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Introduccion

El presente trabajo busca un desarrollo verificable y replicable de un desinfectante natural con
potencial inhibitorio sobre los patdégenos Gram positivos (Staphylococcus Aureus) y Gram
negativos (Escherichia coli), presentes en las superficies del sector industrial alimentario, donde
se trabaja la manipulacion de alimentos para el consumo humano. Cabe resaltar que el sector de

estudio para este proyecto sera la region de Narifio.

Por medio de este trabajo se desea reconocer los principales factores para la elaboracion de un
desinfectante que ayude a la limpieza y desinfeccién en la industria alimentaria, y que a su vez no

incluya componentes perjudiciales para la salud de los seres humanos.

Se pretende demostrar el potencial inhibitorio de los aceites esenciales obtenidos a partir de
fuentes naturales, ademas de enfocarlo en el plan de desarrollo nacional, articulando en los
componentes de “tecnologia e innovacioén” , “mi Narifio sostenible” y la estrategia de “agricultura
y desarrollo rural” ya que el desinfectante a elaborar tiene beneficios y caracteristicas diferenciales
respecto a otros desinfectantes convencionales, lo cual brinda no solo conocimiento e innovacion
para el sector de desarrollo productivo en Narifio, sino también un aporte positivo con el medio
ambiente protegiendo asi la biodiversidad, generando un mayor apoyo a los productores locales de

plantas promisorias e incentivando a la investigacion sobre los potenciales usos de estas.

El alto consumo de productos quimicos convencionales como el hipoclorito de sodio, se da
debido a la falta de conocimiento y estudios sobre las multiples propiedades que poseen las plantas
promisorias, el cual puede llegar a ser corrosivo a la hora de consumir pequefias trazas en los
alimentos o el dafio a las fuente hidricas al ser vertido por los canales de desecho, es por eso que el
objetivo del trabajo es desarrollar un desinfectante a partir de aceites esenciales de orégano de
monte (Lippia origanoides) y romero (Salvia rosmarinus), para el control de patbgenos como

E.coli y S.aureus en la industria alimentaria Narifiense.
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1. Resumen del proyecto

En la industria de limpieza y desinfeccion existe un escaso conocimiento de los potenciales usos
de las plantas promisorias como lo son el orégano de monte (Lippia origanoides) y romero (Salvia
rosmarinus), ya que estas especies, tienen potencial uso como agente inhibidor antimicrobiano. En
este sentido, el presente estudio tuvo como objetivo el desarrollo de un desinfectante a partir de
aceites esenciales de Orégano de monte y Romero para el control de E.coli y S.aureus, dos bacterias
presentes en la preparacion y consumo de frutas y vegetales. Para ello se realizé una extraccion por
arrastre con vapor para las dos plantas aromaticas, un antibiograma para cada aceite esencial. La
composicion de cada aceite se determind mediante una cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masa (GC/MS). La actividad antimicrobiana se determin6 por medio de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante un método de macro-dilucion compuesta del
aceite esencial y agua, y segun este se obtuvieron las cantidades minimas, necesarias para la
formulacién del desinfectante. Como resultados, se encontré que los dos aceites cuentan con
compuestos antimicrobianos y/o bactericidas como Timol y 2-Bornanone, las CMI obtenidas para
la formulacion del desinfectante fueron de una relacion 1:8 y 1:16 de aceites esenciales de orégano
y romero respectivamente. En conclusion, los aceites esenciales estudiados, cuentan con un
potencial inhibitorio y al unificarlos, sus compuestos se potencian, obteniendo halos de inhibicion

hasta de 18,2 mm de didmetro.

Palabras clave: Desinfectante; Orégano de monte; Romero; Aceites esenciales; Antimicrobiano.

1.1. Descripcion del problema

Los productos de desinfeccion permiten hacer limpieza de todos los utensilios, equipos, superficies
y ambientes de trabajo, es por eso que son de vital importancia en la industria alimentaria, segun
Pérez et al (2017), es necesario la limpieza del espacio de trabajo para lograr alcanzar las
condiciones de inocuidad, evitando las enfermedades de transmision alimentaria y asi cumplir con
los estandares que establecen algunas normas del sector alimentario, como la resolucion 2674 de

2013, ya que de acuerdo al Ministerio de Salud y Proteccion Social (2013), los productos de
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desinfeccion deben cumplir con ciertos requisitos para las diversas etapas relacionadas con la

manipulacion de los alimentos y materias primas.

Las normas de sanidad en el sector alimentario, existen para evitar la propagacion de
enfermedades de transmision alimentarias (ETAS), causadas por patdgenos, bacterias, virus o
incluso parasitos que estan presentes en los alimentos. Segun MinSalud (2017), es posible producir
toxinas preformadas en los alimentos que pueden llegar a ser ingeridas y afectar la mucosa
intestinal. Es importante resaltar que segun MinSalud (2021), “se reportan que el 84,2 % de las
entidades territoriales en Colombia notificaron brotes de ETA, siendo Antioquia, Cali, Bolivar y
Bogota las entidades territoriales con el mayor nimero de brotes, se reportaron 483 brotes que

involucran 4.550 casos”.

Por otra parte, debido a las altas trazas de hipoclorito de sodio (NaClO) se presenta una alta
toxicidad en los alimentos preparados por los restaurantes. La mayoria de veces los desinfectantes
convencionales pueden ser nocivos para los consumidores finales, es por eso que se deben
encontrar alternativas hacia estos productos; Sin embargo, existe un bajo conocimiento sobre la
utilidad de los aceites esenciales de plantas aromaticas con potencial bactericida, por lo que la
oferta de desinfectantes elaborados a partir de aceites esenciales es aun incipiente dentro del sector
de la industria alimentaria, este comportamiento también se debe a que los desinfectantes

convencionales cumplen con su rol de desinfeccion y se encuentran en el mercado a un bajo costo.

De acuerdo a lo anterior se plantea la formulacion de un desinfectante a partir de aceite esencial
de orégano de monte (Lippia origanoides) y romero (Salvia rosmarinus), para el control de E.coli
y S. aureus en los procesos alimentarios que conlleven la manipulacion de frutas y vegetales,
evaluando el porcentaje de inhibicion del desinfectante, frente a dichas bacterias por medio de
sensidiscos e identificando los compuestos inhibitorios de los aceites esenciales del orégano de
monte y romero a través de la cromatografia de gases acoplado a espectro de masas GC-MS, dichas

pruebas seran realizadas en la sede de Alvernia de la universidad Mariana.

Con base en lo anterior, se plantea la siguiente pregunta de investigacion.

11
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¢Cdémo se puede lograr el 75% de inhibicion para el control de E. coli y S. aureus empleando el
desinfectante elaborado a base de aceite esencial de orégano de monte (Lippia origanoides) y

romero (Salvia rosmarinus)?.

1.2. Justificacién

La FDA resalta que los productos pueden estar contaminados desde su etapa de crecimiento al estar
en contacto con la tierra, agua o fertilizantes, de igual manera en la etapa post-cosecha de los
alimentos, donde el riesgo de contaminacion es bastante alto, debido a que se pasa por distintas
etapas de manipulacion para llegar hasta la distribucion de los alimentos. Es por eso que se debe
realizar una desinfeccion, la cual, segin el Ministerio de Salud de Perd (2022), corresponde a la
disminucion de microorganismos generados ya sea por medios quimicos o fisicos que puedan llegar

a afectar la inocuidad del alimento.

A través de diferentes estudios, Castillo y Becerra (2019), han demostrado que el aceite esencial
de Origanum vulgare L. (orégano), tiene efecto bactericida frente a diferentes bacterias Gram
positivas y Gram negativas, algunas relacionadas con las ETAs.

Los compuestos antimicrobianos son los que permiten la inactivacion o eliminacion de un
microorganismo y dichos compuestos pueden ser encontrados en algunas plantas promisorias. Para
el caso de los aceites esenciales orégano de monte y romero, sus principales compuestos
antimicrobianos son el carvacrol y el timol. Sin embargo, segin Mera-Mendoza (2020), “El
contenido de los componentes puede variar segun la especie, temporada de cosecha y origen
geografico. La accion de los antimicrobianos se da mediante la desintegracion de la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, liberando parte del lipopolisacarido y aumentando la

permeabilidad del ATP (trifosfato de adenosina)”.

En Colombia existen las Normas técnicas sectoriales (NTS) como las NTS 002 y NTS 004 que

incentivan el uso de bioproductos dentro del sector de hoteleria y restaurantes. Teniendo requisitos
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ambientales que promueven la proteccion de la biodiversidad, apoyando programas de proteccion

y uso sostenible.

Por otra parte, la gobernacion de Narifio (2020), establece un plan de Desarrollo Departamental
llamado “Mi Narifo, en defensa de lo nuestro” esta investigacion se articula con la estrategia
denominada mi Narifio competitivo, en el componente ciencia, tecnologia e innovacién, cuyo
objetivo es promover la generacion de conocimiento de alto valor que dé respuesta a las
necesidades sociales y oportunidades de desarrollo productivo. Igualmente, la investigacion se
articula con la estrategia denominada mi Narifio sostenible, cuyo objetivo es implementar acciones
para proteger la biodiversidad, mediante la articulacion de actores que desarrollen politicas
publicas, para el cuidado de los ecosistemas y el aprovechamiento de las oportunidades de
crecimiento verde, esta investigacion también forma parte de la estrategia de agricultura y
desarrollo rural ya que permite agregar valor a sus productos, generando oportunidades de entrada

a mercados mas rentables y la sofisticacion del aparato productivo.

Segun el Gobierno de Colombia (2018), los emprendedores contribuyen al crecimiento, a través
de la creacion de empleo y el desarrollo de nuevos productos y procesos, que conllevan a la

creacion de mercados y competencia dentro de los existentes.

La produccidn de orégano y romero se debe de tener en cuenta para evaluar la rentabilidad del
proyecto, teniendo en cuenta lo anterior, el ministerio de agricultura (2022), expone que el reporte
de produccidn y rendimiento nacional por cultivo por parte del romero es de 3 ton/ha en el 2019.
Para el afio 2020, Cundinamarca se destacé como el mayor productor de romero con 81 toneladas
de la produccion nacional. Este mismo expone que, para el Orégano, el reporte de produccion,
rendimiento y participacion municipal en el departamento de Narifio segin el ministerio de
agricultura indica que hay una produccion de 31,20 Toneladas para el afio 2018 especificamente

en la finca Olaya Herrera, la cual contribuye con un rendimiento de 1,01 Ton/ha.

