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Lista de abreviaciones

AE: aceite esencial

AER: aceite esencial de romero

DAER: Desinfectante a base de aceite esencial de romero
DMSO: dimetilsulfoxido

MIC: concentracion minima inhibitoria

MBC: minima concentracion bactericida

Ppm: partes por millon



Glosario

Aceite esencial: Son liquidos volatiles aceitosos e hidrofébicos como mezclas de
alcoholes, aldehidos, cetonas y terpenoides que se encuentran altamente concentrados
generados por diferentes partes de la planta (raices, frutas, hojas, semillas, brotes,
rizomas, flores y plantas enteras) pertenecientes a una especie botanica distinta, los cuales
son los responsables de los olores y sabores caracteristicos de algunos vegetales (Avalos
Garcia and Pérez-Urria, 2010; Rouf et al., 2020).

Coeficiente fenolico, coeficiente fenol o coeficiente de Lancet: Es una técnica de
estandarizacion para comparar el poder bactericida de un compuesto en relacion con el
fenol. El resultado representa el nimero que indica las veces que el desinfectante es méas
potente que el fenol (AOAC, 2000).

Eficiencia germicida: Es el porcentaje de microorganismos que son destruidos por la
accion del desinfectante (Mamani Urquizo, 2008).

Fenol: Es uno de los mas antiguos de los antisépticos quirargicos, hoy en dia ya no es

utilizado como desinfectante por sus efectos corrosivos (Lastra Bello, 2016).

Metabolito primario: Son moléculas de aminoacidos, nucleotidos, azlcares y lipidos,
comunes en todas las células y son necesarias para su funcionamiento y el de los
organismos, estan presentes en todas las plantas y desempefiando las mismas funciones
(Avalos Garcia and Pérez-Urria, 2010).

Metabolito secundario: Son moléculas organicas que no parecen tener una funcién
directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de
solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, en la planta (Avalos Garcia and
Pérez-Urria, 2010).



Terpenos: Son los constituyentes principales de los aceites esenciales, son un grupo de
productos naturales que incluyen todas aquellas sustancias quimicas que derivan

biosintéticamente del &cido mevalonico (AMV) (Pala Paul, 2002).
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Resumen

En este estudio se determino la accion bactericida del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis L. (romero) para ser usado como desinfectante sobre superficies de mesas de
los laboratorios del Area de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de
Cajamarca. Se obtuvo el aceite esencial de romero (AER) mediante destilacion por
arrastre de vapor de agua. Se evalud la eficiencia bactericida del AER al 10 %, 50 %y
100 %, usando como diluyente dimetilsulfoxido (DMSO) y ceftriaxona como control
positivo; también se evaluo la eficiencia bactericida sobre superficie de una formulacion
desinfectante de AER, en un tiempo de contacto de 5 minutos, sobre microorganismos
aislados de las superficies de las mesas de los laboratorios utilizando como control
positivo hipoclorito de sodio al 0,5 %. En el ensayo de la eficiencia bactericida del AER,
las concentraciones del AER al 50 % y 100 % con tiempo de contacto de 1 minuto
presentaron una eficiencia bactericida del 100 % en todos los aislamientos bacterianos
probados; sin embargo, el AER al 10 % solo demostré eficiencia bactericida de 100 % en
el aislamiento M8(1). En contraste, cuando se aplico el AER al 10 % con un tiempo de
contacto de 5 minutos, se observd eficiencia del 100 % en la mayoria de aislamientos,
excepto en el aislamiento M6(1) donde se determiné una eficiencia del 90,38 %. En el
ensayo de la eficiencia bactericida del desinfectante de AER al 50 % present6 una
eficiencia bactericida sobre Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa del 99,9 %y en
Staphylococcus aureus y Bacillus spp. una eficiencia de 79,13 % y 76,47 %,
respectivamente. Se concluye que el desinfectante en base a AER al 50 % mostré una

notable actividad antibacteriana, lo que sugiere su potencial uso como desinfectante.
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Palabras clave: Aceite esencial, Rosmarinus officinalis L, eficiencia bacteriana,

desinfectante, destilacion por arrastre de vapor.

Abstract

This study, the bactericidal action of Rosmarinus officinalis L. (rosemary) essential oil
was determined for use as a disinfectant on the surfaces of the tables in the laboratories
of the Microbiology and Parasitology Area of the National University of Cajamarca.
Rosemary essential oil (REO) was obtained by steam distillation. The bactericidal
efficiency of REO was evaluated at 10 %, 50 % and 100 %, using dimethyl sulfoxide
(DMSO) as diluent and ceftriaxone as positive control; the bactericidal efficiency was
also evaluated on the surface of a disinfectant formulation of REO, in a contact time of 5
minutes, on microorganisms isolated from the surfaces of the laboratory tables using 0,5
% sodium hypochlorite as positive control. In the test of the bactericidal efficiency of
REO, the concentrations of 50 % and 100 % REO with a contact time of 1 minute showed
a bactericidal efficiency of 100 % on all the bacterial isolates tested; however, 10 % REO
only showed a bactericidal efficiency of 100 % on isolate M8(1). In contrast, when 10 %
REO was applied with a contact time of 5 minutes, 100 % efficiency was observed in
most isolates, except for isolate M6(1) where 90,38 % efficiency was determined. In the
test of bactericidal efficiency of the REO disinfectant at 50 %, it presented a bactericidal
efficiency on Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa of 99,9 % and on
Staphylococcus aureus and Bacillus spp. an efficiency of 79,13 % and 76,47 %,
respectively. According to the results, the 50 % REO disinfectant showed a remarkable

antibacterial activity, suggesting its potential use as a disinfectant.
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Key words: essential oil, Rosmarinus officinalis L., bacterial efficiency, disinfectant,

steam distillation.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los laboratorios de microbiologia son el lugar donde se realizan practicas y los
estudiantes manejan muestras bioldgicas como: orina, heces, sangre, suero, plasma,
saliva, exudados faringeos; asi como bacterias, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
spp. Shigella spp, Escherichia coli, Sthapylococcus aureus, Sthapylococcus
saprophyticus, Sthapylococcus epidermidis, entre otras. Por tal motivo hay un alto riesgo
de contaminacion del ambiente, asi como de las superficies inertes y vivas, cuando no se
aplican medidas de limpieza y desinfeccion que forman parte de las principales medidas

de bioseguridad que se tienen que realizar al finalizar el trabajo en el laboratorio.

Las superficies inertes como las mesas de los laboratorios son las zonas mas susceptibles
a la contaminacidn continua; sin embargo, existen procedimientos como la desinfeccion
que reducen o eliminan los microorganismos que permanecen en las superficies después
de la limpieza. Este proceso requiere el uso de sustancias activas quimicas que causen
inhibicion o muerte de las células microbianas como hipoclorito de sodio y etanol (70 °y
96 ) los cuales son desinfectantes utilizados con frecuencia en los laboratorios debido a

su actividad antimicrobiana de amplio espectro (Mcdonnell and Russell, 1999).

Un desinfectante actla sobre los elementos vitales del microorganismo y logra su
reduccion o muerte, lo cual es fundamental para prevenir la transmision de patogenos
infecciosos desde superficies contaminadas. Ademas, un desinfectante ideal se
caracteriza por poseer un amplio espectro de accion antimicrobiano en poco tiempo,

presentar minima toxicidad, no dafar las superficies sobre las cuales se aplica, tener



efecto residual, funcionar en superficies con restos de carga bioldgica, ser de facil
aplicacion, presentar poco olor y ser de bajo costo (Gutiérrez et al., 2008; Martinez Bagur,

2013).

Si bien los desinfectantes comerciales inhiben el desarrollo de microorganismos, pueden
ocasionar dafios si no se usan adecuadamente ya que sus componentes pueden resultar
muy toxicos para nuestro organismo produciendo irritaciones, infecciones y alergias
(MINSA, 2002). Hoy en dia se pretende reemplazar estas sustancias quimicas por
productos naturales debido a los beneficios que podrian proporcionar, asi tenemos que
los aceites esenciales poseen un buen potencial antimicrobiano, antifingico,
antiparasitario, antioxidantes, antiinflamatorias, cicatrizantes, anticancerigenos, entre

otros (Sharifi et al., 2017; Flores Villa et al., 2020; Rouf et al., 2020; Dolghi et al., 2022).

Rosmarinus officinalis L. conocido comiinmente como “romero” es una de las plantas de
mayor importancia dentro de la familia Lamiaceae, es una planta aromatica que presenta
propiedades terapéuticas y debido a su alto contenido de aceites esenciales como: a-
pineno, B-pineno, canfeno, ésteres terpénicos como el 1,8-cineol, alcanfor, linalol,
verbinol, carnosol, rosmanol, - cariofileno tiene efecto desinfectante (Hussain et al.,

2010; Satyal et al., 2017).

El proposito de este estudio fue determinar la accion bactericida del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis L. (romero) para ser usado como desinfectante sobre superficies
de mesas de los laboratorios del Area de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad

Nacional de Cajamarca.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Gonzales et al. analizaron la presencia de microorganismos en superficies inertes (mesas,
charolas y microscopios) de los laboratorios de ensefianza en México con el método del
hisopo empleando una plantilla de 25 x 25 c¢cm. Encontraron mayor frecuencia de
desarrollo bacteriano en las mesas e identificaron Salmonella paratyphi A y Salmonella
spp. como bacterias patdgenas y también aislaron bacterias patdgenas oportunistas
Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermis, Micrococcus luteus, E. coli,
Enterobacter aerogenes, Citrobacter spp., Providencia alcalifaciens y bacilos no

fermentadores (Gonzales Herrera, Lozada Méndez and Santiago Roque, 2014)

Jardak et al. (2017) evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial de romero
por el método de microdilucion, mostrando inhibicion y efecto bactericida contra
Staphylococcus aureus ATCC 9144 y S. epidermidis S61, con una concentracion
inhibitoria minima (MIC) de 1,25 - 2,5y de 0,312 - 0,625 pL/mL respectivamente, y la
concentracion bactericida minima (MBC) fue de 5y 2,5 pL/mL, respectivamente; asi

mismo, este aceite mostrd una inhibicion de la biopelicula de S. epidermidis.

