804 +
T4 19,745 +
T5 20,685 - 0 CMly CMB
T6 21,625 - 0
T7 22,565 - 0
T8 23,505 -
T9 24,446 -
T10 25,386 -
TP Control positivo + Control (+)
TN Control negativo - Control (-)

Fuente: Elaboracion propia

Interpretacion

En la tabla 19, se demuestra que la Concentracion Minima Inhibitoria y
Concentracion Minima Bactericida para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
coinciden el tubo N.° 5. Asi mismo, la CMI y la CMB coinciden en una
concentracion de 20,685 mg/ml, lo que indica que a esta concentracion el aceite
ejerce un efecto bactericida directo, ademas la ausencia de crecimiento en
concentraciones superiores confirma la estabilidad del efecto bactericida. Esta
menor susceptibilidad es coherente con la naturaleza Gram negativa, su

membrana externa y sistemas de flujo.
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Comparar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de Cymbopogon
citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Planteamiento de hipotesis

HO: uSaureus = pPseudomonas ; P > 0,05

Hi: uSaureus # pPseudomonas ; P < 0,05

Tabla 20

Prueba de estadistica de grupo para comparacion de efecto antibacteriano de

Cymbopogon citratus

Estadisticas de grupo

ESPEBACT N Media Desv.
Desviacion
Staphylococcus 56 29,1350  7,87383
Diametros de ~ aureus
halos de inhibicién Pseudomonas
. 56 11,7339 3,60580
aeruginosa

Fuente: SPSS versiéon 27.0
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Tabla 21

Prueba de muestras independientes

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de

igualdad de varianzas pruebat para la igualdad de medias

_ _ _ Diferencia de 95% de intervalo de
F Sig. t gl (biligr ) D'fiﬁg‘iﬁ de error confianza de la diferencia
estandar
Inferior Superior

Se asumen

varianzas 28,347 0,000 15,036 110 0,000 17,40107 115,727 15,10764 19,69450
Diametros de iguales
halos de No se
inhibicion asumen 15,036 77,097 0,000 17,40107 115,727 15,09670  19,70544

varianzas

iguales

Fuente: SPSS versiéon 27.0

Interpretacion

En la tabla 21, se determina que la hipotesis nula se rechaza y se acepta la hipotesis alternativa, afirmando que existe una diferencia
estadistica significativa entre Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Se concluye que la actividad antibacteriana
presenta mayor efecto capacidad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus que frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Capitulo V: Discusién

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa”
frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, con un total de 56 repeticiones para los 7 tratamientos empleados por
especie bacteriana, cuyos tratamientos corresponden a 2,5 ul, 5 ul, 10 pl, 15 pl,

20 pl, 25 ply 30 pl.

En el proceso de extraccion del aceite esencial de Cymbopogon citratus
“hierba luisa” obtenido por el método de arrastre por vapor, el rendimiento
obtenido fue de 0,417% y cuya densidad es de 846,2 mg/ ml, estos resultados
se contrastan con los obtenidos por Blanco et al (2019), quienes obtuvieron un

rendimiento de aceite esencial de Cymbopogon citratus de 0.38%.

El estudio de composicion de compuestos organicos volatiles obtenidos por el
método de cromatografia de gases GC-MSD se obtuvieron un 70 % de
compuestos organicos volatiles de acuerdo a la base de datos espectrales de
National Institute of Standars and Technology Versiéon 11. EI compuesto
encontrado en mayo porcentaje de contenido relativo es el Alpha citral, cis citral
y beta-mirceno. Estos resultados difieren a lo obtenido por Acero et al (2020), en
su estudio de realizaron el andlisis del aceite esencial de Cymbopogon citratus
por cromatografo de gases Shimatzu GC2010 en donde se encontraron un total
de 36 compuestos de acuerdo a la base de datos de NIST08, Wile9L, Pherobase
y en Adam. El compuesto mayormente encontrado expresado en porcentaje fue

de geranial, geraniol y felandreno.
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La actividad antibacteriana generada por Cymbopogon citratus “hierba
luisa” frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, se demostré, que, al concluir
el tiempo de incubacion de 24 horas de la especie bacteriana, se obtuvieron
halos de inhibicion cuyos diametros correspondian a 16,645 mm para 2,5 pl
(2,1156 mg/ml), este halo fue incrementando progresivamente hasta el
tratamiento 7 en donde se obtuvo un halo de inhibicion de 41,6975 mm para un
volumen de 30 pl (25,386 mg/ml), esto nos permite inducir que el efecto generado
por el aceite esencial de Cymbopogon citratus en relaciéon a volumen a
agregarse es directamente proporcional al tamafio del halo. En el estudio
realizado por Revelo (2023), en donde se evalué el efecto generado por el aceite
esencial de Cymbopogon citratus obtenidos del oriente y la costa de ecuador, en
donde se emplearon 25%, 50%, 75% y 100% del aceite esencial sobre Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Porphyromonas
gingivalis, se obtuvieron halos de inhibicion entre 6,80 mm a 19,00 mm. Del
mismo modo en el estudio realizado por Mendoza (2021), determino la actividad
antibacteriana de Cymbopogon citratus frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923, se emplearon diluciones de 25%, 50%, 75% y 100% de aceite esencial,
con ello se obtuvieron halos de inhibicion 20,4 mm al 50%, 36,7 mm al 75% y
37,1 al 100%. Es necesario mencionar que la composicion quimica de los aceites
esenciales de Cymbopogon citratus pueden varias segun las condiciones

climaticas, el suelo y su ubicacién geogréfica.