Posteriormente, se hace uso de la extraccion de los aceites esenciales por arrastre de vapor, es

el método mas comdn para la obtencion de aceites esenciales. Segun Casado (2018), “Es de los
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métodos mas usados en la actualidad a nivel industrial debido a la sencillez del proceso y los buenos

resultados que proporciona en cuanto a cantidad, calidad y pureza de los aceites esenciales”.

El origen de la idea de un desinfectante base de aceite esencial de orégano de monte y romero,
es contribuir de alguna forma con la conservacion del medio ambiente, Cusiche-Pérez y Miranda-
Zambrano (2019) informan que los productos de aseo y limpieza convencionales generalmente se
encuentran compuestos por cloro, que al estar en contacto con compuestos organicos forman
productos clorados, los cuales son bastante abrasivos al ser vertidos en fuentes hidricas y provocan
la muerte de los seres que habitan en esos cuerpos de agua.

Atendiendo a la problematica del vertimiento de cloro a las fuentes hidricas, se busca prevenir
la contaminacion de los cuerpos de agua por dichas acciones, con la idea de disminuir la
contaminacion, prevenir enfermedades y la destruccion del ecosistema mediante el uso de

desinfectantes naturales.

El desarrollo del proyecto de investigacion resalta su importancia para los integrantes de la
comunidad académica representada en docentes y estudiantes universitarios, puesto que con los
resultados obtenidos se tendrd mayor conocimiento en el area de estudio, igualmente se podran
continuar y desarrollar nuevos proyectos con otras materias primas y productos de la region.
Asimismo, con esta investigacion se quiere generar un mayor conocimiento del potencial en plantas
promisorias locales con el fin de generar un mayor apoyo al productor local el cual puede generar

una economia estable con un cultivo rentable.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Desarrollar un desinfectante a partir de aceites esenciales de orégano de monte (Lippia

origanoides) y romero (Salvia rosmarinus), para el control de patdgenos en la industria alimentaria

Narifiense.
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1.3.2. Objetivos especificos

e Obtener el aceite esencial de plantas de orégano de monte y romero como principales
componentes activos de un desinfectante.

e Determinar el potencial de inhibicidn de los aceites esenciales de orégano de monte (Lippia
origanoides) y romero (Salvia rosmarinus) en Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

e Formular un desinfectante a base de aceites esenciales de orégano de monte (Lippia
origanoides) y romero (Salvia rosmarinus) con actividad antimicrobiana efectiva para el control

de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

1.4. Marco referencial o fundamentos teéricos

1.4.1 Antecedentes

A continuacion, se citan en orden cronoldgico las investigaciones realizadas con aceites esenciales

de orégano y romero o plantas promisorias.

Copur et al. (2010), determinaron que el aceite esencial de orégano (Origanum onites) funciona
como desinfectante para huevos incubables. Los autores aplicaron aceite esencial de orégano en
dos dosis 0,55 y 0,75 pl/cm?® y dos tiempos de exposicion, 3 y 6 h. Los huevos tratados con
formaldehido se usaron como control positivo y los huevos sin tratar se usaron como control
negativo. Los resultados que se obtuvieron en la investigacion fueron satisfactorios debido a que
el nimero total de bacterias, levaduras y moho en la superficie de la cascara de huevo se redujo
significativamente por la fumigacion con aceite esencial, dichos resultados se midieron como
UFC/mL. La fumigacién con aceite esencial de orégano produjo una buena reduccién microbiana
en comparacién con el tratamiento con formaldehido. Las actividades microbianas del aceite
esencial se atribuyeron a su interaccion con las membranas celulares microbianas por medio de sus
propiedades fisicoquimicas y formas moleculares que influyen en sus enzimas, portadores, canales

iGnicos y receptores.
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Dos Santos-Rodrigues et al. (2017) estudiaron la capacidad de formacion de biopeliculas de
Staphylococcus aureus de superficies en contacto con alimentos y evaluaron los efectos del aceite
esencial de Origanum vulgare L. (orégano) y carvacrol (CAR) contra las células plancténicas y
sésiles de aislamientos seleccionados, asi como sus efectos sobre la formacion de biopeliculas en

el acero inoxidable a lo largo del tiempo.

De esta investigacion, los autores concluyeron que hubo una alta frecuencia de productores de
biopeliculas entre los aislamientos de S. aureus recuperados de superficies en contacto con
alimentos. El orégano y carvacrol mostraron eficacia para inhibir el crecimiento de células
plancténicas de aislados seleccionados de S. aureus; sin embargo, se necesitaron cantidades mas

altas de estos compuestos para inhibir el crecimiento de células sésiles.

Rodrigues et al. (2018) evaluaron la eficacia del uso del aceite esencial de Origanum vulgare L.
(orégano) y carvacrol (CAR) para eliminar biopeliculas formadas en superficies de acero
inoxidable. Los recuentos de células sésiles (SSC) en biopeliculas jovenes y maduras formadas por
Staphylococcus aureus en superficies AISI304 se evaluaron después de 10 y 15 minutos de
exposicion a orégano y CAR. Se realizaron andlisis de microscopia electronica de barrido para

evaluar la ultraestructura de las células sésiles.

Como resultado, la CMI (Concentracion minima inhibitoria) contra células sésiles fueron
efectivos para erradicar biopeliculas preformadas en poliestireno. Las dosis sub-CMI de 1,25, 0,62
y 0,31 pL/mL de CAR en caldo de carne redujeron los recuentos de células sésiles de los

aislamientos en superficies de acero inoxidable con el tiempo (360 h).

En otro estudio, Vidacs et al. (2018) evaluaron el efecto de eliminacion de biopeliculas de
aceites esenciales seleccionados (canela, mejorana y tomillo) contra biopeliculas inmaduras y
maduras de Escherichia coli y Listeria monocytogenes formadas en superficies de polipropileno
(PP). Los autores utilizaron el disefio de caja de superficie de respuesta-Behnken (BBD) con tres

variables y 17 ensayos para optimizar la concentracion de aceites esenciales (AE) (1,1 a 15,8
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mg/mL), el tiempo de desinfeccion (10 min) y el nivel de pH (4,5 a 7,5) en las soluciones de

desinfeccion a base de AE.

Dalla-Costa, Moura, y Millezi, (2019) determinaron la actividad antimicrobiana anti biopelicula
e identificaron los principales componentes del aceite esencial (AE) obtenido de las hojas de
Cymbopogon flexuosus. La actividad antibacteriana y anti biopelicula se determind frente a
Staphylococcus aureus ATCC 29 213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27 853, Salmonella
Typhimurium ATCC 14 028 y Listeria monocytogenes ATCC 19117. El efecto del aceite esencial
sobre la biopelicula se evalu6 cuantificando el nimero de células viables (UFC) y la biomasa por

analisis cristal violeta (CV).

Los resultados mostraron accion contra L. monocytogenes, S. aureus y S. Typhimurium con
valores de CMI y CMB (Concentracion minima bactericida) de 3,9 uL mL™, mostrando asi una
actividad antimicrobiana satisfactoria, dado que esta fue la concentracion mas baja probada. Para
la actividad antibiofilm, se observo una reduccion significativa (P < 0,05) para S. typhimurium y S.

aureus.

Cabarkapa et al. (2019) se enfocaron en el objetivo para determinar los compuestos bioactivos
en cuatro aceites esenciales (AE) de Origanum heracleoticum, Origanum vulgare, Thymus vulgaris

y Thymus serpyllum y evaluar su actividad antimicrobiana y anti-biofilm contra Salmonella.

Los resultados relacionados con la eficacia de los aceites esenciales y los EOC (los componentes
del aceite esencial, carvacrol y timol) en la erradicacién de biopeliculas preformadas de 48 h de
antiguedad indicaron que la reduccién de la biopelicula se produjo de manera dependiente de la

dosis a lo largo del tiempo.
Da Silva Bomfim et al. (2020) El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antiflngica y

anti aflat oxigénica del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. (REO) frente a Aspergillus

flavus. EI REO se obtuvo por hidrodestilacion y sus componentes mayoritarios se identificaron
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como 1,8-cineol (eucaliptol, 52,2 %), alcanfor (15,2 %) y a-pineno (12,4 %) mediante GC/MS y
NMR.

La aplicacién de SOM (3 %) en el aire ambiente también redujo sus recuentos de TMAB y
moho-levadura en un 92 y 84,6 % respectivamente. Si bien el etanol se usa cominmente para la
desinfeccion de ambientes, equipos y superficies, el SOM es una alternativa importante que

también se puede usar para la desinfeccion de varias superficies y del aire.

Lira et al. (2020) evaluaron la eficacia del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano) y
Rosmarinus officinalis L. (romero) para inactivar células sésiles de Salmonella entérica serovar

Enteritidis 86 (SE86) en biopeliculas jovenes y maduras formadas sobre acero inoxidable.

De esta investigacion se concluy6 que el romero y orégano demostraron eficacia para erradicar
las células sésiles SE 86 en biopeliculas preformadas sobre acero inoxidable, mostrando un efecto

dependiente del tiempo y un modo de accion multiobjetivo en la membrana celular bacteriana.

Rossi et al. (2020) realizaron una revision, en la cual informan sobre las propiedades anti-
biopelicula de los aceites esenciales en el control de biopeliculas bacterianas (inhibicion,
eliminacién y prevencion de la dispersion de biopeliculas) en superficies en contacto con alimentos.
Se discute la relacion entre el efecto de los aceites esenciales y la composicidn, concentracion,
bacterias involucradas y superficies. Ademas, dilucidan los posibles sitios de accion. Los hallazgos
demuestran la alta capacidad de control de biopeliculas de los AE a través de la regulacién de genes

y proteinas implicados en la motilidad, Quorum Sensing y matriz de exopolisacaridos (EPS).

En la investigacion de Senturk, Gul, y Kilic (2021) desarrollaron un desinfectante novedoso a
partir de varios aceites esenciales que contienen componentes activos con actividad
antimicrobiana. La mezcla de aceites de orégano, canelay clavo (1: 1: 1) con una concentracion de
aceite del 10 % (SOM) se usé como potencial desinfectante en varias areas y mostro la actividad

antimicrobiana mas alta entre las combinaciones de aceites probadas.
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1.4.2. Marco teérico

A continuacion, se presentan los aspectos mas importantes que dan sustento teorico al desarrollo

de la presente investigacion.