Un estudio para determinar la composicion quimica y propiedades antimicrobianas de
aceite esencial de romero sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli in vitro,
realizado por Abolfazl Jafari y Pashazadeh, usaron 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625y 0,312 % de
aceite esencial para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la minima
concentracion bactericida (MBC). Donde obtuvieron MIC y MBC en S. aureus (0,625 y
1,25 %) y E. coli (1,25 y 2,5 %) respectivamente. Demostrando que el aceite esencial de

romero tiene una notable actividad antibacteriana (Abolfazl and Pashazadeh, 2020).



Una investigacion realizada por Elyemni et al. tuvo como objetivo la evaluacion de la
actividad antimicrobiana del aceite esencial (AE) de R. officinalis recolectado de plantas
cultivadas y silvestres de dos regiones diferentes de Marruecos (Fez y Figuig). Utilizando
los métodos de dilucion en caldo contra levaduras, cuatro cepas bacterianas y dos mohos.
Ambos AE mostraron una buena actividad antimicrobiana hacia bacterias gram positivas
(MIC 0,315-1,25 mg/mL) y sobre bacterias gram negativas (MIC 1.25-5 mg/mL), siendo
P. aeruginosa el microorganismo menos sensible al AE de romero con 2,5y 5 mg/mL de
MIC, finalmente concluyeron que los AE de R. officinalis tienen uso potencial como
antimicrobiano natural en las industrias de alimentos y productos farmacéuticos (Elyemni

etal., 2022).

En Colombia, (Castafio et al., 2010) determinaron la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de romero, mostrando un amplio espectro de accion antimicrobiana tanto para
bacterias gram positivas como gram negativas con MIC entre 512 — 4096 ppm; sin
embargo, un estudio realizado en Pakistan por Hussain et al. (2010), mostré que el aceite
esencial de romero posee muy buenos efectos antimicrobianos sobre bacterias gram
positivas (IZ (zona de inhibicién) 18,0 — 24,2; MIC 0,20 - 0,48 mg/mL) que sobre
bacterias gram negativas (I1Z 12,8 — 17,5 ; MIC 1,16 — 1,72 mg/mL) (Castafio et al.,

2010).

Otra investigacion comparo el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum (canela) y R. officinalis L. (romero) al 50 % en la desinfeccion de conductos
radiculares contaminados con Enterococcus faecalis ATCC 29212. Selecciono 40 dientes
premolares y los dividié en cuatro grupos experimentales, grupo 1: aceite esencial de
canela y romero al 50 %, grupo 2: aceite esencial de canela al 50 %, grupo 3: aceite
esencial de romero al 50 %, grupo 4: hipoclorito al 3 % (Hiposol®: marca de uso

odontoldgico). Obtuvo el mayor promedio de la diferencia de las unidades formadoras de

4



colonias (UFC) con el aceite esencial de romero al 50 % (607 700 UFC), mientras que el
menor promedio fue con el aceite esencial de canela y romero al 50 % (360540 UFC).
Los resultados demostraron que el efecto antimicrobiano de ambas soluciones aceites
esenciales tuvo efectividad sobre E. faecalis, pero no presento sinergismo, siendo mas

efectivo el aceite esencial de romero al 50 % e hipoclorito al 3 % (Vega Otiniano, 2020).

Un estudio evalud el uso del aceite esencial de romero como desinfectante de la carga
bacteriana en la cascara de huevo y su efecto sobre los pardmetros de eclosion. Utilizaron
un total de 200 huevos de codorniz y fueron divididos en tres grupos: control (huevos no
desinfectados) y dos tratamientos con huevos desinfectados con 10 pL/mL y 100 pL/mL
de aceite esencial de romero (AEs/agua destilada). Los resultados mostraron que los
grupos tratados con AE de romero tenian la carga bacteriana mas baja. Ademas, la
incubabilidad de los huevos aument6 significativamente en el grupo de 10 pL/mL. Sin
embargo, la mayor tasa de mortalidad embrionaria se observé en el grupo de 100 pL/mL.
Los grupos tratados con AE de romero mostraron ambos los mayores promedios sobre el
peso corporal del pollito. Se concluye que el AE de romero a 10 uL/mL puede ser una
alternativa interesante como desinfectante natural y seguro de la céascara del huevo

(Aberbour et al., 2022).

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Rosmarinus officinalis L. (romero)

Rosmarinus officinalis L., conocido cominmente como "romero”, es un arbusto
aromatico de hojas perennes en forma de aguja, pequefias y abundantes (Cutillas

Gomariz, 2017). Es nativo del Mediterraneo y Asia (Satyal et al., 2017). Tiene una corola



bilabiada de color rosa, blanco o ligeramente violeta. Crece en todo tipo de suelos, sobre
todo en los arenosos y permeables (Cutillas Gomariz, 2017).

Pertenece a la familia Lamiaceae, que es bien conocida por sus aceites esenciales
bioldgicamente activos, como por ejemplo en albahaca, lavanda, menta, salvia y tomillo.
Existes estudios que reportan que en las plantas de esta familia hay una gran variedad de
compuestos como terpenos, iridoides, flavonoides y compuestos fendlicos. Algunas
especies de plantas de la familia Lamiaceae contienen en grandes cantidades &cidos
fendlicos, como &cido rosmarinico, los cuales presentan propiedades antibacterianas,

antivirales, antioxidantes y antiinflamatorias (Andrade et al., 2018).

R. officinalis L. es una de las especies del género Rosmarinus nombrada por Carl

Linnaeus, como se muestra a continuacion en la tabla 1 (Andrade et al., 2018).

Tabla 1. Clasificacion cientifica de Rosmarinus officinalis L.

Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus.
Especie: R. officinalis

Nomenclatura binomial: Rosmarinus officinalis L.



https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida

2.2.2 Metabolitos de las plantas

Las plantas contienen numerosos compuestos orgdnicos denominados metabolitos
primarios, necesarios para el desarrollo de la planta, entre ellos tenemos los azlcares o
carbohidratos, que se producen como resultado de la fotosintesis. Por otra parte,
sintetizan en muy pequefias cantidades diferentes compuestos quimicos denominados en
general como metabolitos secundarios, dado que no intervienen directamente en su
metabolismo (Avila Hernandez and Molina Torres, 2017). Los metabolitos secundarios
son producidos en diversas partes de la planta (semillas, flores, frutos, raices, hojas y

corteza) (Cutillas Gomariz, 2017).

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que participan en la
proteccion contra herbivoros, bacterias, hongos, virus e incluso otras plantas
competidoras. Ademas, algunas plantas utilizan metabolitos secundarios como sefiales
para la comunicacion entre plantas y microorganismos simbidticos, y también para atraer
polinizadores y dispersores de semillas; la sintesis del metabolito secundario depende de
la etapa de desarrollo de la planta (Sepulveda Jiménez, Porta Ducoing and Rocha Sosa,

2003; Yang et al., 2018).

2.2.2.2 Factores que intervienen en la producciéon de metabolitos

Para la mayoria de las plantas, los factores externos como la luz, temperatura, agua del
suelo, fertilidad del suelo y salinidad pueden afectar significativamente su capacidad de
sintetizar metabolitos secundarios, lo que produce cambios en los perfiles fitoquimicos
que intervienen en la produccién de sustancias bioactivas. En otras palabras, los

metabolitos secundarios de las plantas pueden generarse gradualmente en respuesta al



estrés ambiental y, por lo tanto, el metabolismo secundario de las plantas debe
considerarse como un comportamiento de las plantas, que es en parte la capacidad de
adaptacion y supervivencia en respuesta a los estimulos ambientales durante la vida.
Debido a que las plantas medicinales tienen una composicion quimica compleja y
variable, el tipo y la cantidad de metabolitos secundarios, y los efectos bioldgicos, se
determinan a menudo de acuerdo con las condiciones ambientales (Yang et al., 2018).
Sin embargo, segln Satyal et al. (2017), los monoterpenoides en aceites de romero
permanecen relativamente constantes independientemente de los factores ambientales

(Satyal et al., 2017).

2.2.3. Aceites esenciales

Muchas plantas producen mezclas de alcoholes, aldehidos, cetonas y terpenoides
denominadas aceites esenciales, estos son los responsables de olores y sabores
caracteristicos de las plantas, algunos actian como repelentes de insectos o insecticidas
(Avalos Garcia and Pérez-Urria, 2010). Los aceites esenciales son fracciones liquidas
volatiles, responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria
cosmética (perfumes y aromatizantes), alimentaria (condimentos y saborizantes) y
farmacéutica (principios activos y saborizantes) (Pala Paul, 2002).

Los aceites esenciales pueden tener la naturaleza quimica: compuestos alifaticos de bajo
peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos), terpenoides
(monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos) y fenilpropanoides (Pald Padl, 2002).
Tienen propiedades antimicrobianas contra un amplio rango de bacterias y hongos
(Bastidas, Valencia and Oliva, 2017) y pueden ser extraidos mediante métodos fisicos
como la destilacion a vapor o hidrodestilacién (Torrenegra Alarcon, Nerlis Pajaro and

Ledn Méndez, 2017). La composicidn de los aceites esenciales dependera de la planta de



origen (factores genéticos) y de factores exdgenos como el clima, el tipo de suelo y las

técnicas de cultivo (Cutillas Gomariz, 2017).