En la tabla 12 se establece la Concentracion Minima Inhibitoria y
Concentracion Minima Bactericida por el aceite esencial de Cymbopogon citratus
frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 es de 1,834 mg/ml para CMly 1,975
mg/ml para CMB, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Irfan et al
(2010) en donde se evalla la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Cymbopogon citratus frente a 5 cepas bacterianas patdgenas dentro de ellos
sobre Staphylococcus aureus en el cual se determind el CMI inicial de 0,03%,
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CMl final de 0,06 y CMB de 0,06%. Esto demuestra que el efecto causado por el
aceite esencial de Cymbopogon citratus es muy significativo sobre bacterias
Gram positivas.

En la table 13 se puede observar que la actividad antibacteriana del aceite
esencial de Cymbopon citratus frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
se obtuvo un halo de 8,17 mm (2,5 ul) alcanzando los 18,69 mm (30 pl), esto
coincide con En el estudio: Andlisis fitoquimico y actividad antimicrobiana del
aceite esencial y del hidrolato de Cymbopogon citratus frente a Candida albicans,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, realizado por Arde et al (2025),
evaluo el efecto generado por el aceite esencial para Escherichia coli segun la
clasificacion de Duraffourd y Lapraz se encuentra como muy sensible, para el
caso de Pseudomonas aeruginosa cuyos halos de inhibicibn se encuentra
clasificados como sensibles y para Candida albicans el efecto del aceite esencial

fue suficiente para inhibir el crecimiento total para cada tratamiento.

En la tabla 19 se establece que la Concentracibn Minima Inhibitoria y
Concentracion Minima Bactericida determinado por el aceite esencial de
Cymbopogon citratus frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 es de
20,685 mg/ml correspondiente al tubo 5, a comparacion del estudio realizado por
Ajijolakewu et al (2021), quien evalud la eficacia antibacteriana frente a 5
especies bacterianas de interés clinico mediante extracto acuoso y etanélico de
cymbopogon citratus, en sus resultado sefiala que la CMI y CMB para
Pseudomonas aeruginosa en extracto acuoso es de 12,5 mg/mly para el extracto
etandlico no hubo efecto inhibitorio ni bactericida. Esto demuestra que el efecto
causado por el aceite esencial de Cymbopogon citratus no es muy significativo

sobre bacterias Gram negativas.
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CUARTA:

Capitulo VI: Conclusion

El aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538 generd halos de inhibicion
entre 16,65 mm a 41,69 mm, determinando que la concentracion
de 25,386 mg/ml correspondiente a un volumen de 30 pl genero
halos de mayor diametro los cuales segun las pautas de Duraffourd

corresponde a “sumamente sensible”.

El aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 genero halos de inhibicion
entre 8,17 mm a 41,69 mm, determinando que la concentracion de
35,386 mg/ml correspondiente a un volumen de 30 ul genero halos
de mayor diametro los cuales segun las pautas de Duraffourd

corresponde a “muy sensible”.

Se determind la Concentracibn Minima Inhibitoria de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 frente al aceite esencial de Cymbopogon citratus
“hierba luisa” por el método de difusion en medio liquido, se obtuvo
al 99,9% para Staphylococcus aureus a una concentracion de

1,834 mg/ml y para Pseudomonas aeruginosa 20,685 mg/ml.

Se determiné la Concentracibn Minima Bactericida de
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 frente al aceite esencial de Cymbopogon citratus

“hierba luisa” por el método de difusién en agar, se obtuvo una
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QUINTO:

disminucién bacteriana de Staphylococcus aureus a una
concentracion de 1,975 mg/ml y para Pseudomonas aeruginosa
20,685 mg/ml.

La actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538 es mas significativo que Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Realizar estudios sobre la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Cymbopogon citratus “hierba luisa” frente a otras bacterias con

importancia clinica.

Comparar la actividad antibacteriana de Cymbopogon citratus con otras
plantas endémicas de Tacna frente a bacterias y hongos de importancia

clinica.