1.4.2.1. Desinfectante. Ford y O’Brien (2014) plantean que el cloro dio su primera aparicion en
un estado gaseoso en 1910 y fue clasificado como un elemento quimico gracias al quimico Sir
Humphrey Davy, el nombre cloro significa verde pélido y fue mayormente conocido tras la
epidemia de colera en Inglaterra, donde se identifico el potencial desinfectante del cloro y fue de

gran ayuda para poder combatir la epidemia de 1854.

“El cloro es generalmente considerado un oxidante no selectivo altamente destructivo, que
reacciona con una gran variedad de compuestos subcelulares y afecta los procesos metabélicos. El
compuesto actla sobre la membrana celular, cambiando su permeabilidad, inhibe el transporte de

sustancias, fragmenta las proteinas y reacciona con los nucleotidos” (Porcel et al., 2013).

1.4.2.2. Aceites esenciales. Ortufio-Sanchez (2006) expone que los aceites esenciales son
utilizados desde el siglo XVI por Paracelso el cual preparaba medicamentos naturales a base de
aceites esenciales de distintas plantas debido a sus componentes, actualmente los aceites esenciales
hacen parte del mercado y se han experimentado nuevos productos a base de distintas plantas

promisorias debido a sus propiedades y caracteristicas.

Padrini y Lucheroni (2000) plantean que los aceites esenciales, dependiendo el tipo de planta
contienen una mezcla de sustancias distintas como lo son terpenos, alcoholes, ésteres, aldehidos,
entre otras, se presentan en cantidades minimas segun su masa vegetal, los aceites esenciales se

encuentran presentes en las hojas, ramas y piel.

1.4.2.3. Romero. Rodriguez et al. (2017) comenta que el romero es una planta proveniente del
mediterraneo y su inicio data del afio 1950, actualmente sus tallos, hojas y flores son de gran valor

para la industria alimenticia y cosmética, para la obtencion de la planta se debe de tener en cuenta
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que tiene un mejor crecimiento en climas que oscilan entre los 19 °C y 25 °C y crece
aproximadamente entre los 1600 a 2600 msnm y preferiblemente en suelos arenosos y rocosos con

una humedad relativa del 50%.

En la tabla 1, se evidencia que el romero es una planta la cual contiene una alta variedad de

principios activos. Segun Rodriguez et al. (2017):

Al tener un alto contenido en aceites esenciales, cuyos ingredientes activos son flavonoides,
acidos fenolicos y principios amargos, genera una accion tonica y estimulante sobre el
sistema nervioso, circulatorio y corazon, ademas de ser colerético, colagogo,

antiespasmadico, diurético, emenagogo y antigonadotrépico.
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Componentes del romero

Metabolitos Actividad Usos Referencias
biolégica
Promotor del crecimiento e
Canfeno Antifungica inmunoestimulante en peces (Borges et al., 2018) (Karim

como control en tratamiento de
la caspa.

etal., 2017)

Galocatequina

Control de la oxidacion en
alimentos y conservador de
alimentos.

Antioxidante

(Karim et al., 2017).

Timol Insecticida Fumigante natural en el control ~ (Ali et al., 2019) (Kowalski
de plagas. etal., 2018)
Aditivo aromatico en jabones
Terpinoleno  Antiflngica y y como tratamiento en el (Borges et al., 2018) (Ali et
(Elbahnasawy et al., 2019)
Carvacrol Insecticida Fumigante natural en el Fumigante natural en el

control de plagas.

control de plagas.

Rosmaquinon
a

Antioxidante
y
antiinflamator
ia.

Conservador de alimentos

preparados.

(Beltrén et al., 2017) (EI-
Desouky et al.,2019).

Fuente. (Flores-Villa et al., 2020)
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Avila-Sosa et al. (2011) expone que el romero es una planta con un alta adaptabilidad y facil
reproduccién generando una facil exportacion y acceso para utilizarlo en las diferentes areas
requeridas. Su mayor uso se da en la industria de medicina naturalista con fines terapéuticos, esta
planta aromatica también es utilizada en la industria alimentaria o gastrondmica como condimento

y esta planta también tiene un uso aromatico debido a su esencia.

1.4.2.4. Orégano. Segun Klauer (2009), “El orégano se desarrolla desde el nivel del mar hasta
los 3800 m.s.n.m., consiguiendo mejores producciones en alturas comprendidas entre los 2400 a

3000 m.s.n.m”.

Spiridon (2002) plantea que existe una distincion entre los tipos de orégano, siendo orégano el
europeo (Origanum sp) y mexicano (Lippia sp) siendo el primero el mas utilizado debido a su
complicada y amplia diversidad morfolédgica y quimica la cual contiene aproximadamente 49

taxones con 42 especies.

La taxonomia del orégano y mas especificamente del género Origanum se puede observar en la
tabla 2, sin embargo, los compuestos de esta planta varian en cuanto a su contenido de aceite
esencial. Segun Spiridon (2002) generalmente, los taxones que cuentan con mas del 2% de aceite
esencial, se caracterizan por tener como compuestos principales, carvacrol y/o timol (con

cantidades de -terpineno y p-cimeno) o por linalol, terpineno-4-ol e hidrato de sabineno.
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Tabla 2
Componentes del orégano

Compuesto %
Linalool 1,47
Cis sabinene hydrate 18,66
Terpineol 2,76
Linalyl acetate 7,4
Thymyl-metyl-eter 1,52
Thymyl-metyl-eter 2,07

Fuente. (Plaus-Emilia et al., 2001)

Segun Burgos et al. (2016), “El orégano se caracteriza por crecer en diferentes tipos de suelos,
siempre y cuando posean buen drenaje. Ademas, tolera valores de pH alcalinos y le es favorable

una buena disponibilidad de fosforo y nitrogeno”

Ingram’s (2001) expresa que el aceite esencial de orégano, por medio de sus componentes posee
propiedades medicinales, los aceites esenciales pueden ser extraidos por medio de una destilacion
la cual garantiza una alteracion minima de los principios activos, generando que dichas las

propiedades se conservan de mejor forma.
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1.4.2.5. Escherichia coli. Institute of medicine Wasshington D.C (2002) expone que E. coli es
una bacteria bastante simple, al igual que otras bacterias se encuentran presentes en rocas que
existen desde hace miles de afios, por lo que E. coli tiene una existencia bastante prolongada y
almacena toda esa informacion genética desde su existencia hasta la actualidad, sintetizando de la

misma manera las herramientas que le permiten hacer sus funciones celulares basicas.

Sung y Jeong (2009) Comenta que a traves de diversas investigaciones se ha encontrado que E.
coli, puede llegar a ser un buen modelo para los estudios de sistemas debido a su estructura simple,
generando asi la oportunidad de desarrollar estrategias, métodos y herramientas mediante estudios
bioldgicos, también visualizando un potencial uso de este microorganismo para aplicaciones

biotecnoldgicas las cuales podran extenderse a otros organismos, tomando estrategias metabdlicas.

1.4.2.6. Staphylococcus aureus. Palavecino (2007) expone que Staphylococcus aureus ha sido
reconocido a nivel historico como uno de los mayores causantes de enfermedades a nivel mundial
por lo que se encuentra directamente ligado a las infecciones adquiridas por las diferentes
comunidades. Se sabe que dichas infecciones generadas por S. aureus llegaron a ser las causantes
de bastantes muertes en las diversas comunidades cuando ain no se contaba con la disponibilidad
de antibidticos; no obstante, al ser descubierta la penicilina los casos de infecciones producidas por
este microorganismo disminuyeron; sin embargo, a través del tiempo S. aureus desarrollo una

resistencia debido a la produccién de S-lactamasas.

Segun Palavecino (2007), “Staphylococcus aureus es un patogeno versatil asociado con diversas
estaciones de presencia clinica. Recientemente los factores genéticos subyacentes a la virulencia

de esta bacteria se entienden de manera significativa”.

Honeyman et al. (2002) plantearon que Staphylococcus aureus es un microorganismo presente
en la piel de los seres vivos, a pesar de esto llega a ser bastante invasivo hasta el punto de ser
considerado como uno de los mayores causantes de multiples enfermedades en los seres vivos

generando en estos afecciones y alteraciones en el sistema inmune.
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1.4.2.7. Extraccion por arrastre de vapor. Rodriguez-Cabra et al. (2017) comentaron que
existen diferentes formas de extraccion de aceites esenciales. Entre las principales metodologias,
se encuentra el método de destilacion de arrastre con agua-vapor, el cual consiste en traspasar el
material vegetal apoyado en una malla; por otro lado, esta el método de destilacién con vapor
sobrecalentado, donde se genera vapor en una caldera y este arrastra el aceite volatil de la materia

organica

Garcia y Villota (2016) afirman que el método de arrastre de vapor funciona debido a que el
contacto del material vegetal con el vapor genera la produccién de compuestos aromaticos y
esenciales, los cuales son mas volatiles que el agua y esto hace que se vaporice y sean arrastrados

junto con el vapor hasta el condensador, donde son condensados junto con el vapor de agua.

Segun Garcia y Villota (2016), “Las condiciones de operacion permiten obtener el componente
volatil, con impurezas, lo cual lo hace insoluble en agua, ya que el producto destilado formara dos

fases al condensarse, permitiendo asi la separacion del producto y del agua facilmente”.

Suquillo (2017) afirma que en la destilacion por arrastre de vapor una de las condiciones mas
importantes a tener en cuenta es que el componente sea insoluble en agua debido que asi se podra

Ilevar a cabo en la Gltima fase, una separacion de los aceites esenciales del agua.

1.4.2.8. Cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC-MS). McMaster (2008)
propone que en los ultimos 10 afios se han presentado cambios con respecto a la tecnologia,
aumentando la capacidad de almacenamiento en el software siendo cada vez mas sencillos para su
uso y su procesamiento de datos es cada vez mas sofisticado comparado a los sistemas méas antiguos
como lo es el DEC 10, RTE con un sistema de operador bastante anacronico.