2.2.3.1. Composicion quimica del aceite esencial de romero

La composicion quimica de los aceites esenciales varia segun su localizacion de la planta,
factores ambientales y su genoma. Los principales constituyentes del aceite esencial de
romero son alcanfor (5,0-21 %), 1,8-cineol (15-55 %), a-pineno (9,0-26 %), borneol
(1,5-5,0 %), canfeno (2,5 -12 %), B-pineno (2,0-9,0 %) y limoneno (1,5-5,0 %), los
cuales pueden variar segun el estado vegetativo y las condiciones bioclimaticas; otros

compuestos importantes son los terpenos.(Andrade et al., 2018).

Un estudio comparativo sobre la composicién quimica de los aceites esenciales de romero
proveniente de Australia, Estados Unidos, Sudafrica, Kenia, Nepal y Yemen mostraron
en mayor porcentaje (+) - a-pineno (13,5 % -,37,7 %), 1,8 cineol (16,1 % - 29,3 %), (+)
- verbenona (0,8 % - 16,9 %), (+) - borneol (2,1 % - 6,9 %), (+) - alcanfor (0,7 % - 7,0
%) y limoneno racémico (1,6% - 4,4 %). Sin embargo, el compuesto verbenona fue
relativamente abundante en las muestras de EE. UU., Kenia y Yemen. La muestra de
Yemen, presentd contenido de verbenona relativamente alto (18,6 %) y contenido
relativamente bajo de o -pineno (13,5 %), junto con el cineinato de 1,8 (20,6 %) y el

alcanfor (7,0 %) (Satyal et al., 2017).

En Pakistan determinaron que los principales componentes del aceite esencial de R.
officinalis L. fueron 1,8-cineol, alcanfor, a-pineno, limoneno, canfeno, y linalool. Los
grupos de componentes quimicos consistian principalmente de monoterpenos oxigenados

(67,0 %), sequidos por hidrocarburos monoterpénicos (26,0 %) (Hussain et al., 2010).



En Cuba, los componentes del aceite esencial de romero fueron a-pineno, camfeno,
mirceno, limoneno, 1,8 cineol, alcanfor, borneol y cariofileno, encontrandose en mayor
proporcion 1,8 cineol con 21,5 %, alcanfor con 18,0 % y a-pineno con 15,3 % (Romeu,

Botta and Diaz, 2007).

En Colombia, encontraron la presencia de veinte compuestos de aceite esencial de
romero, los componentes mayoritarios corresponden a piperitona, linalool, y o—pineno,
ademéas este aceite contenia 11 monoterpenos oxigenados, 6 monoterpenos no

oxigenados, 2 sesquiterpenos oxigenados y 1 no oxigenado (Coy and Eunice, 2013).

2.2.3.2. Terpenos

Los terpenos o terpenoides son los principales componentes de los aceites esenciales,
suelen ser insolubles en agua, los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de
isopreno (C5) que contienen: los monoterpenos con esqueleto C10, sesquiterpenos con
esqueleto C15, diterpenos con esqueleto C20 y triterpenos con esqueleto C30, los
tetraterpenos tienen 40 C y se habla de politerpenos cuando contienen méas de 8 unidades
de isopreno (Avalos Garcia and Pérez-Urria, 2010). Los terpenos superiores y sus
derivados oxigenados estan presentes en concentraciones muy bajas en los aceites

esenciales (Andrade et al., 2018).

Los terpenos tienen dos rutas biosintéticas, una es la ruta del mevalonato que se lleva a
cabo en el citoplasma y la otra se denomina como ruta del metileritritol fosfato (MEP), la
cual es independiente de la del mevalonato y que se realiza en los cloroplastos. Los
sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos se producen en el citosol y en el reticuloendo

plasmico, mientras que los monoterpenos, diterpenos, tetraterpenos y algunas quinonas
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preniladas se originan en los cloroplastos (Avalos Garcia and Pérez-Urria, 2010; Avila

Hernandez and Molina Torres, 2017).

2.2.3.3. Extraccioén de aceites esenciales

Existen diferentes técnicas para la extraccion de aceites esenciales. La destilacion por
arrastre con vapor utiliza vapor de agua como elemento penetrante en la materia vegetal.
En este caso, el material vegetal se coloca sobre una malla a cierta distancia del agua, que
se encuentra en el fondo del destilador o en una caldera previa. Tras el calentamiento del
agua se genera vapor de agua que atravesard el material vegetal, extrayendo el aceite
esencial. Al igual que en la hidrodestilacion, el vapor de agua y el aceite esencial se
condensan y se separan por diferencias de densidad (Cutillas Gomariz, 2017). El aceite
esencial de romero obtenido por destilacion al vapor de las hojas (hasta un 2,5 %) es de
incoloro a amarillo claro, insoluble en agua y con un aroma caracteristico a alcanfor

(Andrade et al., 2018).

2.2.3.4. Actividad antimicrobiana

Estudios demuestran la actividad antimicrobiana del aceite esencial de hojas de romero
con un amplio espectro de accion, tanto para bacterias gram positivas como gram
negativas (Castafio et al., 2010). Jardak et al. (2017) menciona que el aceite esencial de
romero muestra mayor actividad antibacteriana contra bacterias gram positivas (Jardak et

al., 2017).

11



El caracter hidrofobico de los aceites esenciales (Luna et al., 2015; Torrenegra Alarcon,
Nerlis P4jaro and Ledn Méndez, 2017) le permite atravesar la pared celular de bacterias
gram negativas a través de porinas, localizadas en la membrana externa y facilitan el
transporte de nutrientes y sustancias de bajo peso molecular dentro de la célula,
incluyendo agentes antimicrobianos (Torrenegra Alarcén, Nerlis Pdjaro and Leon
Méndez, 2017). Los aceites esenciales podrian ejercer actividad antibacteriana por la
acumulacion de sus componentes en la bicapa lipidica de la membrana del citoplasma
causando el incremento de su permeabilidad (Mattos de Oliveira et al., 2009; Torrenegra
Alarcon, Nerlis Pajaro and Leon Méndez, 2017); cuando los aceites esenciales estan en
bajas concentraciones destruyen el sistema de enzimas, incluyendo las que implican la
produccion de energia celular (fuerza motriz de protones) y de respiracion bacteriana;
mientras que a altas concentraciones, provocarian dafios severos de los componentes
estructurales de la célula bacteriana, como la pérdida de homeostasis o inactivando o
destruyendo el material genético, dando lugar a la muerte celular (Torrenegra Alarcon,
Nerlis P4jaro and Ledn Méndez, 2017).

Los terpenos son los componentes activos con propiedades antimicrobianas contenidos
en el aceite esencial de romero, los cuales dafian a la membrana celular bacteriana
incrementando su permeabilidad y afectando su estructura debido a que interactGan con
las moléculas de la membrana desestabilizando la bicapa lipidica, lo que genera dafio a
las bacterias (Castafio et al., 2010). EI aceite esencial de romero es rico en compuestos
monoterpenos, los cuales cuentan con actividades antimicrobianas (Castario et al., 2010;
Jardak et al., 2017). La riqueza del aceite especialmente en hidrocarburos monoterpénicos
como el 1,8-cineol, se caracteriza por su fuerte actividad antimicrobiana contra varias

bacterias (Cutillas Gomariz, 2017; Jardak et al., 2017).
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Los compuestos principales, al igual que otros componentes menores del aceite esencial
romero, tienen actividad antimicrobiana (Bouaziz et al., 2009; Jardak et al., 2017), como
germacrene-D, cariofileno, 6xido de cariofileno, terpineno-4-ol; de hecho, se ha
informado que estos compuestos podrian actuar sinérgicamente y, en consecuencia, ser

responsables de la actividad antibacteriana (Jardak et al., 2017).

2.2.4. Microorganismos de superficies

Los microorganismos que se encuentran en distintas zonas inertes son diferentes en
recuento y tipo. Aungque muchos de estos microorganismos no causan dafio en la salud

humana, algunos si pueden hacerlo. (Holgado and Irina, 2016).

En un estudio realizado en los laboratorios de la Facultad de Bioanalisis, en México, se
encontré mayor frecuencia de desarrollo bacteriano en las mesas e identificaron bacterias
patdgenas como Salmonella paratyphi Ay Salmonella spp., también aislaron bacterias
patdgenas oportunistas Staphylococcus epidermis, Micrococcus luteus, Escherichia coli,
bacilos no fermentadores, entre otros (Gonzales Herrera, Lozada Méndez and Santiago

Roque, 2014)

2.2.5. Desinfectantes

Los desinfectantes son productos quimicos que se usan para la eliminacion de
microorganismos patogenos en superficies inertes, existen diversos niveles de
desinfeccion, desde una esterilizacion quimica, a una minima reduccion del nimero de
microorganismos contaminantes. Los desinfectantes son utilizados para disminuir

infecciones, contaminaciones y enfermedades (Cuervo and Vanegas, 2017).
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2.2.5.1. Tipos de desinfectantes

Los desinfectantes de laboratorio de uso comun incluyen hipoclorito de sodio y etanol
(70 %, vol / vol) (Weir et al., 2002). En el mercado se comercializan diferentes tipos de
desinfectantes, siendo los mas comunes el hipoclorito de sodio (desinfectante universal,
mas antiguo y utilizado de los derivados clorados), acido peracético, alcohol etilico
(etanol), alcohol isopropilico (isopropanol), aldehidos, compuestos de amonio,

compuestos fendlicos, yodo, entre otros.