Se recomienda realizar estudios sobre el efecto generado por el a-citral,
B-mirceno y cis-citral en las distintas vias metabdlicas de bacterias,

parasitos y hongos.
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Figura 01.- Muestra vegetal de Cymbopogon citratus “hierba luisa”

Figura 02.- Extraccion de aceite por metodo de arrastre de vapor
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Figura 03.- Activacion de cepas Staphylococcus aureus ATCC 6538 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Figura 04.- Desnaturalizacion y desproteinizacion de discos de sensibilidad
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Figura 05.- Estandar 0.5 escala McFarland

Figura 06.- Distribucion de discos de sensibilidad de acuerdo al volumen a

suministrarse
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Figura 07.- Administracion de aceite esencial de Cymbopogon citratus “hierba

luisa”

Figura 08.- Distribucion por agotamiento de cepas bacteriana en estudio
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Figura 09.- Baterias de tubos para determinar Concentraciéon Minima Inhibitoria

para Pseudomonas aeruginosa
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Figura 10.- Baterias de tubos para determinar Concentracién Minima Inhibitoria

para Staphylococcus aureus
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Figura 11.- Determinacion de Concentracion Minima Bactericida en placas

para Staphylococcus aureus

Figura 12.- Determinacion de Concentracion Minima Bactericida en placas
para Pseudomonas aeruginosa
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Anexo 1. Cromatografia de gases de aceite esencial de Cymbopogon
citratus

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelidn de Gontrol de Calidad
AV De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Cusco, 18 de Diciembre del 2025

Solicitante : Cristhian Anthony Ramos Maquera
Tipo de Analisis : Perfil de Compuestos organicos volatiles
Método : Cromatografia de Gases GC-MSD
Tipo de Muestra : Liguido denominado Aceite esencial de Hierba Luisa
Cantidad de Muestra : 1 frasco de plastico conteniendo 1.0mL aproximadamente
Almacenamiento 14 °C.

Fecha de Ingreso 102112425

P TR e oA w me o
1 1.64 n-Hexane 000110-54-3 &7 25221 0.04
2 6.00 beta-Myrcene 000123-35-3 91 8408008 131
3 7.12  trans-beta-Ccimene 003779-61-1 ar 549997 0.8
4 739  1,36-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (Z)  003338-55-4 9B 275869 0.4
5 865 Bicyclo[3.1.0)hexane, 6-methylene-  054211-16-4 83 151002 0z
6 875 p-Cymen-T-ol 000536-60-7 81 109934 0z
7 1040 Citronellal 000106-23-0 96 110117 0.2
8 1279 (R)-(+)-beta-citronellol 001117619 96 680448 1.0
9 1326 cis-Ciiral 000108-26-3 96 21307328 208
10 1381 (#)-Lavandulyl Acetate 025905-14-0 78 1561391 22
11 1422 alpha-Citral 000141-27-5 97 28770073 402
12 1471 2-Undecanone 000112-12-9 94 1065461 15
13 1575 Meric acid 004613-38-1 87 74370 0.1
14 16.80 Geranic acid 000458-80-3 91 500537 07
15 17.38 Meryl acetate 0o0141-12-8 72 44426 0.1
16 1849 Chrysanthenone 000473-08-3 89 33619 0.0
17 18596 trans-alpha-Bergamotene 013474-59-4 83 56852 0.1
18 2064 2-Tridecanone 000593-08-8 97 993927 14
18 2415 (E)-beta-ocimeno 005951-61-1 ar 157522 0.2
20 2609 2-Pentadecanone 002345-28-0 &7 T2824 0.1

Cual = Porcentaje de coincidencia con |a base de datos Mist 11
CAS = Numero para identificar la molécula
TR = Tiempo de Retencion, tiempo al cual son detectados (ver cromatograma)

Mota: Los resultados expresa en contenido relalivo de compuestos organicos voldliles en %
presentes en la muestra. Se reporta solo la coincidencia del mas del 70% con Base de datos
espectrales de National Institute of Standards and Technology wersion 11 (NIST vi1)

Quiglico. Jorge Chilguenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espacirometria - UNSAAC.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelién de Control de Calidad
AV De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855
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Cromatograma
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabelién de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS

Condiciones de Andlisis para compuestos organicos volatiles

Cromatografo: Agilent 6890N

Software de Control: Chemstation B.030
Detector de Masas: Agilent 5975B

Energla de lonizacion: 70eV

Modo de lonizacion: Impacto Electrénico (IE)
Modo de escaneo de masas: 40 a 400 uma

Retraso del disolvente: 0.0 minutos

Inyector Automatico: Agilent 76838

Columna: Agilent HP-5MS 5% Fenil Metil Siloxano 30m x 0.25id x 0.5um film

Temperatura del Homo

Inicial 60 °C. incremento de 12 °C/minuto hasta 300 °C, 10 min a 300 °C

Puerto de Inyeccion

Modo : Split (con divisién)
Relacion de Split 1 100:1

Temp. Inicial 1200 °C

Tipo de Gas : Helio

Flujo 21 mUmin

Tiempo de Analisis : 39.78 min
Volumen de Inyeccion :0.1uL

Muestra inyecta : Puro

Referencia

« Pino Alea. J. A. | Curso Intemacional Andlisis de Aceites Esenciales Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco 2014.

« Lynam, K. 2014 Potential Allergens in Aromatherapy Oils by GC/MS Using an Agilent J&W DB-XLB
Capillary Column Agilent Technologies, Inc. 2850 Centerville Road Wilmington, DE 19808 USA 5990-
5293EN

_.éoTJorge CNquenaira Pari
Analista del Laborstorio de Cromatografia y
Espectrometria - UNSAAC.
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