McMaster (2008) afirma que el uso de la cromatografia de gases liquidos junto con la masa
espectrometria es utilizada basicamente como una herramienta analitica que ayuda a identificar los

compuestos de una mezcla y facilita el desarrollo de un analisis comercial.
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Existen las aplicaciones por los métodos de HPLC y LC-MS. Segun Stashenko y René-Martinez
(2010):

Mientras que las aplicaciones de HPLC y LC-MS predominan en bioquimica, medicina,
biologia molecular o farmacologia, donde hay que separar biomoléculas, moléculas muy
polares o de alto peso molecular, en ciencias agricolas (e.g., pesticidas) y ambientales (e.g.,
contaminantes prioritarios, etc.) Se usan prioritariamente GC o GC-MS. Los analisis de
aceites esenciales y perfumes, aromas y fragancias, algunos productos naturales, drogas y
sus metabolitos, productos del petroleo, gasolina, aceite Diesel, etc. contaminantes
ambientales prioritarios, residuos de pesticidas, acelerantes de incendios maliciosos,
residuos de explosivos u otros analitos de interés forense, seran los objetos tipicos de
aplicacion de la técnica GC, que emplea diferentes sistemas de deteccion, segun el tipo de
muestra. Entre los detectores GC se destaca el MSD por su capacidad de proporcionar

informacion quimica estructural sobre los analitos presentes en mezclas.

1.4.2.9. Antibiograma. Bernal y Guzman (1984) plantean que se evaltan los microorganismos
utilizando pruebas de sensibilidad como de resistencia por medio de un proceso donde se hace uso
de discos, dicha técnica es descrita por Bauer, Kirby, Sherris y Turk,es utilizada en los laboratorios
clinicos como una prueba répida que ayuda a determinar la inhibicion frente a los microorganismos

y establecer una concentracion inhibitoria minima (CIM).

Diaz-Soto (2013) expone que el método de antibiograma es una prueba que se realiza in vitro y
se realiza con el fin de conocer la reaccidn de los microorganismos con los antibiéticos para poder
confirmar su eficacia determinando si los microorganismos presentan tanto sensibilidad como

resistencia.
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1.4.3. Marco contextual

Para el desarrollo del desinfectante a base de aceites esenciales de orégano de monte y romero se
tomara como muestra las plantas provenientes del municipio de Taminango corregimiento de El
Remolino Panamericano en limites entre los departamentos de Narifio y Cauca, al suroccidente de
Colombia. Segun Arango-Bedoya et al (2014). “La microrregion del estudio se caracteriza por un
clima tropical seco, con temperatura promedio de 24 °C, suelos semiaridos, baja precipitacion (700

- 900 mm/afo) y vegetacion tipica de un enclave subxerofitico”.

Las respectivas coordenadas geograficas 1°39'50"N 77°19' 17"W para el orégano, mientras que
para la obtencion de romero se realizara en la aldea el Romerillo la cual cuenta con una altitud de
2790 metros. EI Romerillo esta situada al sureste de Cumpamba, y al sur de MOTILON, sus
respectivas coordenadas geograficas son 1°0826"N 77°31' 35"W.

1.5. Metodologia

1.5.2. Enfoque de investigacion

La investigacion es secuencial y probatoria, por lo que su enfoque pertenece al ambito cuantitativo.

Segun Hernandez-Sampieri et al (1991):

Cada etapa precede a la siguiente y no se puede brincar o eludir pasos, el orden es riguroso,
aunque, desde luego, se puede redefinir alguna fase. Parte de una idea, que va agotandose
y, una vez delimitada, se derivan objetivos y preguntas de investigacion, se revisa la
literatura y se construye un marco o una perspectiva tedrica. De las preguntas se establecen
hipédtesis y determinan variables; se desarrolla un plan para probarlas (disefio); se miden las
variables en un determinado contexto; se analizan las mediciones obtenidas (con frecuencia
utilizando métodos estadisticos), y se establece una serie de conclusiones respecto de la(s)

hipotesis.
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1.5.3. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion que se va utilizar es experimental, segun Hernandez-Sampieri et al (1991).
“Para esta clasificacion de investigaciones, se manipulan intencionalmente una o mas variables
independientes para analizar las consecuencias que la manipulacion tiene sobre una o mas variables

dependientes dentro de una situacion de control para el investigador” (p. 101).

1.5.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de informacion

A continuacion, se da a conocer la metodologia empleada para el desarrollo de un desinfectante a
partir de aceites esenciales de orégano de monte y romero para el control de E. coli y S. aureus en
frutas y vegetales, realizando un seguimiento por medio de actividades para poder cumplir con los

objetivos especificos.

1.54.1. Obtener el aceite esencial de plantas de orégano de monte y romero como

principales componentes activos de un desinfectante.

1.5.4.1.1. Localizaciéon y cuantificacion de plantas promisorias de orégano de monte
(Lippia origanoides) y romero (Salvia rosmarinus) en el departamento de Narifio. Para la
realizacién de esta actividad se tom6 como muestra las plantas provenientes del municipio de
Taminango corregimiento de EI Remolino Panamericano en limites entre los departamentos de
Narifio y Cauca, y la finca “El Romerillo” la cual esté situada al sureste de Cumpamba, y al sur de
Motilon.

1.5.4.1.2. Recoleccion y transporte de plantas promisorias 6érgano de monte (Lippia
origanoides) y romero (Salvia rosmarinus) hacia el laboratorio de operaciones unitarias de la
Universidad Mariana. Segun Granados-Sanchez (2013), se debe pasar las primeras lluvias de la
primera semana del mes de agosto, las cuales suelen prolongarse hasta el mes de octubre. La

recoleccion se hizo de acuerdo a las técnicas empiricas, con las manos, actividad de la que se
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recolectaron las hojas caidas de preferencia hojas que alin no se encontraran secas. Posteriormente

se transportd la materia prima hacia la sede Alvernia en bolsas de polietileno.

1.5.4.1.3. Realizar pretratamiento (Secado, tamafio de particula) de la materia prima con el
fin de obtener un rendimiento adecuado. Se dejaron secar las hojas al medio ambiente en un lugar
con sombra sobre una superficie de 2 m por 1,8 m, por un tiempo de 8 dias, a una temperatura
ambiente de 18 °C y una humedad relativa del 71 % (Garcia y Villota, 2016). El procedimiento se
llevd a cabo en el laboratorio de operaciones unitarias de la sede Alvernia de la Universidad
Mariana, la sede se cuenta con una altura de 2.651 msnm, y unas coordenadas geograficas
1°1311"N 77°17'52"W. Al transcurso de los 8 dias, se realizd una separacion de la hoja con el
tallo, raices e impurezas, posteriormente se redujo el tamafio de particula de las hojas en un tamafio
aproximado de 3 cm para aumentar el area de contacto material - vapor (Arango-Bedoya et al.,

2014) y se tomo el dato del peso inicial de la materia prima.

1.5.4.1.4. Extraccién de aceites esenciales empleando un extractor multipropdsito
utilizando la técnica de arrastre de vapor. Para la extraccion de las hojas de orégano de monte y
romero, se ingreso la materia prima en el extractor localizado en la sede Alvernia, el cual cuenta

con una fuente de alimentacion de 220V y esta construido en acero inoxidable 304.

Para realizar la extraccion por arrastre de vapor se fijaron los pasadores en posicion vertical.
Posteriormente y siguiendo metodologia de Villota (2015) “se suministraron las hojas de orégano
de monte seco previamente identificado, seleccionado, pesado y triturado. Se colocaron sobre la
malla inferior y se cerrd la tapa; luego se conectaron todas las lineas de vapor de caldera, vapores
producidos, retroalimentacion de liquido y de salida de liquidos por medio de las uniones
universales correspondientes”. A la manguera de salida de liquidos se le instalé un vaso florentino
con capacidad de 250 mL, donde se cargo el 70% de agua, este ayudoé a retener el aceite esencial y

posteriormente fue separado del agua por la operacion unitaria de decantacion.
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Las condiciones de operacion fueron; tiempo de 4 horas, presion de 2 psi, temperatura de 28 °C
y humedad relativa de 66% (Garcia y Villota, 2016; Villota, 2015).

Para el vaciado de la columna se retird la tapa, removiendo los tornillos y se procedié a girar el

equipo e iniciar con el proceso de limpieza.

1.5.4.1.5. Rendimiento del aceite esencial obtenido. Se siguio la ecuacion planteada por Ledn
et al. (2015) para calcular el rendimiento de extraccidn partiendo del peso de la materia prima que

ingresa y sale del proceso, por medio de la Ecuacion 1.

Ecuacion 1. Formula para calcular el porcentaje de rendimiento

%Rendimiento= JVV;:’; x 100

Donde Wae es la masa del aceite y Wy es el peso del material vegetal fresco

También se tuvo en cuenta la densidad del lecho con el que se esta trabajando, con el fin de conocer
coémo afecta en la eficiencia de la extraccion, por lo que se tuvo en cuenta el volumen del contendor

con la materia prima, el cual es calculado por medio de la Ecuacion 2.
Ecuacion 2. Volumen de contenedor (extractor)

V=n*(§)2*hr

Donde O, corresponde al didmetro del lecho en el reactor y hr a la altura del lecho.

Con el volumen del reactor con el que se va a trabajar, se puede proceder a realizar el calculo de la

densidad del lecho por medio de la Ecuacion 3.
Ecuacion 3. Densidad del lecho.

lecho = =
p lecho =—

Donde m, corresponde a la masa que ingresa al reactor, y v al volumen del lecho
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1.5.4.1.6. Almacenamiento de aceites esenciales en envases ambar a una temperatura
adecuada. De acuerdo a las caracteristicas fisicas y quimicas de los aceites esenciales, se realizo
el almacenaje en contenedores herméticos, llenos y protegidos de la luz (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios, 2018). Se depositaron los aceites esenciales de las plantas
promisorias de orégano de monte y romero en envases ambar debido a que son frascos
generalmente de vidrio que se caracteriza por su color el cual tiene el objetivo de filtrar luz

ultravioleta y no deteriorar el aceite esencial.

1.5.4.1.7. Caracterizar los compuestos activos de aceites esenciales de Orégano de monte
(Lippia origanoides) y Romero (Salvia rosmarinus) mediante cromatografia de gases acoplada
a un espectrometro de masa. El analisis cromatogréafico y la identificacion de los componentes de
los aceites esenciales de orégano de monte y romero, fueron realizados simultaneamente, con un
cromatografo de gases combinado con un espectrometro de masas (GC/MS) SHIMADZU GC17A
ubicado en la sede de Alvernia de la Universidad de Mariana, donde se tom6 como volumen de la

inyeccion 1 pul de cada aceite esencial extraido.