Alcoholes

Los alcoholes son antimicrobianos efectivos, el etanol, alcohol, alcohol isopropilicoy n -
propanol son los mas utilizados. Los alcoholes presentan una actividad rapida y amplio
espectro antimicrobiano contra bacterias vegetativas, virus y hongos, pero no son
esporicidas. Debido a la falta de actividad esporicida, los alcoholes no se recomiendan
para la esterilizacion, pero se usan ampliamente tanto para la desinfeccion de superficies
duras como para la antisepsia de la piel. También se pueden usar concentraciones mas
bajas como conservantes y para potenciar la actividad de otros biocidas (McGerald and

Russell, 1999).

Fenoles

Estos agentes antimicrobianos se han utilizado durante mucho tiempo por sus propiedades
antisepticas, desinfectantes o conservantes, segun el compuesto. Los compuestos
fenolicos darian las paredes celulares y las membranas, precipitan las proteinas e inactivan
a las enzimas. Poseen propiedades antifungicas y antivirales; su accion antifungica
probablemente implica dafio a la membrana plasmatica, lo que resulta en una fuga de

componentes intracelulares. El fenol ya no es utilizado como desinfectante, debido a sus
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efectos corrosivos sobre el tejido, a su toxicidad en caso de absorcién y a sus efectos

carcinogénicos (McGerald and Russell, 1999; Guevara, 2009).

Hipoclorito de sodio

Tiene la capacidad de producir cambios en la membrana celular y su mecanismo de accion
se centra en la inhibicion de enzimas esenciales por oxidacion de los grupos S-H. Su
accion bactericida disminuye cuando aumenta el pH y aumenta con la temperatura de la
solucidén desinfectante y pierde actividad bactericida en presencia de materia organica.
Las bacterias gram positivas y gram negativas no formadoras de esporas son altamente

susceptibles al cloro (McGerald and Russell, 1999).

2.2.5.2 Factores que influyen en la eficiencia de desinfeccion
Existen factores que pueden alterar la eficiencia de un desinfectante, por lo que puede
permitir la sobrevida de los microorganismos. Asi tenemos: el pH, naturaleza del

microorganismo, tiempo de contacto, temperatura, presencia de material extrafio.

Efecto del pH.

Cuando un desinfectante se encuentra en un pH 6ptimo es mas eficiente, dado que afecta
el enlace iénico del desinfectante con la pared celular de una bacteria; logrando que una
mayor cantidad de moléculas del desinfectante se adhieran a un mayor ndmero de
microorganismos, de lo contrario, el producto pierde efectividad (Cuervo and Vanegas,

2017).

15



Naturaleza del microorganismo.
Cada microorganismo varia su resistencia a los desinfectantes debido principalmente a la
genética del microorganismo 0 a agentes externos como resistencia a antibiéticos por su

uso frecuente (Cuervo and Vanegas, 2017).

Tiempo de contacto y concentracion del agente.

El tiempo de contacto es uno de los factores mas importantes en la eficiencia de los
desinfectantes dado que determina el tiempo en que va actuar el desinfectante. Ademas,
dependerd de la concentracion del ingrediente activo del desinfectante (Cuervo and

Vanegas, 2017; Jang et al., 2017).

Temperatura.
Esta variable afecta la tasa de reaccion, muchos desinfectantes son poco eficientes a bajas
temperaturas y son mas efectivos y de accion rapida a una mayor temperatura (Jang et al.,

2017).

Presencia de materiales extrafios.
La materia organica e inorgénica alteran la eficiencia de los desinfectantes, pueden formar
una barrera protectora, protegiendo a los microorganismos de la accion de los

desinfectantes (Galan, 2003).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1. Nivel de Investigacion
El nivel de investigacion es descriptivo.
3.2. Tipo y disefio de estudio
El tipo de investigacion es descriptivo.
El disefio de estudio es observacional.
3.3. Material bioldgico
e Hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero)
e Bacterias aisladas de las superficies de mesas de los laboratorios.
3.4. Unidades de estudio

Concentracion de aceite esencial de romero con accion desinfectante.

3.5. Lugar de muestreo

Las hojas de romero fueron recolectadas del Caserio Shidin, distrito de Jesus, Provincia

de Cajamarca, ubicado a 2844 m.s.n.m., latitud de 7° 16"19""S y longitud de 78°22°50""O

(Apéndice 1).

Las bacterias se aislaron de todas las mesas de trabajo de los laboratorios del Area de

Microbiologia y Parasitologia (1D-102, 1D-106 y 1D-201) de la Universidad Nacional

de Cajamarca.
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3.6. Toma de muestras

3.6.1. Muestras vegetales

Se colect6 un espécimen completo de la planta de romero y se llevo al Herbario “Isidoro
Sanchez Vega” de la Universidad Nacional de Cajamarca para su identificacion
taxondémica (ANEXO 1). Posteriormente se recolectd 10 kg de ramas de romero en
floracién, y se transportd al Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la Universidad
Privada Antonio Guillermo Urrelo donde se lavaron las ramas de romero con agua
mineral y se desojaron obteniendo 7 kg de hojas. Las hojas se conservaron entre 25°C a
30°C al aire libre y sin desecar, almacenandose un dia para luego iniciar la extraccién del

aceite esencial (Sanchez Tito, Cartagena Cutipa and Collantes Diaz, 2021).

3.6.2. Muestras de superficies de mesas

e Seleccion de las areas de muestreo

De cada mesa de trabajo se seleccionaron 3 &reas de muestreo: la primera area
correspondi6 al control negativo (area N), que fue el area al cual no se le aplicé ninguna
solucién desinfectante, la segunda area fue el control positivo (area P) y se le aplico
hipoclorito de sodio al 0,5 %, a la tercera area de muestreo se aplico la solucion

desinfectante de aceite esencial de romero a una concentracion de 50 %.

e Toma de muestras de las superficies de mesas

Se aplicd la técnica de frotacion con hisopo. Se colocé una plantilla estéril de cartulina
(10 cm x 10 cm) sobre la superficie a muestrear, el hisopo fue humedecido en suero

fisiolégico 0,9 % durante cinco segundos. Luego con el hisopo inclinado en un angulo
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de 30 ©°, se frotd sobre el area de muestreo en varios sentidos: vertical, horizontal y
diagonal, durante 20 segundos. Posteriormente se colocd el hisopo en el tubo con suero
fisiologico y se homogenizé por dos minutos, constituyendo la primera dilucién
(Espino, 2006; Sanchez et al., 2015). Se llevo a incubacion durante 18 horas. Este

procedimiento se realizé por duplicado.

3.7. Técnicas e Instrumentos de Recolecciéon de Datos

3.7.1 Extraccidn y conservacion de aceites esenciales

Se enjuagd las hojas de romero con agua destilada estéril (Sepehri Z., Javadian F.,
Khammari D., 2016). Se pesaron 7 kg de hojas de romero y se colocaron en el recipiente
para la muestra, se agregd 20 L de agua en el tanque generador de vapor, posteriormente
se acoplaron los tres componentes del equipo, se dejé correr el agua por el refrigerante,
se extrajo los aceites esenciales, por un tiempo de 4 horas aproximadamente. Transcurrido
el tiempo de extraccion, se agregd sulfato de sodio para atrapar los restos de agua.
Posteriormente se recolectd los aceites esenciales en un frasco de color &mbar con tapa
rosca y se mantuvo bajo refrigeracion a una temperatura de 4 + 0,2 °C en oscuridad
(Castario et al., 2010), durante el tiempo que durd la investigacidn para evitar su oxidacion

y volatilizacion.

Las diluciones del aceite esencial de romero al 10 % y 50 % se realizaron con

dimetilsulfoxido 5 % (DMSO 5 %).

3.7.2. Aislamiento e identificacion de bacterias de superficies de mesas de
laboratorios

A partir del hisopado en el area N se realizo el aislamiento e identificacidn bacteriana.

Los tubos de las diluciones primarias se incubaron a 37 °C durante 24 horas y en los casos
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donde se presento turbidez, se inocularon con un asa bacterioldgica por el método de
estrias en placas con agar McConkey y agar sangre y se incubaron a 37 °C durante 24 -
48 horas. Luego se identificaron las colonias con caracteristicas macroscopicas diferentes

(color, tamafio, pigmento) y se realiz6 coloracion Gram.

Posteriormente se sembraron en placas con agar nutritivo y se incubaron a 37 °C durante
24 horas, luego se realizaron las pruebas de catalasa, coagulasa e identificacion
bioquimica: Citrato de Simmons, TSI, LIA, SIM, MIO, urea, MR-VP para el caso de
Pseudomonas aeruginosa se sembrd en Agar King A y King B, para evidenciar su
pigmentacion caracteristica en cada medio; luego también se sembré en viales con agar
nutritivo y caldo BHI para tener aislamientos bacterianos puros gram positivos y gram

negativos, y se conservaron a -4 °C hasta su posterior evaluacion.

3.7.3. Evaluacién de la eficiencia bactericida (Método del coeficiente fendlico
modificado) del aceite esencial de romero

Se evalud la eficiencia bactericida de aceite esencial de romero en concentraciones
diferentes (10 %, 50 %, 100 %), fue probado por separado partiendo de una carga
microbiana de 1,5x108 (Tubo N° 0,5 de escala McFarland) y realizando una dilucion hasta
108 sobre dos bacterias gram negativas E. coli (M12(1)) y P. aeruginosa (M6(1)) y dos
bacterias gram positivas S. aureus (M10(1)) y Bacillus spp.(M8(1)), aisladas de las mesas
de los laboratorios de microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca, en un

tiempo de contacto de 1 y 5 minutos.

