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RESUMEN

El presente estudio de enfoque cuantitativo y disefio experimental tuvo como
objetivo determinar la concentracion del aceite esencial de Origanum vulgare L.
(orégano) con actividad antimicrobiana y que presenta efecto desinfectante. Para
extraer el aceite esencial se aplicé el método de arrastre por vapor de agua, se
determino la actividad antimicrobiana del aceite esencial a las concentraciones de
100%, 80%, 40% y 20% frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
midiendo los halos de inhibicion resultantes de aplicar el método modificado de
Kirby Bauer. Por ultimo, se eligié la concentracién del aceite esencial al 80% y se

demostro el efecto desinfectante sobre superficies.

Los resultados promedio de la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus fueron de 8,0 mm, 8,0 mm, 9,3 mm y 14,7 mm, para Escherichia coli fue
de 8,0 mmm, 9,3 mm, 15,7 mm y 12,0 mm a las concentraciones de 20%, 40%,
80% y 100% respectivamente para cada cepa. Los conteos obtenidos al
determinar el efecto desinfectante en las superficies tratadas con desinfectante
tanto para, Staphylococcus aureus, Escherichia coli fue de 0 UFC que se reporta
<100 UFC/superficie muestreada y para Salmonella Ausencia/superficie
muestreada. Concluyendo que tiene efecto antimicrobiano a concentraciones de
80% y 100% y puesto que presenta accion bactericida frente a las cepas de
estudio se comprueba la accion desinfectante del aceite esencial de Origanum

vulgare L. (orégano) al 80%.

Palabras claves: Origanum vulgare, Staphylococcus aureus, Escherichia coli

antimicrobiano, desinfectante.
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ABSTRACT

The present study of quantitative approach and experimental design had as
objective to determine the concentration of the essential oil of Origanum vulgare L.
(oregano) with antimicrobial activity and that presents disinfectant effect. To
extract the essential oil, the steam dragging method was applied, and the
antimicrobial activity of the essential oil was determined at concentrations of
100%, 80%, 40% and 20% against Staphylococcus aureus and Escherichia coli,
measuring the inhibition halos resulting from the application of Kirby Bauer's
modified method. Finally, an essential oil concentration of 80% was chosen and
the disinfecting effect on surfaces was demonstrated.

The average results of antimicrobial activity against Staphylococcus aureus were
8.0 mm, 8.0 mm, 9.3 mm and 14.7 mm, for Escherichia coli it was 8.0 mmm, 9.3
mm, 15.7 mm and 12.0 mm at the concentrations of 20%, 40%, 80% and 100%
respectively for each strain. The counts obtained when determining the
disinfectant effect on the surfaces treated with disinfectant both for,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli was 0 CFU which is reported <100
CFU/sampled surface and for Salmonella Absence/sampled surface. Concluding
that it has an antimicrobial effect at concentrations of 80% and 100% and since it
presents bactericidal action against the strains of study, the disinfectant action of

the essential oil of Origanum vulgare L. (oregano) at 80% is verified.

Keywords: Essential oil, Origanum vulgare L., Staphylococcus aureus, Escherichia

coli antimicrobial, disinfectant.
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INTRODUCCION

Uno de los principales problemas de salud publica son las Enfermedades de
Transmision Alimentaria (ETA), afectando y provocando enfermedades cada afio
a una de cada diez personas . Segun el estudio realizado por el Seguro Integral
de Salud SIS en el 2017, la diarrea y gastroenteritis son la décima enfermedad
con mayor incidencia @. La Direccién General de Salud Ambiental (DIGESA)
identific6 34 cepas de Staphylococcus aureus relacionadas a brotes de
intoxicacion alimentaria y el Instituto Nacional de Salud INS tipificé 379 cepas de
Salmonella asociado a ETA @. Es por ello, que existe una gran variedad de
desinfectantes usados en la industria alimentaria, los que deben cumplir con dos
propositos fundamentales: prevenir las ETA y la alteracion de los alimentos,
ademas no deben generar residuos toxicos ni interaccionar con compuestos
organicos, que afectarian la salud del consumidor e incluso alterar la compaosicion,
sabor y olor de los alimentos ®. La contaminacién de los alimentos puede
producirse en cualquier etapa del proceso que va desde la produccion,
manipulacion, procesamiento hasta su consumo, una de las causas es el contacto

directo con superficies contaminadas “ 5.

