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RESUMEN

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, bacterias comunes en alimentos que se consumen a
diario. Para ello, se realizé una extraccién de aceites, empleando la técnica de arrastre de vapor, y se evalué su
composicién mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas. La actividad
antimicrobiana se establecid con la concentracion minima inhibitoria (CMI), mediante macro-diluciones
compuestas de aceite y agua. A partir de estas se formulé el desinfectante. Como resultados, se encontré que los
dos aceites cuentan con compuestos antimicrobianos como Timol y 2-Bornanone, las CMI obtenidas para la
formulacién fueron: 1:8 y 1:16 de orégano y romero. En conclusion, los aceites esenciales, tienen potencial
inhibitorio y al unificarlos, sus compuestos se potencian, obteniendo halos de inhibicion de hasta 18,2 mm de
diametro.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A DISINFECTANT FROM ESSENTIAL OILS OF MOUNT OREGANO AND ROSEMARY.

The aim of this study was to develop a disinfectant from essential oils of Mount oregano and Rosemary to control
E. coli and S.aureus, bacteria present in the food industry. For this purpose, an extraction of oils was performed
and its composition was evaluated by means of a gas chromatography coupled to a mass spectrometer. The
antimicrobial activity was established with the minimum inhibitory concentration, by means of macrosolutions
composed of oil and water, and from these the disinfectant was formulated. As results, it was found that the two
oils have antimicrobial compounds such as Timol and 2-Bornanone, the CMIs obtained for the formulation of the
disinfectant were of a ratio 1:8 and 1:16 of oregano and rosemary respectively. In conclusion, the essential oils
studied have inhibitory potential and by unifying them, their compounds are enhanced, obtaining inhibition halos
up to 18.2 mm in diameter.
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1. INTRODUCCION

Los productos de desinfeccion son de vital importancia en la industria alimentaria, segin Pérez et al (2017), se
debe realizar limpieza de todos los utensilios, equipos, superficies y ambientes de trabajo para lograr alcanzar las
condiciones de inocuidad, evitando las enfermedades de transmision alimentaria, y cumplir asi, con los estandares
que establecen las leyes del sector alimentario, como la resolucién 2674 de 2013 (Ministerio de Salud y Proteccion
Social, 2013), en la cual, se establecen 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
alimentaria (ETASs), 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 reporta que el
84,2% de las entidades territoriales “en Colombia notificaron brotes de ETA, siendo Antioquia, Cali, Bolivar y
Bogota las que cuentan con el mayor nimero de brotes, de los cuales, se reportaron 483 brotes que involucran
4.550 casos”.

Por otra parte, Cusiche-Pérez y Miranda-Zambrano (2019), informan sobre la alta toxicidad en los alimentos
preparados por los restaurantes o centros de elaboracién de alimentos, debido a las trazas de hipoclorito de sodio
(NaClO), y contaminacién en fuentes hidricas debido a los vertimientos de cloro, por lo que llegan a ser nocivos
para los consumidores finales, es por eso que se deben encontrar nuevas alternativas, sin embargo, existe un
bajo conocimiento sobre el uso de nuevas opciones como lo son los aceites esenciales de plantas aromaticas con
potencial bactericida, y escasos estudios orientados a conocer los multiples usos de los aceites esenciales. La
oferta es escasa en el sector de desinfectantes elaborados a partir de aceites esenciales dentro de la industria
alimentaria, esto se debe a que los desinfectantes convencionales cumplen con su rol de desinfeccion gracias a
su amplio espectro de inhibicién, y se encuentran posicionados en el mercado a un bajo costo.

Con base en lo dicho anteriormente, se pretende demostrar el potencial inhibitorio de los aceites esenciales,
ademéas de enfocarlo en el plan de desarrollo nacional, articulando en los componentes de “tecnologia e
innovacion” , “mi Narifio sostenible” y la estrategia de “agricultura y desarrollo rural” ya que el desinfectante a
elaborar tiene beneficios y caracteristicas que otros desinfectantes convencionales no tienen, brindando no solo
conocimiento e innovacion para el sector de desarrollo productivo en Narifio, sino que también es amigable con el
medio ambiente protegiendo la biodiversidad, generando un mayor apoyo a los productores locales de plantas
promisorias e incentivando a la investigacion sobre los potenciales usos de estas.