En dos crioviales estériles se agreg6 500 uL de aceite esencial de romero al 10 %, otros
dos crioviales con 500 uL del aceite a la concentracion de 50 %, y en los ultimos dos
crioviales a una concentracion del 100 %. A cada uno de los seis crioviales con los aceites
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esenciales se afiadieron 500 uL de indculo. Se agitaron los crioviales y a partir de ese

momento se empezo a contabilizar los tiempos de contacto de un minuto y cinco minutos.

Posteriormente segln se cumplia el tiempo se retir6 1 mL de las muestras de cada criovial
y se colocaron en placas de Petri y luego se adicion6 el medio de cultivo Agar Recuento
en Placa, se homogenizé realizando cinco movimientos circulares en el mismo sentido
que las agujas del reloj y cinco en sentido contrario, cinco de forma vertical y cinco en
horizontal, luego se dejé solidificar. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se realiz6 un recuento en placa para la bacteria gram
negativa y para la bacteria gram positiva. Este procedimiento se llevé a cabo en todos los
casos por duplicado, asimismo también se evalué como control negativo la solucién de
DMSO (5 %) y un control positivo que fue el antibidtico ceftriaxona (1g) (Latour Toro,

2013), los resultados se expresaron como la media entre ellos.

3.7.4. Evaluacién bactericida del desinfectante sobre superficie

3.7.4.1. Consideraciones Preliminares

Se reactivo los microorganismos en agar nutritivo a 37 °C durante 24 horas, luego con el
asa de siembra, se suspendié de 2 a 3 colonias en un tubo con 10 mL de solucién
fisiologica estéril y se agitd en vortex aproximadamente por 20 segundos para obtener
una suspension bacteriana homogénea. Se ajusto las suspensiones con el tubo N° 0,5 de
escala McFarland que es una concentracion aproximada de 1,5x108 UFC/mL (Diaz
Enriquez et al., 2017). Se realizo diluciones seriadas de cada aislado en tubos con 9 mL
de solucion salina fisiologica (SSF) hasta la dilucion 10® en microrganismos gram

positivos y hasta la dilucion 10 en microorganismos gram negativos.
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3.7.4.2. Preparacion de solucion neutralizante.

Neutralizante para hipoclorito de sodio

Tabla 2. Proporciones de reactivos para preparar neutralizante para hipoclorito de

sodio.
Reactivo viv
Tiosulfato de sodio 1%
NaCl 0,85 % cs

Se peso y afiadié los componentes en un matraz, y a continuacién, se agrego el diluyente
(NaCl 0,85 %) y se homogenizo hasta su disolucion. Finalmente se ajusté a pH 7 con una
solucién de NaOH y se esterilizé en autoclave a 121°C, 1 atm durante 15 minutos

(Flamenco Santos and Guevara Avalos, 2011).

3.7.4.3. Preparacion del desinfectante a base de aceite esencial de romero.

Tabla 3. Proporciones de los reactivos a utilizar para preparar el desinfectante a base
de aceite esencial de romero.

Reactivo viv
Aceite esencial de romero 50 %
Aceite de ricino 2
Acido esteéarico 0,5
Betaina de coco 0,8
Alcohol 90° 0,5
Agua destilada estéril cs

Se peso acido estearico, y se coloco en un beaker 1 (B1), se calento a 60 °C hasta que el
acido estearico se derritid. Luego se midio agua destilada esteril en cantidad suficiente
mas betaina de coco, se mezcld en un beaker (B2) y se lleva a 60 °C. Después se midid
aceite esencial de romero més aceite de ricino y etanol 90 ° y se mezclo en un beaker 3

(B3) para posteriormente calentar a 60 °C. Luego se vertio despacio el contenido del
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beaker 2 (B2) en el B1, se agitd constantemente, seguidamente se vertié despacio el
contenido del B3 en el Bl y se agitd constantemente. Después de mezclar durante 5
minutos se detuvo la agitacion. Posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente y

envaso en un frasco limpio (Castellos, Hernandez and Sandoval, 2019).

3.7.4.4. Evaluacioén bactericida del desinfectante a base de aceite esencial de
romero

Se marco las mesas de los laboratorios a ensayar con seis cuadrantes de 25 cm? en
posiciones aleatorias, dos de los cuales correspondieron al control negativo, dos al control
positivo (hipoclorito de sodio 0,5 %) y los otros dos al grupo experimental (desinfectante

a base de aceite esencial de romero) (Diaz Enriquez et al., 2017).

Posteriormente se inocul6 en cada cuadrante de la superficie 0,1 mL del microorganismo
a ensayar, a partir de la dilucion especifica, y se dejo secar el indculo en la superficie a

temperatura ambiente por 10 minutos (Diaz Enriquez et al., 2017).

Al control negativo no se aplicé ningun tipo de desinfectante. En los cuadrantes de control
positivo se aplico por el método de aspersion, usando un pulverizador a una distancia de
20 cm, con un volumen aproximado de 0,1 mL (rociado 4 veces) el hipoclorito de sodio
0,5 %y para el grupo experimental se aplico el desinfectante a base de aceite esencial de
romero utilizando el mismo método de aspersion. Se dejé actuar durante 5 minutos

contabilizando el tiempo con ayuda de un cronémetro (Diaz Enriquez et al., 2017).

Concluido el tiempo, se recolectd la carga mediante dos hisopos, el primero humedecido
con SSF (0,85 % NaCl) durante cinco segundos, y el segundo seco, se frotd sobre el area
de muestreo en varios sentidos: vertical, horizontal y diagonal, durante 20 segundos,
luego se introdujo los hisopos en un tubo con 1 mL de una solucién neutralizante, y se

homogenizo en vortex durante 2 minutos (Fuster, 2006).
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Posteriormente segin se cumplia el tiempo, se retird 1 mL de las muestras de cada tubo
y se coloco en placas de Petri, luego se adiciond el medio de cultivo Agar Recuento en
Placa (técnica vertida en placa), se homogenizé realizando cinco movimientos circulares
en el mismo sentido que las agujas del reloj y cinco en sentido contrario, cinco de forma
vertical y cinco en horizontal, luego se dejo solidificar. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se realizé un recuento en placa
para la bacteria gram negativa y para la bacteria gram positiva. Este procedimiento se
Ilevo a cabo en todos los casos por duplicado, los resultados se expresaron como la media

entre ellos.

Para determinar el porcentaje de bacterias que mueren al contacto con el desinfectante,
se realizo el célculo mediante la siguiente formula Eficiencia Germicida Porcentual:

(Mamani Urquizo, 2008).

E = (%) x 100

0
Donde:
E = Eficiencia Germicida Porcentual
No = NUmero de microorganismos iniciales

Nt= Numero de microorganismos sobrevivientes a tiempo t.

24



3.8. Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Los datos fueron ingresados y procesados en una base de datos del software estadistico

IBM SPSS Statistics version 25.

Para las variables cuantitativas se realiz6 el calculo de la media aritmética. Debido a que
los datos no presentaron distribucién normal, de acuerdo al test de Shapiro-Wilks, se
realizé la comparacién de las eficiencias bactericidas entre los grupos problemas y control
mediante la prueba de Kruskal-Wallis y para comparar la eficiencia bactericida entre el
desinfectante comercial y el desinfectante a base de aceite de romero se utilizo la prueba

de prueba U de Mann-Whitney. El nivel de significacion estadistica fue p < 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados

4.1.1. Identificacion de bacterias de superficies de mesas de laboratorios

A partir de los hisopados de superficies de las mesas en los laboratorios de microbiologia
se aislaron colonias con pigmentacién y morfologia macroscopica diferente, obteniéndose
un total de 20 aislamientos, de los cuales 13 fueron gram negativos y 7 gram positivos.
Mediante las pruebas bioquimicas se pudo identificar 18 de los aislamientos (Tabla 4,
Apéndice 3), debido a la pandemia de Covid-19, dos de los aislados no se lograron
identificar. Las bacterias patdgenas oportunistas identificadas fueron Escherichia coli,
Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pantoea
aglomerans (antes Enterobacter agglomerans), Hafnia alvei, Cronobacter spp.; también
se aislaron bacterias que forman parte de la microbiota normal Bacillus spp., estafilococos
coagulasa negativos y una bacteria ambiental Erwinia persicina que es un patégeno

vegetal.

Tabla 4. Identificacion de las bacterias aisladas de las superficies de los laboratorios
de microbiologia.

Codigo  Bacteria Coloracion Gram

M2(1)  Staphylococcus coagulasa negativo gram positivo
M2(2)  Staphylococcus coagulasa negativo gram positivo
M4(1)  Staphylococcus coagulasa negativo gram positivo
M4(2)  Staphylococcus coagulasa negativo gram positivo

M5(1)  Staphylococcus coagulasa negativo gram positivo

M5(2)  Pantoea agglomerans gram negativo
M5(4)  Pantoea agglomerans gram negativo
M6(1)  Pseudomonas aeruginosa gram negativo
M7(1)  Klebsiella pneumoniae. gram negativo
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M8(1)  Bacillus spp. gram positivo

M9(1)  Hafnia alvei gram negativo
M9(2)  Klebsiella pneumoniae. gram negativo
M10(1) Staphylococcus aureus gram positivo
M11(1) Erwinia persicina gram negativo
M11(2) Hafnia alvei gram negativo
M12(1) Escherichia coli gram negativo
M13(1) Cronobacter spp. gram negativo
M13(2) Hafnia alvei gram negativo

4.1.2. Evaluacion de la eficiencia bactericida (Método del coeficiente fendlico
modificado) del aceite esencial de romero

Las concentraciones del aceite de romero al 50 % y 100 % con tiempo de contacto de
1 minuto presentaron una eficiencia bactericida del 100 % en todos los aislamientos
bacterianos probados. Sin embargo, el aceite al 10 % solo demostré eficiencia
bactericida de 100 % en el aislamiento M8(1) (Tabla 5). En contraste, cuando se aplicd
el aceite esencial al 10 % con un tiempo de contacto de 5 minutos, se observo eficiencia
bactericida del 100 % en la mayoria de aislamientos, excepto en el aislamiento M6(1)

donde se determiné una eficiencia bactericida del 90,38 % (Tabla 6).