Las variables de operacion que se utilizaron para la identificacion de los componentes son, segun
Garcia y Villota (2016), “una presion de 92,3 kPa, con fase movil de Helio AP a flujo de 1,0
mL/min con unatension de 120 V a 220 V para un tipo de columna RTQ-BOND (Restek Bellofonte
30 mx 0,25 mm x 0,10 um)”

1.5.4.2. Determinar el potencial de inhibicion de los aceites esenciales de orégano de

monte (Lippia origanoides) y romero (Salvia rosmarinus) en E. coli y S. aureus.

1.5.4.2.1. Conocer las caracteristicas de crecimiento de E. coli y S. aureus. Se realiz6 una
consulta por medio de diferentes plataformas como lo son SCIELO, DOAJ, entre otros. Con el fin
de determinar cudles son las mejores condiciones de crecimiento de E. coliy S.aureus, las cuales
se pueden apreciar en la tabla 3 y segun esto se determin6 el procedimiento para replicar estas

cepas y evaluacion de su crecimiento.
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Comparacion de condiciones de crecimiento para E. coliy S. aureus segln diferentes autores

AUTOR/ES

MICROORGANISMO

CONDICIONES DE
CRECIMIENTO

(Carhuallanqui-
Pérez et al., 2020)

Staphylococcus aureus

Incubacién a 37 °C durante 24 h

(Cabrera, 2019)

Staphylococcus aureus.

Escherichia coli

Incubacién a 37 °C y agar
Sabouraud dextrosa a 35 (£ 2 °C)
durante 24 horas.

(Medrano y
Medrano, 2020)

Staphylococcus aureus.

Escherichia coli

Incubacién a 35 °C por 2 a 8 horas
aproximadamente hasta que se
produzca un crecimiento moderado.

(Instituto Nacional
de Salud, 2011)

Staphylococcus aureus.

Para su crecimiento requiere de
temperaturas entre 30 a 37 °C, pH
entre 7,0 a 7,5; tolera
concentraciones de sal hasta del
10% Yy una actividad acuosa (aw)
minima de 0,86.

(Castellanos et al.,
2019)

Escherichia coli

Su optimo desarrollo se encuentra
en el entorno de la temperatura
corporal de los animales de sangre
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caliente (35 a 45 °C).

La temperatura 6ptima de
crecimiento vade 35a40 °C yeel
pH 6ptimo

(Castellanos et al.,

2019) Staphylococcus aureus.

oscila entre 7,0 y 7,5 aunque
soportan pH mucho mas extremos.

Se trabajo con cepas certificadas para cada microorganismo, los cuales corresponden a
Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), fueron obtenidas del
laboratorio de microbiologia de la Universidad Mariana. La siembra de los microorganismos se
realiz a una temperatura de 35°C y un tiempo de incubacion de 48 horas de acuerdo a lo expuesto
por Medrano y Medrano, (2020). Para la fase de crecimiento se empled una incubadora marca
binder la cual permitié mantener una temperatura constante para el crecimiento 6ptimo de los

microorganismaos.

1.5.4.2.2. Realizar siembra de E. coliy S. aureus en las condiciones 6ptimas de crecimiento
dentro del laboratorio de la Universidad Mariana. Las cepas fueron replicadas (triplicado), a
través del método de estriado sistematico con ayuda de un asa metalica, las dos cepas tuvieron un
tiempo de incubacion de 24 a 48 horas en medio Baird Parker, PTC y Cromocultd respectivamente,
se incubaron a 35 °C (pH 7,0 y 10 g/L de NaCl) en una atmosfera hiumeda con tension de oxigeno

normal.

1.5.5.2.3. Aplicacion de aceite esencial de orégano de monte y romero en sensidiscos para
el control de E. coliy S. aureus. Se llevaron a la autoclave los materiales: Placas Petri, pipetas,
tubos de ensayo, pinza, hisopos y discos de sensibilidad de celulosa, durante 15 min a 121 °C.
Se impregnaron los discos de sensibilidad con el respectivo aceite esencial (en una
concentracion pura) y se adicionaron, con la ayuda de la pinza estéril, dentro de las placas Petri
en 3 lugares, no menores de 15 mm del borde de la placa (Proceso por triplicado).

Posteriormente se ingresaron las placas Petri en una estufa, incubadora a 35 °C por 24 horas,
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luego se midieron los halos de inhibicién con la ayuda de un pie de rey (Condori y Vilcanzan,
2019).

1.5.5.2.4. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria para E. coli y S. aureus. Para
la determinacion de la CMI se realizaron diluciones de agua destilada-aceite en relaciones 1:1,
1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32. Para homogenizar la mezcla se utilizé el equipo limpiador de
ultrasonido marca Fisherbrand modelo FB11203. El proceso se realiz6 por un tiempo de 10

minutos a una frecuencia de 35 Hz a una temperatura de 30°C.

Posterior a las diluciones se procedio a realizar un antibiograma por triplicado de cada dilucion
para los dos tipos de aceites en E.coli y S.aureus. Se dejaron incubar a 35 °C por 24 horas y se

evalud la relacién cantidad y crecimiento para los aceites de orégano de monte y romero.

Para el analisis de los resultados obtenidos, se realizdé un disefio experimental unifactorial,
basado en el aspecto cualitativo, correspondiente a los halos de inhibicion. EI procedimiento se
llevd a cabo con la ayuda del programa InfoStat, utilizando un nivel de confianza del 95%, se tomé
el porcentaje de inhibicion como variable dependiente y las relaciones de aceite diluido en agua

como variables de clasificacion.

1.5.5.3. Formular un desinfectante a base de aceites esenciales de orégano de monte

(Lippia origanoides) y romero (Salvia rosmarinus) efectivo en el control de E. coliy S. aureus.

1.5.5.3.1. Determinar concentraciones para el desinfectante. Teniendo en cuenta la CMI
para los dos aceites, se realizd una mezcla en una base de agua destinada, en su respectiva
concentracion previamente encontrada, de igual forma para homogeneizar el contenido agua-
aceite, se hizo uso del equipo limpiador de ultrasonido marca Fisherbrand modelo FB11203,

por un tiempo de 10 minutos a una frecuencia de 35 Hz a una temperatura de 30°C.

1.5.5.3.2. Analisis del poder bactericida en E. coli y S. aureus. Para el analisis del poder
bactericida del desinfectante se hizo mediante la evaluacién de las cantidades de los dos aceites

esenciales en mL necesarias para inhibir ambas cepas, para esto se tomé la formulacion del
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desinfectante y se impregné en diferentes sensidiscos de celulosa con la ayuda de pinzas
estériles, se dejé incubar a 35 °C por 24 horas, y se procedié a hacer la lectura midiendo los
halos de inhibicion de cada disco, para la medicion se emple6 el software AutoCAD version
estudiantil, apoyandose de una regla inmersa en las fotografias capturadas, que permitié tomar
una referencia de la medida real, para poder estimar una escala natural 1:1, y asi tener el valor

en milimetros de manera mas precisa para el halo de inhibicién (Medrano y Medrano, 2020).

Para el analisis de los resultados obtenidos, se realizd un disefio experimental para conocer si
los resultados obtenidos representan valores significativos en el estudio, para ello se elaboré un
disefio unifactorial en donde se tomé como factor Gnico la combinacion del aceite y el porcentaje
de inhibicién como variable dependiente, y las concentraciones de aceites como variables de

clasificacion para cada cepa. Para un total de 2 tratamientos uno para cada cepa por triplicado.

Por medio de este procedimiento, se evaluo el crecimiento de las dos cepas frente a la cantidad

minima necesaria de aceite para la formulacion del desinfectante y se genero la siguiente hipotesis.

¢La combinacion de aceite esencial de orégano de monte (Lippia origanoides) y romero (Salvia
rosmarinus) maximizan el porcentaje inhibitorio del desinfectante frente a E.coli y S.aureus a un
75%.?

1.5.5.3.3. Revisar NTC del poder bactericida. La revisién de las Normas Técnicas
Colombianas se hace con el fin de tener una base normativa para el desarrollo del desinfectante,
con el fin de tener claros los estandares minimos requeridos del producto y dar cumplimiento

de los diferentes parametros establecidos.

1.5.5.3.4. Disefiar ficha técnica del desinfectante. Se disefi6 una ficha técnica para permitir
evaluar de una forma maés clara las caracteristicas que posee el desinfectante a base de aceites
esenciales de orégano de monte y romero, contemplando aspectos importantes a tener en cuenta

para el consumidor, como advertencias, presentacion y componentes.
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2. Resultados y discusion

2.1. Localizacion y cuantificacion de plantas promisorias de Orégano de monte (Lippia

origanoides) y Romero (Salvia rosmarinus) en el departamento de Narifio
Se encontro que los proveedores de las plantas aromaticas son:
-Vereda el Romerillo, situada al sur del Motilon, para el caso del romero

-Vereda la recta, situada en el municipio de Taminango, corregimiento el Remolino para el caso

del Orégano de monte.

El orégano de monte, se obtuvo en un sector de produccién con un clima calido; segun InfoAgro

(2020), este tipo de clima brinda mayores posibilidades de tener un crecimiento a la planta.

El romero, se encuentra en la vereda “el Romerillo” con una altitud de 2.790 msnm; lo cual,

segun Rodriguez et al. (2017) le brinda un buen ecosistema de crecimiento a esta planta de estudio.

Por otra parte, la produccién de los dos tipos de plantas es aproximadamente de 3.000

kilogramos al afio.

2.2. Recoleccion y transporte de plantas promisorias Orégano de monte y romero hacia el

laboratorio de operaciones unitarias de la Universidad Mariana

Se recolectaron manualmente 10 kg de romero y 6 kg de orégano de monte, posterior a realizar el
pretratamiento se obtuvieron 9,8 kilogramos para el romero, y 5,7 kilogramos de orégano de monte,

con un ajuste de tamafio de particula de 3 x 3 cm, y una humedad del 78%.