De acuerdo a lo anterior se plante6 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 manipulacién de frutas y vegetales, evaluando asi su porcentaje de inhibicién frente
a dichas bacterias por medio de sensidiscos de celulosa e identificando los compuestos inhibitorios de los aceites
esenciales Lippia origanoides y Salvia rosmarinus a través de la cromatografia de gases acoplado a espectro de
masas (GC-MS). Se encontré la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los dos aceites esenciales, para ambas
cepas, obteniendo los factores para la formulacién del desinfectante. Dichas pruebas se realizaron en los
laboratorios especializados de la sede de Alvernia de la Universidad Mariana, en el municipio de San Juan de
Pasto, Narifio, Colombia.

2. MATERIALES Y METODOS

Se tomaron como muestra las plantas de Orégano de monte, provenientes de la vereda la Recta, situada en el
municipio de Taminango corregimiento de el Remolino Panamericano en limites entre los departamentos de
Narifio y Cauca, al suroccidente de Colombia, con coordenadas geogréaficas 1°39'50"N 77°19" 17"W. Segln
Arango-Bedoya et al (2014), el sector se caracteriza por tener un clima tropical seco, con una temperatura
promedio de 24°C, con una baja precipitacién (700 - 900 mm/afio) y “vegetacion tipica de un enclave subxerofitico”

Por otro lado, la obtencién de romero se realiz6 en la vereda el Romerillo, la cual cuenta con una altitud de 2.790
metros. EI Romerillo esta situado al sureste de Cumpamba, y al sur de Motilon, sus respectivas coordenadas
geograficas son 1°08'26"N 77°31' 35"W.

Para la recoleccién, se siguié lo dicho por Granados-Sanchez (2013). Se dejaron pasar las primeras lluvias de la
primera semana del mes de agosto, las cuales suelen prolongarse hasta octubre. La recoleccién se realizé de
acuerdo con técnicas empiricas, con las manos, se recolectaron las hojas caidas de preferencia que ain no se
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encontraran secas, alcanzando una cantidad de 6 kilogramos de hojas Orégano de monte y 10 kilogramos de
hojas de Romero.

2.1 Extraccion por arrastre por vapor

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%, tal y como lo
especifican Garcia y Villota, (2016). Seguidamente, se realizdé una separacién de las hojas con el tallo, raices e
impurezas, y posterior a esto, se cortaron las hojas en partes pequefias aproximadamente de 3 cm para aumentar
el area de contacto material - vapor (Arango-Bedoya et al., 2014), y se procedié a pesar la materia prima.

En la extraccion por arrastre de vapor se realizé una desinfeccién del extractor multipropdsito con una solucién de
NaClO a una concentracion del 5,25%, adicional a ello, se fijaron los pasadores en posicion vertical.
Posteriormente y teniendo en cuenta la investigacion de Garcia y Villota (2016), se suministraron las hojas de la
planta a utilizar. Se colocaron sobre la malla inferior y se cerrd la tapa; se conectaron todas las lineas de vapor de
caldera, vapores producidos, retroalimentacion de liquido y de salida de liquidos por medios 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 ayudd a retener el aceite esencial, el cual posteriormente fue
separado del agua por la operacién unitaria de decantacion.

Se tuvieron en cuenta variables como tiempo y presion, las cuales corresponden a 4 horas y 2 psi respectivamente,
esto a una temperatura de 28°C y humedad relativa de 66% (Garcia y Villota, 2016; Villota, 2015).

Para calcular el rendimiento de extraccion se hizo uso de la ecuacion 1, propuesta por Leoén et al. (2015).