Tabla 5. Eficiencia bactericida porcentual del aceite esencial de romero al 10 %, 50 % y 100
%, con un tiempo de contacto de 1 minuto.

Eficiencia bactericida porcentual

Gram Codigo
CRO? AER 10 %" AER 50 %? AER 100 %?
+ M10(1) 100 74,34 100 100
+ M8(1) 100 100 100 100
- M12(1) 100 77,68 100 100
- M6(1) 100 81,31 100 100

CRO: Ceftriazona 1g; AER 10 %: Aceite esencial de romero al 10 %; AER 50 %: Aceite esencial
de romero al 50 %; AER 100 %: Aceite esencial de romero al 100 %.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) para la prueba Kruskal-Wallis.
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Tabla 6. Eficiencia bactericida porcentual del aceite esencial de romero al 10 %, 50 % y 100
%, con un tiempo de contacto de 5 minutos.

Eficiencia bactericida porcentual
Gram Cadigo

CRO? AER 10 %? AER 50 %? AER 100 %?

n M10(1) 100 100 100 100
+ M8(1) 100 100 100 100
- M12(1) 100 100 100 100
- M6(1) 100 90,38 100 100

CRO: Ceftriazona 1g; AER 10 %: Aceite esencial de romero al 10 %; AER 50 %: Aceite
esencial de romero al 50 %; AER 100 %: Aceite esencial de romero al 100 %.
Letras iguales indican que no hay diferencias significativas (p > 0,05) para la prueba Kruskal-Wallis.

4.1.3. Evaluacion de la eficiencia bactericida del desinfectante a base de aceite
esencial de romero al 50 %

Se elabord un desinfectante a base de aceite esencial de romero al 50 % (DAER 50 %),
los resultados de la evaluacion de la eficiencia bactericida de este desinfectante en un
tiempo de contacto de 5 minutos sobre superficies, se recopilaron en una tabla
(Apendice 6) y se realizo el promedio de los datos y se utilizaron para calcular la
eficiencia bactericida porcentual (Tabla 7), obteniendo una eficiencia bactericida
porcentual del 99,99 % en bacterias gram negativas M12(1) y M6(1), y en las bacterias
gram positivas la eficiencia fue de 79,13 % sobre el aislamiento M10(1) y 76,47 %

sobre el aislamiento M8(1).
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Tabla 7. Eficiencia bactericida porcentual del desinfectante a base de aceite esencial de
romero al 50 %, en un tiempo de contacto de 5 minutos.

Eficiencia bactericida porcentual*

Gram
Cadigo de aislamiento DC DAER 50 %
+ M10(1) 91,88 79,13
+ M8(1) 97,65 76,47
- M12(1) 99,99 99,99
- M6(1) 99,99 99,99

DC: Desinfectante comercial; DAER 50 %: Desinfectante a base de aceite esencial de romero al
50 %. * Prueba U de Mann-Whitney (p > 0,05).

4.2. Discusion

Los desinfectantes quimicos se estan utilizando en gran medida para la desinfeccién de
superficies inertes y ambientes; durante la pandemia de COVID-19 han demostrado su
efectividad antimicrobiana, su conveniencia, asequibilidad y facil disponibilidad; sin
embargo, preocupa que el uso inadecuado de estos pueda ocasionar efectos negativos en
salud humana y los ecosistemas (MINSA, 2002; Dhama et al., 2021). Por ello existe una
necesidad de desarrollar tecnologias ecolégicas con métodos de desinfeccion mas seguros
y amigables con el medio ambiente como el uso de aceites esenciales, particularmente de
romero que ha demostrado efectos antimicrobianos (Sharifi et al., 2017; Nieto, Ros and

Castillo, 2018; Flores Villa et al., 2020; Rouf et al., 2020; Dolghi et al., 2022).

La identificacion de diversas bacterias aisladas de las mesas en los diferentes laboratorios
del Area de Microbiologia y Parasitologia (Tabla 4) se atribuye al uso frecuente de estas
superficies por parte de los estudiantes y tesistas, ademas de la ausencia de limpieza y
desinfeccion adecuada, dado que la presencia de materia organica puede inactivar algunos
desinfectantes como el hipoclorito de sodio, por lo que es muy importante como paso

previo la limpieza de la superficie antes de aplicar el desinfectante (Elias Paredes, 2017).
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Entre las bacterias identificadas se encuentra P. aeruginosa aislada de una de las mesas
del laboratorio 1D-106, ambiente donde los estudiantes realizan sus précticas; mientras
que E. coli, y S. aureus fueron aisladas de las mesas de trabajo del laboratorio 1D-201,
donde generalmente los tesistas trabajan con estos microorganismos como parte de sus
proyectos de investigacion y los cuales forman parte de la microbiota gastrointestinal y
tracto respiratorio, respectivamente (Acosta Triana and Tavera Camacho, 2015). También
se aislo estafilococos coagulasa negativos que son microorganismos habituales de la piel
y mucosas (Couto, Dendi and Sobrero, 2021) y Klebsiella pneumoniae que forma parte

de la microbiota de la boca, la piel y los intestinos (Tértara, 2013).

Asimismo se asilaron bacterias como: Erwinia persicina, microorganismo habitual del
ambiente y agente patdgeno de vegetales (Mohamaden et al., 2019); Hafnia alvei es una
bacteria que se encuentra en diversos ambientes: agua, suelo, aire; pero también forma
parte de la microbiota del tracto intestinal del ser humano (Ramos Vivas, 2020); Pantoea
agglomerans (antes Enterobacter agglomerans) cuyo habitat frecuente son las plantas, el
agua y las heces de animales y humanos (Decuadro et al., 2015; Ramona Martin, 2019);
Cronobacter spp. habita en el entorno vegetal (Ling et al., 2018) y al igual que Bacillus

spp. son microorganismos generalmente ambientales.

La mayoria de bacterias aisladas en el presente estudio corresponden a microrganismos
oportunistas (Tabla 4), de manera similar una investigacion en el laboratorio de una
escuela dental en Iran identifico sobre mesas y otras superficies la presencia de P.
aeurignosa, S. aureus, E. coli y Streptococcus viridans (Glazer Peres et al., 2020). Por el
contrario, una investigacion realizada en mesas y otras superficies de los laboratorios de
la Facultad de Bioandlisis de la Universidad Veracruzana en México identificd bacterias
de microbiota normal como Bacillus spp, bacterias oportunistas Enterobacter cloacae,

Staphylococcus epidermis, Micrococcus luteus, E. coli, Enterobacter aerdgenes,
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Citrobacter spp., Providencia alcalifaciens y bacilos no fermentadores, ademas se logré
identificar la bacteria patdgena Salmonella paratyphi (Gonzéales Herrera, Lozada Méndez

and Santiago Roque, 2014)

Cabe destacar que, si bien las superficies inertes tienen un riesgo minimo de transmitir
directamente una infeccion, contribuyen de manera importante con la contaminacion
cruzada secundaria al entrar en contacto con superficies vivas como piel, boca, nariz o
con otras superficies inertes (Gonzéles Herrera, Lozada Méndez and Santiago Roque,
2014). En el presente estudio, la mayoria de las especies bacterianas aisladas fueron
oportunistas, lo que significa que pueden volverse patdgenas bajo ciertas condiciones,

como en caso de inmunodeficiencia (Taheri et al., 2021).

Cuando se aplico las diferentes concentraciones de aceite de romero sobre los
aislamientos seleccionados, se pudo determinar que las concentraciones del aceite al 50
y 100 % presentaron una eficiencia bactericida del 100 % en todos los aislamientos
bacterianos, pero en la concentracion de aceite al 10 % su eficiencia vario entre 74,34 a
100 % después de 1 minuto de contacto y de 90,38 a 100 % con 5 minutos de contacto
(Tablas 5y 6), lo que demostraria que a mayor concentracion del aceite esencial y a mayor
tiempo de contacto con el microorganismo, entonces mayor seria su eficiencia bactericida

(Garcia Horna, 2020).

Las bajas concentraciones del aceite esencial de romero, sobre una bacteria gram positiva,
se adhieren a la superficie bacteriana alterando su morfologia superficial, y a medida que
se eleva las concentraciones, la pared celular se rompe, se produce un dafio en la
membrana celular y una evacuacion del citoplasma, provocando asi la muerte bacteriana.

Al aumentar el tiempo de exposicién, se dafia la pared celular provocando la muerte
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bacteriana. A altas concentraciones el aceite esencial puede dafiar el ADN a medida que

se dafa la pared celular y la membrana celular (Fu et al., 2007).

En el presente estudio, se evidencio la eficiencia bactericida del aceite esencial de romero
sobre las bacterias evaluadas gram positivas (S. aureus y Bacillus spp.) y gram negativas
(E. coliy P. aeruginosa) (Tablas 5y 6), por lo que se demuestra que este aceite esencial
no tiene actividad selectiva por algln tipo de bacteria evaluada y tendria un amplio
espectro de accidn, coincidiendo con un estudio en el cual el aceite esencial de romero
exhibié un amplio espectro de accién antimicrobiana tanto para bacterias de interés

alimentario gram positivas como gram negativas (Castafio et al., 2010).