2.3. Cuantificacion del aceite obtenido

Para el caso del romero, se obtuvo un volumen en el reactor de 45804 cm3, y una densidad de lecho

de 0,214 g/cm?. Para esta planta, se logro extraer 78,5 mL de aceite esencial, equivalentes a 64,76
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g, teniendo en cuenta que su densidad es de 0,825 g/mL, por lo que se alcanzé un rendimiento de

extraccion de 0,66 %.

El rendimiento obtenido concuerda con los estudios realizados por Vélez-Mendoza et al. (2019)
en donde se hace uso del método de arrastre por vapor para obtener aceite esencial de romero, en
este estudio emplean 100 g de materia vegetal y obtienen un rendimiento del 0,53% por lo que
existe concordancia en los resultados obtenidos, teniendo en cuenta que en el estudio de Vélez el
proceso se llevo a cabo con las hojas himedas por lo que esto afecto el porcentaje de rendimiento,
ya que se puede obtener mejores resultados al someter la materia prima a un proceso de secado

previo a la extraccion.

Por otro lado, para el orégano de monte, se obtuvo un volumen de 8143 cm3 en el reactor, y una
densidad de lecho de 0,699 g/cm. Para esta planta, se logro extraer 100 mL equivalentes a 91,3 g
de aceite esencial, teniendo en cuenta que su densidad es de 0,913 g/mL, obteniendo un rendimiento
de 1,60 %.

El rendimiento obtenido concuerda con los estudios realizados por Vera y Zambrano, (2017) en
donde se hace uso del metodo de arrastre por vapor para obtener aceite esencial de orégano, en este
estudio emplean 60 g de materia vegetal y realizan 5 réplicas, de las cuales obtuvieron un
rendimiento promedio de 0,83% por lo que los resultados obtenidos, son superiores a este estudio;
no obstante, en el estudio de Vera y Zambrano no se realizd un pre-tratamiento adecuado de la
materia prima, como la reduccion de particula para aumentar la superficie de contacto y un proceso

de secado mas efectivo.

Por otro lado, segin Arango et al. (2009) el factor de empaquetamiento o densidad del lecho y
el tiempo de extraccién influyen en el rendimiento de los aceites obtenidos. A partir de los
rendimientos logrados, se puede decir que al tener menor densidad de lecho su rendimiento sera
menor, tal como se evidencid con la extraccion de romero, la cual tuvo un % de rendimiento de
0,66 a diferencia del orégano el cual obtuvo 1,60% y una mayor densidad de lecho, confirmando

la importancia de este factor.
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2.7. Caracterizar los compuestos activos de aceites esenciales de Orégano de monte y romero

mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masa

2.7.1 Andlisis cromatografico de aceite esencial de orégano de monte

Los compuestos activos presentes en el aceite esencial de orégano de monte arrojados como
resultado por el GC-MS se pueden observar en la siguiente ilustracion 1. De igual forma arroj6 la
composicion del aceite esencial de orégano de monte, tiempo de retencion y la cantidad de cada

compuesto segun el pico como se observa en la tabla 4.

llustracién 1

Perfil cromatografico de aceite esencial de orégano de monte.
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Tabla 4

Datos de analisis cromatogréafico de aceite esencial de orégano de monte

No. Pico Tiemp(_),de Cantidad relativa Compuesto
retencion
12 16,620 57,91 Timol
5 11,460 12,88 B-cimeno
3 10,665 521 B-mirceno
8 12,155 3,61 -terpineno
7 11,580 2,89 1,8-cineol
15 18,405 2,39 trans-cariofileno
10 14,590 2,11 4-terpineol
16 18,905 1,47 -humuleno

Los compuestos activos mayoritarios que se encuentran en la tabla 4 se pueden aproximar con
los resultados encontrados por Stashenko et al. (2007) quienes en su investigacion comparativa de
metabolitos secundarios voléatiles encontraron timol (56 %), p-cimeno (13 %) y 1,8 cineol (9 %)
(Stashenko et al., 2007). De igual manera, en el estudio realizado por Figueroa (2013), se encontrd

que la extraccion se hizo por el método de arrastre con vapor, y que los compuestos mayoritarios
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presente en el aceite de orégano de monte fueron el timol (83 %), seguido de p-cimeno (5,5 %), f-

mirceno (3 %), y-terpineno (2,5 %).
2.7.1 Andlisis cromatogréafico de aceite esencial de romero

Los compuestos activos presentes en el aceite esencial de romero arrojados como resultado por el
GC-MS se pueden observar en la siguiente ilustracion 2. De igual forma arrojo6 la composicién del

aceite esencial de romero, tiempo de retencion, la cantidad de cada compuesto segun el pico como

se observa en la tabla 5.

llustracién 2

Perfil cromatografico de aceite esencial de romero.
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Tabla s

Datos de analisis cromatogréfico de aceite esencial de romero

Tiempo de Cantidad

No. Pico retencion relativa Compuesto
7 5,922 5,38 B-pineno
18 7,783 4,70 -2-Bornanone
11 6,558 4,89 Eucalyptol
4 5,586 2,65 a-terpineno

2,6,6-

2 5,383 2,43 Trimethylbicyclo
6 5,921 2,24 Sabinene
28 9,833 2,47 Caryophyllene
24 8,844 1,97 Endobornylacetate

Los compuestos activos mayoritarios que se encuentran en la tabla 5 se pueden aproximar con
los resultados encontrados por Hurtado, (2016) quienes encontraron S-pineno (3,4%), Eucaliptol
(20%) y a-terpineno (2,5%), de igual manera en el estudio realizado por Pulido-Arango et al.
(2018), se encontr6 que los compuestos mayoritarios presentes en el aceite de romero son, el
Eucaliptol que sirve como antiséptico y desinfectante ante procesos virales, seguido de a-pinenoy

2-Bornanone, el cual contiene actividades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes, lo
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cual ofrece un beneficio para el desarrollo del desinfectante, aportando mas caracteristicas

indirectas en la desinfeccion .
2.8. Crecimiento de E. coli y S. aureus

Las dos cepas fueron incubadas a una temperatura de 35°C por un tiempo de 24 a 48 h, y sus
resultados con respecto al crecimiento se puede observar en la ilustracion 3, ambos
microorganismos presentan crecimiento en los respectivos medios de cultivo.

lustracion 3

Crecimiento de E.coli y S.aureus.

Medio: p1C - CoPR S-aurevl
AMibgrama CN3

Para el reconocimiento microscopico de cada una de las cepas se realizo una tincion de gram
para cada cultivo, donde se reconocieron que para E.coli son en forma de bacilos largos gram
negativos como se observa en la ilustracién 4. Mientras que, para S.aureus se observé forma de
cocos, Yy algunos se encuentran en parejas. La caracterizacién morfoldgica de E. coli y S.aureus
obtenida en la presenta investigacion coincide con el estudio realizado por Pulido-Arango et al.
(2018) quienes dicen que E.coli se encuentra integrada con bacilos Gram negativos, no
esporulados, moviles con flagelos peritricos, y para el caso de S.aureus, Pasachova-Garzén et al.
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(2019) afirma que, el microorganismo corresponde a un coco inmdvil de 0,8 a 1 micrometro de
didmetro, y puede llegar a formar racimos de uvas cuando se juntan, responde positivamente a la

tincion de Gram y no posee movilidad.

llustracién 4

Tincién de Gram para S. aureus y E. coli.

2.10 Aplicacion de aceite esencial de Orégano de monte y Romero en sensidiscos para el

control de E. coliy S. aureus

La evaluacidn del efecto inhibitorio del aceite esencial de orégano de monte y romero se determind
a las 48 horas por medio de sensidiscos de celulosa, obteniendo como resultado el halo de
inhibicion; se tuvo en cuenta para la evaluacion, la comparacion con un testigo quimico (NaClO).

Los resultados obtenidos para los diferentes medios de cultivo se muestran en la tabla 6.
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Halos de inhibicion (mm) del aceite esencial de romero.

Bacteria

Staphylococcus aureus

Tratamiento Medio de Promedio Desv
cultivo
Blanco PTC 0 0
Aceite de romero PTC 13,18 4,98
% Halo PTC 13,66% 517%
Baird-Parker 11,59 1,38
Agar
% Halo Baird- 12,02% 1,43%
Parker

Bacteria Escherichia coli
Tratamiento Medio de Promedio Desv
cultivo
Blanco PTC 0 0
Aceite de romero  Chromocult® 9,57 0,48
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% Halo 9,92% 0,50%
Chromocult

PTC 8,17 0,82
% Halo PTC 8,47% 0,85%

Como resultado, se puede apreciar en la tabla 6, que se obtuvieron halos de inhibicion desde
7,38 hasta 16,35 mm, presentandose mayor inhibicién en la cepa de S.aureus en el medio PTC, con
halos de inhibicién entre 7,71%, 16,34% y 16,94%. Valores porcentuales calculados con base de
calculo los promedios obtenidos y la medida total de la caja Petri (diametro de la caja 96,5 mm).
La cepa S.aureus contd con un promedio de 13,19 mm de diametro de los halos de inhibicién, con
una desviacion de 4,98. Por otro lado, E.coli presentd mayor inhibicion del aceite en el medio
Chromocult, con halos de inhibicién que representan el 10,45%, 9,88% Yy 9,44%. Se presento un

promedio en los halos de 9,57 mm con una desviacion de 0,48.

Estos resultados, concuerdan con el estudio realizados por Solano et al. (2018) donde se
determina el potencial de inhibicion del romero frente al grupo de bacterias como los cocos
piodgenos, grupo en el cual también pertenecen los Staphylococcus. Teniendo como referencia al
streptococcus como microorganismo de estudio para Solano, se obtienen medidas de 11,93 mm de
halo de inhibicién. Asi mismo, segin Valdivieso-Ugarte et al. (2019) han demostrado la eficacia
de los aceites esenciales contra varios patdgenos transmitidos, observando inhibicion de S.aureus
al estar en contacto con el aceite esencial de romero, por lo cual refuerza el uso de estos

componentes para el desarrollo de un desinfectante.
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Halos de inhibicion (mm) del aceite esencial de orégano de monte

Bacteria

Staphylococcus aureus

Tratamiento Medio de cultivo Promedio Desv
Blanco PTC 0 0
Aceite de PTC 96,5 0
orégano
% Halo PTC 100,00% 0,00%
Baird-Parker Agar 96,5 0
% Halo Baird-Parker 100,00% 0,00%
Bacteria Escherichia coli
Tratamiento Medio de cultivo Promedio Desv
Blanco PTC 0 0
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Aceite de Chromocult® 59,76 16,31
orégano
% Halo Chromocult 61,93% 16,90%
PTC 77,9 472
% Halo PTC 80,73% 4,90%

Por otro lado, para el antibiograma realizado con aceite esencial de orégano de monte se puede
apreciar en la tabla 7, que se obtuvieron halos de inhibicion desde 50,2 hasta 96,5 mm
presentandose mayor inhibicion en la cepa de S.aureus en ambos medios, con un porcentaje de
inhibicion del 100% para todas las réplicas, y con un promedio de 96,5 mm de didmetro de halos
de inhibicién con una desviacion de 0, por otro lado para E.coli, se presentd mayor inhibicion del
aceite en el medio PTC, con halos de inhibicion que representan el 76,17%, 80,10% y 85,91%,

presentando un promedio en los halos de 77,9 mm con una desviacion de 4,72.