Wae

Wmv

%Rendimiento=

«100 (1)

Donde Wae es el peso obtenido del aceite y Wwv es el peso del material vegetal fresco

Caracterizar los compuestos activos de aceites esenciales mediante cromatografia de gases acoplada a
un espectrémetro de masas.

El analisis cromatografico y la identificacién de los componentes de los aceites esenciales de Lippia origanoides
y Salvia rosmarinus, se realizaron simultaneamente, con un cromatdgrafo de gases combinado con un
espectrometro de masas (GC/MS) SHIMADZU GC17A, donde se tom6 como volumen de la inyeccion 1 uL de
cada aceite esencial extraido

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

2.2 Tincién de Gram

Para el reconocimiento microscépico de cada una de las cepas, se realiz6 una tincién de gram para cada cultivo,
haciendo uso de los reactivos, Violeta de gram, Lugol, Alcohol cetona y Safranina. Se siguid la metodologia de
Esau-Lopez et al.,(2013), donde se afiadié el microorganismo en agua destilada sobre el portaobjetos y se flameo
hasta secar, se tifio el microorganismo con violeta de gram y se enjuago, dicho procedimiento se repitié pero
afadiendo lugol, luego una mezcla de alcohol cetona y por ultimo safranina la cual funciona como un colorante
secundario para tefiir las bacterias que no pudieron retener la violeta de gram.

Se evalué la morfologia de las cepas, con ayuda de un microscopio digital marca Leyca DM500, haciendo uso de
el lente de 100x con ayuda de aceite de inmersion

2.3 Método de antibiograma
Se usaron las cepas verificadas de Escherichia coli ATCC25922 y Staphylococcus aureus ATCC6538P, las cuales

fueron aportadas por el laboratorio de microbiologia de la Universidad Mariana. Las cepas fueron replicadas a
través del método de estriado sistemético con ayuda de un asa metélica. Se dejaron las cepas de S. aureus y E.
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coli de 24 a 48 horas en medio Baird Parker, PTC y Cromocultd respectivamente, se incubaron a 35 °C (pH 7,0y
10 g/L de NaCl) en una atmdésfera humeda con tensién de oxigeno normal, de acuerdo a lo propuesto a diferentes
autores como (Medrano y Medrano, 2020; Cabrera, 2019; Carhuallanqui-Pérez et al., 2020).

Posteriormente, con ayuda de una pinza metalica estéril, se adicionaron los discos de sensibilidad de celulosa
(con el aceite esencial al 100%) en las placas Petri en 3 lugares, no menores de 15 mm del borde de la placa. Se
colocaron las placas Petri (por triplicado) en la incubadora a 35°C por 24 horas.

Pasadas las 24 horas, se procedioé a medir el diametro de los halos de inhibicion con ayuda de un Calibre (pie de
rey) y se compararon los resultados segin la cepa y el medio de cultivo. (Condori y Vilcanzan, 2019).
Adicionalmente 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 més precisa para el halo de inhibicion.

2.4 Determinacién de CMI en E.coli y S.aureus

Para la determinacion de las CMIs se realizaron diluciones de agua destilada-aceite en relaciones 1:1, 1:2, 1:4,
1:8, 1:16 y 1:32; Cabe aclarar que para poder homogenizar la mezcla se utilizé un limpiador de ultrasonido marca
Fisherbrand modelo FB11203. El proceso se realiz6 por un tiempo de 10 minutos a una frecuencia de 35Hz a una
temperatura de 30°C.

Posterior a las diluciones se procedid a realizar un antibiograma por triplicado de cada dilucién para los dos tipos
de aceites en E.coli y S.aureus. Se dejaron incubar a 35 °C por 24 horas y se evalué la relacion cantidad y
crecimiento para los aceites de orégano de monte y romero.

De acuerdo a la metodologia establecida con anterioridad, se determind hacer uso de un disefio experimental
basado en el aspecto cualitativo tomando como referencia la teoria fundamentada, el andlisis se realiz6 de forma
unifactorial con la ayuda del programa InfoStat versién estudiantil, utilizando un nivel de confianza del 95% y un
error aceptado del 5%. Se tomé el porcentaje de inhibicion como variable dependiente y el aceite diluido en agua
como las variables de clasificacion.