Por el contrario, algunas investigaciones demostraron el efecto antibacteriano del aceite
esencial de romero sobre bacterias gram positivas como S. aureus, B. cereus, B. subtilis
y S. epidermidis (Castafio P. etal., 2010; Hussain et al., 2010; Jardak et al., 2017;
Abolfazl Jafari y Pashazadeh, 2020). Asimismo, otro estudio determind que el aceite
esencial de romero tendria un mayor efecto antimicrobiano frente a bacterias gram

negativas (E. coli, Salmonella typhi, S. enteritidis, Shiguella sonei) (Bozin et al., 2007).

Una de las bacterias que seria menos sensible a la accion del aceite esencial de romero al
10 % seria P. aeruginosa (M6(1)) con una eficiencia del 90,8 % (Tabla 6), lo que coincide
con varios estudios donde se mostrd una resistencia de P. aeruginosa al aceite esencial
de romero (Elyemni etal., 2022), (Cutillas Gomariz, 2017). Esto podria deberse al hecho
de que las bacterias gram negativas contienen polisacaridos hidrofébicos
(lipopolisacaridos) que crean una barrera hacia las macromoléculas y los compuestos
hidrofobicos, mostrando una baja sensibilidad a la actividad antimicrobiana de los
compuestos terpénicos presentes en el aceite esencial de romero (Bellumori et al., 2021),

ademas P. aeruginosa tiene mecanismos de resistencia natural como escasa
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permeabilidad de la membrana externa, expresion de bombas de expulsion, mutaciones
del sitio de accion de algunos antibidticos y a la inactivacion enziméatica (Espinoza

Pesantez and Esparza Sanchez, 2021).

La prueba estadistica Kruskal-Wallis demostré que las eficiencias bactericidas de los
aceites de romero al 50 %, 100 % y del antibidtico, después de 1 minuto de contacto,
fueron similares, solo la eficiencia del aceite al 10 % fue significativamente menor (p <
0,05) (Tabla5). Si bien cuando se analizé los resultados a los 5 minutos de contacto, todas
las concentraciones de aceite de romero junto con el antibiético presentaron eficiencias
similares (p > 0,05) (Tabla 6), se considerd trabajar con el aceite esencial de romero al 50

% para elaborar el desinfectante.

Se evalud la eficiencia bactericida del desinfectante a base de aceite esencial de romero
al 50 % sobre las superficies de las mesas y se evidencio que esta presentacion tuvo mayor
efecto sobre bacterias gram negativas (E. coli y P. aeruginosa) (Tabla 7). Dado que este
desinfectante es mas acuoso por los componentes agua destilada estéril y emulsificantes
usados para su formulacién, lo que es probable que el entorno hidrofilico mejore su
actividad antimicrobiana en bacterias gram negativas (Garzoli et al., 2021). Aunque se
observo que para algunos aislamientos la eficiencia bactericida fue mayor con el
desinfectante comercial, luego de realizar la prueba de U de Mann- Whitney se determind
que la eficiencia no fue significativamente diferente (p > 0,05) entre el desinfectante
comercial y el desinfectante a base del aceite de romero, por tanto, debido a que sus
eficiencias fueron similares, el desinfectante a base de romero seria una mejor opcion
debido a sus componentes naturales y su actividad antimicrobiana de amplio espectro.
Sin embargo, es necesario realizar pruebas fisicas y de toxicidad para poder elaborar la

ficha técnica de este desinfectante.
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Las diferencias en los resultados con diversos estudios podrian ser influenciadas por el
disefio experimental, el origen de las cepas utilizadas y la composicion de los aceites
esenciales, los cuales varian con la época del afio de recoleccion del vegetal, los
fertilizantes utilizados, la posicion geografica, el genotipo, el método de extraccion, entre
otros factores que influyen en la expresion de metabolitos secundarios (Bonilla et al.,

2016; Yang et al., 2018).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

e El aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. (romero) tiene accion bactericida
sobre superficies de mesas de los laboratorios del Area de Microbiologia y
Parasitologia, con un tiempo de contacto de 5 minutos, por lo que puede ser usado
como desinfectante.

e Se logro aislar 20 bacterias de las superficies de las mesas de los laboratorios, de
los cuales 13 fueron gram negativos y 7 gram positivos, identificAndose solo 18
bacterias.

e El aceite esencial de R. officinalis L. (romero) tiene una eficiencia bactericida de
amplio espectro por su efecto sobre bacterias gram positivas (Staphylococcus
aureus y Bacillus spp.) y gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa).

e El desinfectante a base de aceite esencial de R. officinalis L. (romero) al 50 %

presento una eficiencia similar al desinfectante comercial.

5.2 Recomendaciones

Realizar mas estudios de la formulacion desarrollada, que consideren tiempo de vida util,
homogeneidad, estabilidad, corrosividad, riesgo de contacto, capacidad desodorante, para
realizar su ficha técnica.

Evaluar su eficiencia bactericida del desinfectante a concentraciones del 50% y 99%.
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ANEXOS Y APENDICES

ANEXOS

Anexo 1. Constancia taxonomica del vegetal.

a0 Ay
F o N UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
‘9 ' .i Q FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
é\ \/ S DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
' v € AREA DE BOTANICA
’ \ HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA"
eemem bttt hesbaniocpunsv@amail com Av_Atahualpa N* 1050 - Cajamarca

EL CURADOR DEL HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA”, DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CAJAMARCA - PERU

HACE CONSTAR:

Que, la muestras botdnica procedente del Caserio Shidin, distrito de Jesus, provincia y
departamento de Cajamarca, ubicado a 2844 msnm, con coordenadas 7° 16’ 19" L.S. 78°
22' 50" L.O., presentada por la Bachiller: Ménica Lisset Quispe Cruz, de la Escuela
Académico Profesional de Biologia y Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Cajamarca. Es parte del Proyecto: “Accidén desinfectante del aceite esencial de

Rosmarinus officinalis L. (Romero) sobre superficies de laboratorio”.

Las cuales fueron analizadas y determinadas cientificamente en nuestra institucion como:

* Especie: Rosmarinus officinalis L.
e Género: Rosmarinus

e Familia: Lamiaceae

e Orden: Lamiales

e Clase:  Magnoliosida

e Divisiéon: Magnoliophyta

Se expide el presente para los fines que sean necesarios.

Cajamarca, 23 de noviembre del 2021

CPUN-UNC

e Secretatla del Herharlo
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APENDICES

APENDICE 1. Lugar de recoleccion de vegetal.

Figura 1. Cultivo de romero en el Caserio Shidin, Jesus, Cajamarca.

Tabla 8. Coordenadas de geolocalizacion de cultivo de romero, ubicado a 2844 m.s.n.m. en el
caserio Shidin, Jesus, Cajamarca

Parametro Coordenadas
Latitud -7° 16’ 197
Longitud -78° 22’ 50”
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APENDICE 2. Obtencion de aceite esencial de romero mediante destilacion por
arrastre de vapor de agua.

=Ml & b
Figura 2. Seleccion de muestra vegetal Figura 3. Sistema de extraccion de
aceite esencial por destilacion por
arrastre de vapor.

Figura 4. Obtencion de aceite esencial de
romero.
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APENDICE 3. Caracterizacion fenotipica y bioquimica de las bacterias aisladas de las mesas de los laboratorios.

Tabla 9. Caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de los aislamientos.

Fenotipicas Pruebas Bioquimicas
T S & %) - g o ©
c2 8 Sgg £ 2 g & 2% 3. s g2 g 93 5 5%
>E g g8 =2 2 E§ 5 S 8§ § & > g £ = 8 92 § eF
2= S = O W o S O 5 g ) & - o = 20!
O = T @ = g
M2(1) c + - B + sC sC sC sC SC SC SC sSC sC SC SC SC sC -
M2(2) c + - B + sc SC SC sC SC SC SC SC SC SC SC SC SC -
M4(1) c + - B + sC sC sC sC SC SC SC sSC sC SC SC SC sC -
M4(2) c + - Y + sc SC sSC sC SC SC SC sC SC sC sC SC sC -
M5(1) c + - Y + sC sC sC sC SC SC SC sSC sC SC SC SC sC -
M5(2) b - - Y + + + + + - - + - + - + - + -
M5(4) b - - Y + + + + + - - + - - - + - + -
M6(1) b - - B + + + + +
M7(1) b - - Y + + + + + - - - - - + - - - -
M8(1) b + + Y + sc SC SC SC SC SC SC SC SC sC SC SC SC -
M9(1) b - - Y + + + + + - - - - - + + - - -
M9(2) b - - Y + + + - - - - - - + + - - - -
M10(1) ¢ + - Y + sc SC sSC sC SC SC SC sSC SC sC sSC SC sC -
M11(1) b o o Y + + + + + = + = o + = = = S S
M11(2) b - - Y + + + - - - - - - - + - - - -
M12(1) b . - Y + - + o+ o+ - -+ -+ o+ o+ o+ F ;
M13(1) b - - Y + + + + + - + - - - - + + -
M13(2) b - - Y + + + - - - - - - - +  + - - -

VP: prueba Voges-Proskauer; RM: prueba de Rojo de Metilo; b: bacilo; ¢: coco; sc: sin crecimiento; +: positivo;
ODC: Ornitina descarboxilasa

: negativo; LDC: Descarboxilacion de la lisina;
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APENDICE 4. Evaluacion de la eficiencia bactericida (Método del coeficiente
fendlico modificado)

Figura 5. Coloracion Gram de los Figura 6. Laminas coloreadas por
aislamientos: Azul violeta. tincion Gram listas para observar en
microscopio

Figura 7. Aislamiento M12(1) bacilos Figura 8. Aislamiento M6(1) Bacilos
Gram negativos, observacion a 1000x. cortos Gram negativos, Observacion a
1000x.