Los resultados obtenidos, concuerdan con los estudios realizados por Lopez, (2018) quien indica
que el aceite de orégano impide el crecimiento de bacterias, en la cepa Staphylococcus aureus con

un halo de valor maximo de 25 mm al 90% en una dilucion, de igual manera para la cepa E.coli.

De acuerdo a los antibiogramas realizados, se pudo evidenciar que existe actividad
antimicrobiana en los aceites esenciales de orégano y romero, no obstante se encontré que E.coli
es una bacteria que posee mayor resistencia en comparacion a S.aureus, debido a su mayor
adaptacion y mecanismos de resistencia. No obstante, a pesar de ser microorganismos resistentes,
se presentd inhibicién en especial por parte del aceite esencial de orégano de monte, esto se debe

al contenido de Timol, esté comportamiento tienen concordancia con respecto a los estudios de
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Carhuallanqui Pérez et al. (2020) el cual plantea que los compuestos presentes en el aceite esencial

de Orégano permiten desintegrar la membrana externa de las bacterias.
2.11. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria para E. coliy S. aureus

Se encontrd que la CMI de E.coli es de una dilucion 1:8 en relacion agua destilada-aceite esencial
de orégano de monte, lo que representa el 6,25% de aceite, para el aceite esencial de romero la
CMI en esta cepa se encontr6 en una dilucién con una relacion 1:16 de agua destilada-aceite, lo
que representa una cantidad del 3,125% de aceite.

llustracion 5.

Halos de inhibicién de Romero y orégano de monte en S.aureus.

Por otro lado, para la cepa de S.aureus la CMI con el aceite esencial de orégano de monte y
romero se encontro en una relacion 1:32, lo que representa el 1,156% de aceite.

Por lo tanto, se tomaron las cantidades de aceites esenciales formuladas para inhibir E.coli para
la formulacion del desinfectante, debido a que se encuentran los aceites en mayor proporcion y esto

permite realizar la desinfeccién de manera efectiva para ambas cepas.
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Cabe resaltar que, para la debida interpretacion de los resultados obtenidos sobre el analisis
estadistico, se empled el manual de Infostat (2008), el cual explica que, en el anlisis de los datos
obtenidos, se presentan diferencias para cada variable obtenida. Para el caso de esta investigacion
se realizo la evaluacion de los valores obtenidos con el p-valor (0,05) y se analizaron con respecto
a la significancia permitida para evaluar si los resultados son significativos o no. Posterior a esto
se estudio el comportamiento de los tratamientos con la prueba tukey, para verificar si las variables

tienen comportamientos similares entre ellas y se agrupan entre si.

2.11.1. Concentracion minima inhibitoria para aceite esencial de romero

El analisis de la concentracion minima inhibitoria para el caso del aceite esencial de romero se
determind por medio de un andlisis de varianzas y un test tukey, teniendo en cuenta un nivel de
confianza del 95%, tomando una significancia y un error de 0.05, en la Tabla 8 se presentan los

resultados obtenidos sobre el porcentaje de inhibicion presentado para la cepa S.aureus.

Tabla 8

Andlisis de la varianza CMI aceite esencial de romero en S.aureus

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1589,84 5 317,97 452,08 <0,0001
Tratamiento 1589,84 5 317,97 452,08 <0,0001
Error 8,44 12 0,70
Total 1598,28 17

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00000

Error: 0,0500 gl: 1
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Tratamiento Medias E.E
Blanco 0,003 0,482
1:32 6,883 0,48B
1:16 7,183 0,48C
1:8 8,463 0,48D
1:2 11,643 0,48E
1:4 30,263 0,48F

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p
> 0,05)

De acuerdo a los resultados derivados, por medio de la Tabla 8, se puede observar que el p-valor
obtenido es del 0.0001, siendo menor a la significancia estadistica la cual corresponde a un valor
del 0,05, y por esta razén se entiende que los valores obtenidos del factor dilucion, presentan un

efecto significativo sobre la variable dependiente, halo de inhibicion.

Posterior a esto se realiz6 la prueba tukey para identificar como se agrupan los tratamientos y
los resultados obtenidos representan un comportamiento diferente para todos los tratamientos. Por
otro lado, se puede apreciar segun las medias de los tratamientos, como todas las diluciones
presentan potencial inhibitorio, obteniendo la concentracion minima inhibitoria en el tratamiento
con la dilucion 1:32, el cual cuenta con una media de 6,88% de porcentaje de inhibicidn de aceite

en la cepa S.aureus.
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Tabla 9

Andalisis de la varianza CMI aceite esencial de romero en E.coli

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 192,16 5 38,43 13,01 0,0002
Tratamientos 192,16 5 38,43 13,01 0,0002
Error 35,46 12 2,96
Total 227,62 17

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00000

Error: 0,0500 gl: 1

Tratamiento Medias E.E
1:32 0,003 0,992
Blanco 0,003 0,99B
1:4 4,803 0,99C

1:8 6,743 0,99D
1:16 6,773 0,99E

1:2 8,153 0,99F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

De acuerdo a los resultados obtenidos y expresados en la Tabla 9, se puede observar que el p-
valor obtenido es del 0.0002, al igual que las pruebas con S.aureus este valor llega a ser inferior

al valor de significancia estadistica la cual corresponde a un valor del 0,05 y por esta razon se
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entiende que los valores obtenidos del factor dilucion, presentan un efecto significativo sobre la

variable dependiente, halo de inhibicion.

Por medio de la prueba Tukey se encontr6 que todos los tratamientos presentan un
comportamiento diferente. Por otro lado, se puede apreciar segun las medias de los tratamientos,
las diluciones que presentan potencial inhibitorio, y por este medio, se entiende que la
concentracion minima inhibitoria se encuentra en el tratamiento con la dilucion 1:16, el cual cuenta

con una media de 6,77% de porcentaje de inhibicidn de aceite en la cepa E.coli.

2.11.2. Concentracion minima inhibitoria para aceite esencial de Orégano de monte

El andlisis de la concentracion minima inhibitoria para el caso del aceite esencial de orégano de
monte se determind por medio de un analisis de varianzas y un test tukey, teniendo en cuenta un
nivel de confianza del 95%, tomando una significancia y un error de 0.05, en la Tabla 10 se
presentan los resultados obtenidos sobre el porcentaje de inhibicién presentado para la cepa

S.aureus.

Tabla 10

Analisis de la varianza CMI aceite esencial de orégano de monte en S.aureus

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1442,03 5 288,41 2,21 0,1203
Tratamiento 1442,03 5 288,41 2,21 0,1203
Error 1562,76 12 130,23
Total 3004,79 17

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00000
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Error: 0,0500 gl: 1

Tratamiento Medias E.E
Blanco 0,003 6,592
1:32 6,813 6,59B
1:16 7,643 6,59C
1:2 8,323 6,59D

1:8 8,633 6,59E

1:4 _ 28,983 _ 6,59F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

De acuerdo a los resultados obtenidos, por medio de la Tabla 10, se puede observar que el p-
valor obtenido es del 0,1203, siendo superior al valor de significancia estadistica la cual
corresponde a 0,05; por esta razon se entiende que los valores obtenidos del factor dilucién, no

presentan un efecto significativo sobre la variable dependiente, halo de inhibicion.

Adicional a lo anteriormente dicho, por medio de la prueba tukey, se evidencia un
comportamiento diferente para todos los tratamientos. De lo anterior se puede entender que todas
las diluciones presentan potencial inhibitorio, obteniendo la concentracién minima inhibitoria en
el tratamiento con la dilucién 1:32, el cual cuenta con una media de 6,81% de porcentaje de

inhibicion de aceite en la cepa S.aureus.

El resultado obtenido concuerda con Carhuallanqui Pérez et al.,(2020) el cual concluye que el
aceite de orégano tiene una actividad antimicrobiana contra S.aureus. y su CMI es 2%, similar al

CMI de dilucion de 1:32 el cual en porcentajes es 1,156% de aceite.
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Tabla 11.

Anélisis de la varianza CMI aceite esencial de orégano de monte en E.coli

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1355,68 5 271,14 96,67 <0,0001
tratamiento 1355,68 5 271,14 96,67 <0,0001
Error 33,66 12 2,80
Total 1389,34 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00000

Error: 0,0500 gl: 1

Tratamiento Medias E.E
1:16 0,003 0,978
1:32 0,003 0,97B

Blanco 0,003 0,97C
1:8 9,673 0,97D
1:2 15,753 0,97E
1:4 22,043 0,97F

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

De acuerdo a los resultados obtenidos, por medio de la Tabla 11, se puede observar que el p-
valor obtenido es del 0.0001, este valor llega a ser inferior al valor de significancia estadistica la
cual corresponde a 0,05 y por esta razon se entiende que los valores obtenidos del factor dilucién,

presentan un efecto significativo sobre la variable dependiente, halo de inhibicion.
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Por medio de la prueba tukey se encontr6 que todos los tratamientos presentan un
comportamiento diferente. De lo anterior, también se entiende por medio de las medias, que todas
las diluciones presentan potencial inhibitorio y cifras representativas, por medio del andlisis se
entiende que la concentracién minima inhibitoria se encuentra en el tratamiento con la dilucion 1:8,

el cual cuenta con una media de 9.67% de porcentaje de inhibicidn de aceite en la cepa E.coli.