2.5 Formulacién del desinfectante

Teniendo en cuenta la CMI para los dos aceites, se realizé una mezcla con los dos, 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 35Hz a una temperatura de 30°C.

2.6 Andlisis del poder bactericida del producto en E. coli y S.aureus

El analisis del poder bactericida del desinfectante se hizo mediante la evaluacion de las cantidades de los dos
aceites esenciales en mL necesarias para inhibir ambas cepas, para esto se tomé la formulacion del desinfectante
y se impregnd en diferentes discos de celulosa con la ayuda de pinzas estériles, se dejé incubar a 35 °C por 24
horas (Medrano y Medrano, 2020), y se procedi6 a hacer la lectura de los halos de inhibicién de cada disco, con
ayuda del software AutoCAD, empleando la misma técnica de medicion utilizada para el antibiograma.

2.7 Disefio de la ficha técnica del desinfectante

Para el disefio de la ficha técnica se siguieron las recomendaciones dadas por Diaz-Castillo et al., (2019), donde
se desarrollaron estrategias por medio de diagramas que permiten identificar los peligros y evaluar los riesgos a
los cuales se podrian exponer las personas y el medio ambiente al hacer uso del desinfectante, se incluyeron las
posibles presentaciones del producto, sus componentes y especificaciones.

202



3. RESULTADOS

Posterior al pretratamiento de la materia prima, se obtuvieron 9,8 kilogramos de hojas de Romero, de lo cual se
logré extraer 78,5 mL equivalentes a 64,76 g de aceite esencial teniendo en cuenta que su densidad es de 0,825
g/mL, por lo cual, se alcanzé un rendimiento de 0,66 % empleando la ecuacion 1.

Para el caso del Orégano de monte, se obtuvieron 5,7 kilogramos de hojas, logrando 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 %.

Los compuestos activos, tiempo de retencién, y cantidad presente en el aceite esencial de Orégano de monte
arrojados como resultado por el GC-MS se pueden observar en la Tabla 1, donde se presentan los componentes
gue se encuentran en mayor proporcion en el aceite esencial y se resalta el compuesto activo que tiene un
potencial inhibitorio, antimicrobiano y bactericida que contribuye en la formulacién del desinfectante.

Tabla 1. Datos de andlisis cromatogréafico de Lippia Origanoides.

No. Pico Tiempo de Cantidad Compuesto
retencion relativa
12 16,620 57,91 Timol
5 11,460 12,88 B-cimeno
3 10,665 5,21 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

Asimismo, para Romero se puede observar en la Tabla 2, los componentes que se encuentran en mayor
proporcion en el aceite esencial, resaltando los compuestos que contribuyen en la formulacion del desinfectante.

Tabla 2. Datos de analisis cromatogréfico de Salvia Rosmarinus.

No. Pico Tiempo de | Cantidad Compuesto
retencion relativa
7 5,922 5,38 B-pineno
18 7,783 4,70 -2-Bornanona
11 6,558 4,89 Eucalyptol
4 5,586 2,65 a-terpineno
2 5,383 2,43 2,6,6-
Trimethylbicyclo

6 5,921 2,24 Sabinene
28 9,833 2,47 Caryophyllene
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Para la siembra de los microorganismos, se utilizaron dos cepas certificadas, ATCC6538P para S. Aureus y
ATCC25922 para E.coli, las cuales fueron dispuestas por el laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Mariana. Previ6 a la siembra, se realizé un reconocimiento microscopico de cada una de las cepas, por medio de
una tincién de gram, como se puede ver en las Figuras 1 y 2. Se encontré que E.coli se encuentra presente en
forma de bacilos largos gram negativos, y S.aureus se encuentra en forma de cocos, de los cuales algunos forman

parejas.

e W’
HiE 1“ ik

Figura 1. Tincion de gram E.coli

Figura 2. Tincién de gram S.Aureus

La evaluacion del efecto inhibitorio del aceite esencial de Orégano de monte y Romero se determiné a las 48 horas
por medio de discos de celulosa. Obteniendo como resultado el halo de inhibicion, se tuvo en cuenta para la
evaluacion la comparacion con un testigo quimico (NaClO).