- /
Figura 9. Aislamiento M10(1) Cocos Figura 10. Aislamiento M10(1) en Agar
agrupados en racimos Gram positivos, sangre. Colonias blancas, sin hemolisis.

Observacion a 1000x.
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Figura 11. Aislamiento M6(1) en agar Figura 12. Aislamiento M6(1) en agar

King A, coloracion verdosa por el King B, permite la produccion de pigmento
pigmento piocianina, tipico de pioverdina. coloracion amarillo-verdoso
Pseudomonas aeruginosa en este medio en P. aeruginosa.
de cultivo.

Figura 13. Aislamiento M10(1) en agar
McConkey, colonias rosadas, por la
fermentacion de la lactosa.

Figura 14. Prueba de catalasa,
formacion de burbujas (catalasa
positiva)

Figura 15. Aislamiento M10(1) Coagulasa positivo, evidenciando
la presencia de la enzima coagulasa.
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Figura 16. Prueba bioquimica del aislamiento M12(1).

Figura 17. Ajuste de turbidez del indculo
con el tubo N° 0.5 de la escala Mc Figura 18. Diluciones de indculos hasta

Farland. 10°®

Figura 19. De izquierda a derecha, Figura 20. Siembra de 1mL de muestra
Control positivo (Ceftriaxona 1g), Control tratada en placa de Petri.
Negativo (DMSO 5 %) y concentraciones
de AER 10 %,50 % y 100 %.
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Figura 23. Aislamiento m8(1) expuesto por 1 minuto a Ceftriaxona (Control positivo).
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Figura 24. Aislamiento M12(1) expuesto a AER al 10 % por 5 minutos. (lzquierda placa 1,
derecha placa 2).

Tabla 10. Recuento de colonias de la eficiencia bactericida del aceite esencial de romero (AER)
a 10 %, 50 % y 100 %, en un tiempo de contacto de 1 minuto.

Tiempo  Cddigo de aislamiento  CRO C- AER10% AER50% AER 100 %

_,  1lmin M10(1) 0 620 0 0 0
< 1min M8(1) 0 28 0 0 0
é 1 min M12(1) 0 173 46 0 0

1 min M6(1) 0 94 16 0 0
+ Lmin M10(1) 0 584 309 0 0
< 1min M8(1) 0 70 0 0 0
; 1 min M12(1) 0 181 33 0 0

1 min M6(1) 0 104 21 0 0

CRO: Ceftriaxona 1g; C-: Dimetilsulféxido 5% (DMSO 5%)

Tabla 11. Recuento de colonias de la eficiencia bactericida del AER a 10 %, 50 % y 100 %, en
un tiempo de contacto 5 minutos.

AER10% AER50% AER100 %

TIEMPO Cddigo de aislamiento CRO C

_, SMN M10(1) 0 115 0 0 0
< 5MN M8(1) 0 74 0 0 0
; 5 MIN M12(1) 0 71 0 0 0

5 MIN M6(1) 0 59 5 0 0
~ 3MIN M10(1) 0 118 0 0 0
S SMIN M8(1) 0 78 0 0 0
; 5 MIN M12(1) 0 81 0 0 0

5 MIN M6(1) 0 45 5 0 0

CRO: Ceftriaxona 1g; C-: Dimetilsulféxido 5%
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APENDICE 5. Preparacion del desinfectante a base de aceite esencial de romero.

Figura 25. Calentando a 60°C: dcido Figura 26. Mezcla de componentes a 60°C.
estedrico en beaker 1(B1) y agua destilada
con betaina de coco en beaker 2 (B2).

Figura 27. Desinfectante al 50% de aceite esencial de romero.
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APENDICE 6. Evaluacion de la eficiencia bactericida sobre superficie.

Figura 28. Mesas marcadas con Figura 29. Inoculacion de cuadrantes con
cuadrantes de 25x25cm. 0.1mL de microorganismos a ensayar.

Figura 30. Aplicacion de desinfectante por Figura 31. Recoleccidn de carga
método de aspersion. microbiana con hisopos.

Figura 32. Siembra de 1 mL de carga Figura 13. Incorporacion de medio PCA,
microbiana con neutralizante. por técnica vertido en placa.
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Figura 34. Placa 1 de control positivo del Figura 35. Placa 1 de control negativo del
aislamiento M6(1) con un tiempo de aislamiento M6(1) con un tiempo de
contacto de 5 minutos. contacto de 5 minutos.

Figura 36. Placa 1 de grupo Figura 37. Placa 2 de grupo
experimental (Desinfectante AER) del experimental (Desinfectante AER) del
aislamiento M6(1) con un tiempo de aislamiento M8(1) con un tiempo de
contacto de 5 minutos. contacto de 5 minutos.

Tabla 12. Recuento de colonias para la evaluacion bactericida del desinfectante a base de aceite
esencial de romero al 50 % con un tiempo de contacto de 5 minutos.

Tiempo Gram Cadigo de aislamiento C+ C- DAER
5 min + M10(1) 3 35 5
5 min + M8(1) 0 22 4
Placa 1 5 min - M12(1) 4 9 2
5 min - M6(1) 1 280 9
5 min + M10(1) 4 34 13
5 min + M8(1) 1 12 6
Placa 2 5 min - M12(1) 4 16 4
5 min - M6(1) 1 304 5

C+: Hipoclorito de sodio 0.5%; C-: Control Negativo; DAER: Desinfectante a base de aceite esencial de
romero al 50 %.
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APENDICE 7. Pruebas de hipétesis

Prueba de Kruskal-Wallis

a) Hipotesis estadisticas:
Ho: No existen diferencias entre las eficiencias bactericidas en los diferentes
grupos de tratamiento a 1 minuto de contacto.
Ha: Existen diferencias entre las eficiencias bactericidas en los diferentes grupos
de tratamiento a 1 minuto de contacto.

b) Nivel de significacion: p < 0,05

c) Estadistico de prueba: Kruskal-Wallis

Rangos
Tratamiento N Rango promedio
eficiencia AER 100 % 4 10,00
AER 50 % 4 10,00
AER 10 % 4 4,00
CRO 4 10,00
Total 16

Estadisticos de prueba®”

Eficiencia
H de Kruskal-Wallis 10,253
gl 3
Sig. asintotica ,017

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: tratamiento

d) Decision:
p > 0,05 > No se rechaza la hipétesis nula.
p < 0,05 > Se rechaza la hipotesis nula

e) Conclusion:

Existen diferencias entre las eficiencias bactericidas en los diferentes grupos de
tratamiento a 1 minuto de contacto.
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Pruebas post hoc:

Comparaciones por parejas de tratamiento

Estadistico de

Desv. Estadistico

Sample 1-Sample 2 prueba Desv. Error de prueba Sig. Sig. ajustada?

AER 10 %-AER 100 % 6,000 2,295 2,614 ,009 ,054
AER 10 %-AER 50 % 6,000 2,295 2,614 ,009 ,054
AER 10 %-CRO -6,000 2,295 -2,614 ,009 ,054
AER 100 %-AER 50 % ,000 2,295 ,000 1,000 1,000
AER 100 %-CRO ,000 2,295 ,000 1,000 1,000
AER 50 %-CRO ,000 2,295 ,000 1,000 1,000

Cada fila prueba la hipotesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son iguales.
Se visualizan las significaciones asintéticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacién es de ,05.
a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccion Bonferroni para varias pruebas.

Prueba de Kruskal-Wallis

a) Hipotesis estadisticas:
Ho: No existen diferencias entre las eficiencias bactericidas en los diferentes

grupos de tratamiento a 5 minutos de contacto.

Ha: Existen diferencias entre las eficiencias bactericidas en los diferentes grupos
de tratamiento a 5 minutos de contacto.

b) Nivel de significacion: p < 0,05

c) Estadistico de prueba: Kruskal-Wallis

Resumen de prueba Kruskal-Wallis de
muestras independientes

N total

Estadistico de prueba

Grado de libertad

Sig. asintotica (prueba

bilateral)

3,000%P

,392

d) Decision:

p> 0,05 - No se rechaza la hipdétesis nula.

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

b. No se realizan miltiples comparaciones porque la

prueba global no muestra diferencias significativas en las

muestras.

p < 0,05 - Se rechaza la hipotesis nula

e) Conclusion

No existen diferencias entre las eficiencias bactericidas en los diferentes grupos
de tratamiento a 5 minutos de contacto.

55



Prueba de U de Mann Whitney

a) Hipotesis estadisticas:
Ho: No existen diferencias entre las eficiencias bactericidas del desinfectante
comercial y el desinfectante a base de aceite de romero al 50 %.
Ha: Existen diferencias entre las eficiencias bactericidas del desinfectante
comercial y el desinfectante a base de aceite de romero al 50 %.

b) Nivel de significacion: p < 0,05

c) Estadistico de prueba: U de Mann Whitney

Resumen de prueba U de Mann-Whitney de
muestras independientes

N total 8
U de Mann-Whitney 6,000
W de Wilcoxon 16,000
Estadistico de prueba 6,000
Error estandar 3,251
Estadistico de prueba estandarizado -,615
Sig. asintotica (prueba bilateral) ,538
Sig. exacta (prueba bilateral) ,686

d) Decision:
p> 0,05 = No se rechaza la hip6tesis nula.
p < 0,05 > Se rechaza la hipotesis nula

e) Conclusion:

Ho: No existen diferencias entre las eficiencias bactericidas del desinfectante
comercial y el desinfectante a base de aceite de romero al 50 %.
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