Teniendo en cuenta lo dicho anterior concuerda con Martinez-Cotrina y Vasquez-Lescano,
(2022) el cual concluye que el aceite de orégano tiene una actividad antimicrobiana contra E.coli.

y su CMI es 5%, similar al CMI de dilucién de 1:8, lo que representa el 6,25% de aceite.
2.12. Formular un desinfectante a base de aceites esenciales de orégano de monte y romero

efectivo en el control de E. coli y Staphylococcus aureus

Teniendo en cuenta las CMIs anteriores con sus respectivos porcentajes de aceite, se hace una
dilucion de los aceites, con sus respectivas cantidades de acuerdo a su concentracion, en una base
de 25 mL en agua destilada, homogeneizando el agua y los dos porcentajes respectivos de aceite
por medio del ultrasonido Fisherbrand FB11203 a 35 Hz, para posteriormente realizar un

antibiograma.
Tabla 12

Analisis de la varianza de antibiograma del desinfectante en E.coli y S.aureus

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 636,20 3 212,0716,35 0,0165
Tratamiento 636,20 3 212,07 16,35 0,0165
Error 267,22 8 33,40
Total 903,42 11
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Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,00000

Error: 0,0500 gl: 1

Tratamiento Medias E.E
Blanco 0,003 3,342
SAR1:AO1 10,533 3,34B
EAR1:AO2 17,413 3,34C
TQ 18,133 3,34D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

De acuerdo a los resultados obtenidos, por medio de la Tabla 12, se puede observar que el p-
valor obtenido es del 0.0012, siendo menor a la significancia estadistica la cual corresponde a un

valor del 0,05, y por esta razon se entiende gque los valores obtenidos son significativos.

Posterior a esto se realizd la prueba tukey para identificar como se agrupan los tratamientos, los
resultados obtenidos representan un comportamiento diferente para todos los tratamientos. El
parametro SAR1:AO1, representa la combinacion realizada en partes iguales (1:1) de los dos
aceites esenciales estudiados en la cepa S.aureus. Por otro lado, el pardmetro EAR1:AO2,
representa la combinacidn realizada en relacion 1:2 de los aceites esenciales en la cepa E.coli. De
lo anterior se puede entender que la mejor formulacion para el desarrollo del desinfectante a base
de aceites esenciales se encuentra en el tratamiento para E.coli, el cual cuenta con una media en el
porcentaje de inhibicion del 17,41%. Por otro lado, se evidencia al realizar una comparacién entre
las CMI utilizadas, y las medias obtenidas en la prueba del antibiograma para la formulacion del

desinfectante que existe potenciacion en la actividad inhibitoria.
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llustracién 6

Porcentaje de inhibicion para formulacion del desinfectante

3253 b

24 40

1626 b
8,13 i
0,00 T 1

SAR1:A01 EAR1:A02 Blanco TQ
Tratamiento

Porcentaje de inhibicion (%)

De la ilustracion 6, se puede apreciar como el porcentaje de inhibicién del tratamiento
correspondiente a la formulacion 1:2 de los aceites esenciales de Romero y Orégano de monte
respectivamente para el control de E.coli, cuenta con un el mayor error estandar, sin embargo
presenta el mayor porcentaje de inhibicion en comparacion del tratamiento en relacion 1:1 para el
microorganismo S.aureus, esto se debe a que se cuenta con mayor concentracion de los aceites. El
comportamiento del tratamiento EAR1:AQ2 con respecto al porcentaje de inhibicion se asemeja al
del testigo quimico (NaCl). Sin embargo, al tener un error estdndar bastante mayor, se puede

entender que no se presentan estimaciones bastante precisas en la media.

La investigacion concuerda con los resultados reportados por Llanos, (2022) en la cual se realiza
mezclas de los aceites Origanum vulgare “orégano” y Rosmarinus officinalis “romero” a tres

diferentes combinaciones, las cuales fueron 50%, 75% y 100%, de las cuales se alcanzaron halos
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de inhibicion promedio de 11,1; 16,2; y 21,9 mm de diametro respectivamente frente a Escherichia

coli, mostrando efecto antibacteriano.

Teniendo en cuenta los halos de inhibicion obtenidos de la combinacion de los aceites
esenciales, se realizo la formulacion del desinfectante con los resultados obtenidos de la relacion
EAR1:AQ2, ya que su similitud con un desinfectante comun es del 92,16%, dado que el area de
inhibicion del testigo quimico es de 240,528 mm? y el resultado obtenido en la combinacion de
E.coli es de 221,671 mm? con respecto al total del area de la caja petri, la cual es de 7313,84 mm?2.

De lo anterior, se puede resaltar que se logra dar cumpliendo a la hipétesis planteada, por lo que
si es posible obtener un desinfectante que logre el 75% de inhibicidn para el control de E. coli y

Staphylococcus aureus.

2.13. Revisar NTC del poder bactericida

Por medio de la busqueda, se encontrd que no existen normas para desinfectantes naturales, por lo
que se debe realizar una prueba de efectividad al producto y solicitar una aprobacion al Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA).

Por el momento se puede utilizar como pardmetro de referencia normas como:
-NTC 5150:2003 = Norma técnica para desinfectantes a base de componentes quimicos

-NTC 6427:2020 = Norma técnica para desinfectantes a base de componentes quimicos

No obstante, también se puede realizar una comparacion con respecto a los productos Full-fresh,
el producto con mayor similitud a un desinfectante a base de aceites esenciales para uso en frutas
y vegetales es un jabon para frutas y vegetales, del cual, observando su ficha técnica se encuentra
que hace uso de registros INVIMA y no hace seguimiento de parametros segun normativas, el

producto cuenta con un pH de 7,00 - 8,50 y su presentacion es de 500 cm?.
2.14. Disefiar una ficha técnica del desinfectante

Se obtuvo una ficha técnica, la cual cuenta con su formulacion, la futura presentacion del

desinfectante, sus advertencias y sus formas de uso para evitar los posibles riesgos por lo que se
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evalué por medio de estos posibles peligros, la dotacion necesaria para manipular el producto

dentro de la industria alimentaria.

Se encontro que el producto en aspectos de seguridad no presenta inflamabilidad, es un producto
poco peligroso y con una reactividad estable, por lo que a la hora de manipular el producto en el

sector industrial se debe cumplir con el uso de los elementos de proteccion personal basicos.

Ver Anexo 1. Ficha técnica del producto
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3. Conclusiones

Los rendimientos obtenidos de la extraccion son acertados y significativos, teniendo en cuenta que
el rendimiento en los aceites esenciales por lo general es menor o igual al 1%. Segun lo anterior,
del aceite esencial de orégano de monte (Lippia Origanoides), se obtuvo un rendimiento de 1,75%,

superior al de romero (Salvia Rosmarinus), el cual cuenta con un rendimiento de 0,8%.

Existe una concordancia con respecto a los compuestos obtenidos con respecto a los resultados
de diferentes autores, encontrando diversidad de componentes y funcionalidad en estas plantas, por
lo que se puede desarrollar multiples usos para futuros proyectos, y difusion sobre las
caracteristicas de estas plantas, para el presente caso, se resalta la presencia del compuesto Timol
para el Orégano de monte, y 2-Bornanone para el Romero que sirven como compuestos
antimicrobianos ideales para el desarrollo del desinfectante; incluso, cuentan con compuestos como
a-pineno y 1,8 cineol, que pueden aportar un buen aroma y tienen capacidades anti-inflamatorias

y antioxidantes, por lo que se pueden evaluar futuros proyectos con este tipo de plantas aromaticas.

Se presenta una mayor inhibicion en la cepa S.aureus para el caso de los dos aceites esenciales
por separado, en una concentracion del 100%, esto se debe a que S.aureus es un microorganismo
que presenta menor resistencia en su pared celular, por lo que es mas vulnerable que E.coli. No
obstante, ambas cepas son bastante resistentes y perjudiciales para la salud humana, por lo que la
presencia de inhibicion por parte de los aceites esenciales en ambos microorganismos estudiados
representa factibilidad en el uso de los aceites esenciales como agentes antimicrobianos influyendo
al desarrollo de futuros desinfectantes, la generacion de normas técnicas para un control y

estandarizacion de productos naturales de este tipo.

Para la formulacion del desinfectante se requiere mas aceite esencial de orégano de monte, Ya
que, las mejores relaciones de agua destilada - aceite de orégano fue en 1:8, mientras que, con el
aceite esencial de romero fue en 1:16. Esto genera una mayor viabilidad técnica y econdmica,
debido a que se necesitard menor cantidad de aceite esencial de romero, el cual, al tener un menor

rendimiento, tendra un mayor costo en su obtencion.
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Se resuelve la pregunta de investigacion de forma positiva, ya que, es posible lograr el 75% de
inhibicion para el control de E.coli y S.aureus empleando el desinfectante elaborado a base de
aceite esencial de orégano de monte (Lippia origanoides) y romero (Salvia rosmarinus), con una
formulacién que contiene 3,12% de romero y 6,25% de orégano de monte en agua destilada,

formulacién utilizada para EAR1:AO2 alcanzando una media de 17,41% de inhibicion.

Finalmente, se recomienda realizar un plan de negocios del producto para futuros proyectos,
evaluando la factibilidad de introducir este tipo de desinfectantes en el mercado, el impacto

ambiental, econdmico, politico y social que pueda generar su produccion.
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4. Recomendaciones

Para la creacion del desinfectante se debe priorizar aspecto econémico para la creacion de un
producto sostenible, teniendo en cuenta esta faceta de desarrollo, se trataria como base de la
combinacion el orégano ya que tiene un mayor rendimiento con un valor de 1,60%, a diferencia
del romero, con un rendimiento de 0,66%. Los valores alcanzados, son significativos teniendo en

cuenta que el rendimiento en los aceites se encuentra en rangos menores o iguales al 1%.

Para la formulacion del desinfectante se requiere mas aceite esencial de Orégano de monte,
encontrandose en la dilucion en relacion 1:8 para E.coli y 1:32 para S.aureus, mientras que el aceite
esencial de Romero cuenta con una relacion agua destilada - aceite de 1:16 y 1:32. Esto genera

una mayor viabilidad técnica y econémica.

Por otro lado, se recomienda realizar un plan de negocios del producto para futuros proyectos,
evaluando la factibilidad de introducir este tipo de desinfectantes en el mercado, el impacto

ambiental, econdmico, politico y social que pueda generar su produccion.
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