Por medio de la Figura 3 se observa el crecimiento obtenido de S.aureus en el medio de cultivo PTC donde se
obtuvieron halos de inhibicién con un mayor didmetro.
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@ 29.9mm

Figura 3. Inhibicién de Romero a S. aureus en PTC

Como resultado, para el aceite esencial de Romero, se obtuvieron halos de inhibicion desde 7,38 mm hasta 16,35
mm, presentando mayor inhibicién en la cepa de S.aureus en un medio PTC, con un promedio de 13,19 mm de
didmetro de los halos de inhibicion.

Para la cepa de E.coli, en la Figura 4 se observa el crecimiento obtenido en el medio de cultivo chromocult, ya que
en este medio se obtuvieron halos con mayor medida de diametro, con un promedio de 9,57 mm.

Medio:C.C
PAL. Goly Aegite;
Re plica: 1/ ik i

Figura 4. Inhibicion de Romero a E.coli en Chromocult.

En el antibiograma para Lippia origanoides, se obtuvieron halos de inhibicion desde 50,2 mm hasta 96,5 mm
presentandose mayor inhibicion en la cepa S.aureus en ambos medios, con un porcentaje de inhibicion del 100%
para todas las réplicas, con un promedio de 96,5 mm de didametro de halos de inhibicién. Por otro lado, para E.coli,
se presentd mayor inhibicién del aceite en el medio PTC, con un promedio de halos de 77,9 mm.

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
que S.aureus debido a su mayor adaptacion y mecanismos de resistencia. Sin embargo, a pesar de que los dos
microorganismos son resistentes, se presentd inhibicion en especial por parte del aceite esencial de Lippia
Origanoides, esto se debe a su alto contenido de Timol.

Para la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales estudiados, se encontré que la CMI en la cepa
E.coli es de una dilucién 1:8 en relaciéon agua destilada-aceite esencial de orégano de monte, lo que representa
el 6,25% de aceite, por otro lado, para el aceite esencial de romero la CMI en esta cepa se encontré en una
dilucién con una relacién 1:16 de agua destilada-aceite, lo que representa una cantidad del 3,125% de aceite.
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Para la cepa de S.aureus la CMI con el aceite esencial de orégano de monte y romero se encontré en una relacién
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 los aceites se encuentran en una mayor proporcion y esto permite realizar la
desinfeccion de manera efectiva para ambas cepas.

El estudio del antibiograma del desinfectante en E.coli y S.aureus, se determind por medio de un analisis de
varianzas, y un test tukey por separado, y con las dos cepas, tomando un nivel de confianza del 95% y un error
permitido de 0.05.

Tabla 3. Andlisis de la varianza de antibiograma del desinfectante en E.coli y S.aureus.

Cuadro de analisis de la varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC g CM F p-valor
Modelo 636,2 3 212,0 16,3 0,016
Tratamien
to 636,2 3 2120 16,3 0,016
Error 267,2 8 334
Total 9034 11

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0,00000

Error: 0,0500 gl:1

Tratamien
to Medias n E.E.

Blanco 0,00 3 334 A

SAR1:AO

1 10,53 3 3,34 B

EAR1:AO

2 17,41 3 3,34 C

TQ 18,13 3 3,34 D

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

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 3, se puede observar que el p-valor obtenido es del 0.0165,
siendo menor a la significancia estadistica la cual corresponde a un valor del 0,05, y por esta razén se entiende
gue los valores obtenidos son significativos.

Posterior a esto se realizo 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 parametro EAR1:AO2, representa la combinacion realizada en relaciéon 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 inhibicién del 17,41%.

Teniendo en cuenta los halos de inhibiciébn obtenidos de la combinacion de los aceites esenciales, se realiz6 la

formulacién del desinfectante con los resultados obtenidos de la relacion EAR1:AO2, ya que su similitud con un
desinfectante comun es del 92,16%, dado que el &rea de inhibicién del testigo quimico es de 240,528 mm2 vy el

206



resultado obtenido en la combinacion de E.coli es de 221,671 mm2 con respecto al total del area de la caja petri,
la cual es de 7313,84 mm2.

Para el disefio de la ficha técnica del producto se disefié un boceto de esta, en donde se presenta la informacion
necesaria para que el consumidor haga un uso correcto del producto, en la Figura 5 se aprecia una vista general
de como se presenta la ficha hacia el operario o el usuario que adquiera el desinfectante y las medidas de
seguridad a tener en cuenta.

NFPA 704: Inflamabilidad (0): Producto no Inflamable, Salud (1),
Poco peligroso, Reactividad (0): Estable.

0

LIMPIADOR DESINFECTANTE Para el cadigo HMSI 11l se emplea la siguiente

descripcion:
- Salud (1): Posible dafio menor reversible o irritacion,
Inflamabilidad (0): Materiales que no se queman
D Peligro Fisico (0): Materiales que son normalmente
estables aun bajo condiciones de fuego y no
@ reaccionan con el agua, polimerizan, descomponen,
condensan o reaccionan
PROTECCION PERSONAL No explosivos. Proteccién personal (F): Se
recomienda el uso de gafas de seguridad, guantes,

delantal de proteccion y tapabocas
N + e

Figura 5. Medidas de seguridad del producto

4. DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

4.1 Extraccion de aceites esenciales.

El rendimiento obtenido para el aceite esencial de Romero concuerda con los estudios realizados por Vélez-
Mendoza et al. (2019) en donde se hace uso del método de arrastre por vapor, empleando 100 g de materia
vegetal y obteniendo 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 llevd a cabo con las hojas hiimedas 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 previ6 a la extraccion.

Por otro lado, para el rendimiento del aceite esencial de Orégano de monte, los resultados concuerdan con los
estudios realizados por Vera y Zambrano (2017), en donde se emplean 60 g de materia vegetal, obteniendo un
rendimiento del 0,83% por lo que los resultados obtenidos, son superiores a este estudio, no obstante en el estudio
de Vera'y Zambrano no se realiz6 un pretratamiento adecuado de la materia prima, como la reduccién de particula
para aumentar la superficie de contacto y un proceso de secado mas controlado. Analisis de la varianza de
antibiograma del desinfectante en E.coli y S.aureus.

4.2 Compuestos activos de aceites esenciales.

Con respecto a los compuestos activos mayoritarios, se encontré que, los resultados para el Orégano de monte
(tabla 1) se pueden aproximar con los resultados encontrados por Stashenko y René-Martinez, (2010), quienes
en su investigacion comparativa de metabolitos secundarios volatiles encontraron timol (56%), p-cimeno (13%) y
1,8 cineol (9%) (Stashenko y René-Martinez,2010), de igual manera en el estudio realizado por Figueroa et al,
(2013), se encuentra que la extraccién se hizo por el método de arrastre con vapor, y que el compuestos
mayoritario presente en el aceite de orégano de monte es el timol (83 %), seguido de p-cimeno (5,5 %), B-mirceno
(3 %), y-terpineno (2,5 %) (Figueroa, et al, 2013).

Para los compuestos activos presentes en el aceite esencial de Romero, se pueden apreciar en la tabla 2 como
los resultados se asemejan a los estudios realizados por Hurtado,(2016), quien en su investigacion encontro [3-
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pineno (3,4%), Eucalyptol (20%) y a-terpineno (2,5%), de igual manera en el estudio realizado por Pulido-Arango
et al,(2018), encontramos que los compuestos mayoritarios presentes en el aceite de Romero son, el Eucalyptol
que sirve como antiséptico y desinfectante ante procesos virales, seguido de a-pineno y 2-Bornanona el cual
contiene actividades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes, lo cual ofrece un beneficio para el
desarrollo del desinfectante, aportando mas caracteristicas indirectas en la desinfeccion.

4.3 Tincion de Gram.

La identificacion de las cepas se basan en las caracteristicas morfolégicas de E. coli y S.aureus, las cuales
coinciden con las investigaciones de Pulido-Arango et al.,(2018), quien dice que E.coli se encuentra integrada con
bacilos Gram negativos, no esporulados, méviles con flagelos peritricos y segin Pasachova-Garzén et al., (2019)
el S.Aureus, es un coco inmévil, de 0,8 a 1 micrometro de diametro, y puede llegar a formar racimos de uvas
cuando se juntan, responde positivamente a la tincion de Gram y no posee movilidad.

4.4 Antibiograma.

Los resultados obtenidos para el aceite esencial de Romero en las dos cepas, 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 pidgenos, 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 inhibicion, de igual forma segun Valdivieso-Ugarte et al.,(2019) ha 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 del desinfectante.

El antibiograma del aceite esencial de Orégano de monte en las dos cepas, presenta halos de inhibicién desde
50,2 hasta 96,5 mm, con una inhibicidon del 100% en S.aureus. Los resultados obtenidos, concuerdan con los
estudios realizados por Lépez, (2018), quien indica que se determind 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 dilucién, de igual manera para la cepa Escherichia coli.

De acuerdo a los antibiogramas realizados, se pudo evidenciar que existe actividad antimicrobiana en los aceites
esenciales de orégano de monte y romero, no obstante se encontré que E.coli es una bacteria que posee mayor
resistencia que S.aureus debido a su mayor adaptacion y mecanismos de resistencia. No obstante, a pesar de ser
microorganismos resistentes, se presenté inhibicién en especial por parte del aceite esencial de orégano, esto se
debe al alto contenido de Timol, esté comportamiento tienen concordancia con respecto a los estudios de
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.

4.5 Determinacién de CMI

La CMI de E.coli, se encuentra en una dilucién 1:8 en relacién agua destilada-aceite esencial de orégano de
monte, y 1:16 con aceite de romero, mientras que en la cepa S.aureus, la CMI se encuentra en una relacion 1:32
para ambos aceites esenciales.

Los resultados obtenidos, concuerdan con los de 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 dilucién de
1:32 el cual en porcentajes es 1,156% de aceite. También, hay concordancia con lo dicho por Martinez-Cotrina y
Vasquez-Lescano, (2022), donde se 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.

4.6 Analisis del poder bactericida del producto

Finalmente, La investigacion concuerda, ya que, segun Llanos, (2022) se realizaron 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 de inhibicion promedio de 11,1; 16,2; y 21,9 mm de diametro
respectivamente frente a Escherichia coli, mostrando efecto antibacteriano.

Finalmente, se sabe que hay inhibicion por parte de los aceites esenciales hacia los microorganismos debido a
sus compuestos activos, esto lo puede confirmar estudios como el de Castillo y Becerra (2019), quienes explican
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que se ha 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, por lo que es coherente
presenciar halos de inhibicion en las cepas de estudio.

5. CONCLUSIONES

Existe un mayor rendimiento en la extraccion de aceite de orégano de monte 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%.

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 difusidn sobre las caracteristicas de estas plantas. Para el presente caso,
se presencia el compuesto de Timol para el Orégano de monte, y 2-Bornanone para el Romero que sirven como
compuestos antimicrobianos ideales para el desarrollo del desinfectante, sin embargo, se cuenta 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 arométicas.

Para la formulacion del desinfectante se requiere mas aceite esencial de Orégano de monte, encontrandose en la
dilucién en relacion 1:8 para E.coli y 1:32 para S.aureus, mientras que el aceite esencial de Romero cuenta con
una relacién agua destilada - aceite de 1:16 y 1:32. Esto genera una mayor viabilidad técnica y econémica, debido
a gue se necesitara 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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