En consecuencia, se buscan alternativas naturales que tengan el mismo efecto
desinfectante, pero con menores desventajas respecto a los compuestos
guimicos, visto de esta manera el Perl cuenta con una gran diversidad de
recursos naturales, siendo el Origanum vulgare L. (orégano) uno de ellos, esta
especia aromatica es uno de los principales cultivos orientados a la exportacion
por su alta produccién a nivel nacional © 7). Existen cuantiosos estudios en los
cuales se ha demostrado el efecto bactericida del aceite esencial de Origanum
vulgare L. (orégano), frente a diferentes bacterias Gram positivas y Gram

negativas, algunas relacionadas con las ETA.

Todo lo antes mencionado, motiva a evaluar la concentracion del aceite esencial
de Origanum vulgare L. (orégano), que presente actividad antimicrobiana y efecto
desinfectante frente a bacterias relacionadas a ETA en la industria alimentaria a
fin de probar las bondades de un producto natural y presentar una alternativa,

contrario a los desinfectantes quimicos utilizados en la actualidad.



El problema general a responder es: ¢ Cudl es la concentracidn del aceite esencial
de Origanum vulgare L. (orégano) con actividad antimicrobiana y que presente
efecto desinfectante frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli?

Los problemas especificos son: ¢Cual es la concentracion del aceite esencial de
Origanum vulgare L. (orégano) que presentara actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli? y ¢Presentara efecto desinfectante el
aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano) frente a Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Salmonella sp.?
Origanum vulgare L. (orégano)

Es una especia muy popular, en latinoamérica crece en Brasil, Chile, Argentina y
Per( (Moquegua, Arequipa y Tacna) ®. Su nombre comin proviene del griego
‘oros” (montafa) y “ganos” (ornamento), posee compuestos fendlicos
monoterpenos como el carvacrol y timol © 19, E| rendimiento del aceite esencial
varia de acuerdo al ecotipo y altitud a la que se cultiva; y a las diferentes etapas
fenoldgicas a la que son cosechadas (1% 12 13), Posee diversas actividades como

antioxidante, insecticida, efecto antimicrobiano, etc. (4

Tabla N° 1

Clasificacion Taxondmica Origanum vulgare L. (orégano)

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Origanum

Especie: Origanum vulgare L.

Fuente: Herbario San Marcos del Museo de historia Natural de la Universidad San Marcos.

Las pruebas para evaluar la accion biologica (actividad antimicrobiana) de
compuestos de plantas o sus componentes puros esta basada en las utilizados
para evaluar la susceptibilidad y/o resistencia a antibidticos, siendo el método
cualitativo de difusion en disco Kirby-Bauer el recomendado %, que refleja la

capacidad del compuesto para inhibir el crecimiento de una bacteria (16,
10



Los desinfectantes son agentes quimicos que al aplicarse sobre una superficie
elimina las formas vegetativas de microorganismos nocivos 7). Hay diversas
pruebas de desafio para evaluar su eficacia en la farmacopea y la AOAC
(International Official Methods of Analysis) (1819, La DIGESA segin RM N°461-
2007/MINSA elaboré una Guia Técnica estandariza con los procedimientos para
la seleccion, toma de muestras y los criterios microbiologicos para superficies
irregulares, se enumeran las UFC (Unidades Formadoras de Colonias) e

interpretan los resultados 2021,

Tabla N° 2

Organismos de desafio tipicos

Organismos de desafio AOAC Aislamientos Ambientales Tipicos
Bactericida: Escherichia coli, ATCC 11229, Bactericida: Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus , ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis, Coynebacterium
Pseudomona aeruginosa, ATCC 15442, jeikeium, P. vesiclaris.

Fungicida: Candida albicans , ATCC 10231,
Penicillium crysogenum, ATCC 11709; A. Fungicida: P. chrysogenum, A. brasilensis.

brasilensis, ATCC 16404.

Esporicida: Bacillus sphaericus, Bacillus
thuringiensis.
Fuente: The United States pharmacopeia, USP 41 NF36.

Esporicida: Bacillus subtilis, ATCC 19659.

Lépez E. (2018), tuvo como objetivo demostrar el efecto antimicrobiano del aceite
del Origanum vulgare L. sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
determind la Concentracion Minima Bactericida CMB, Concentracion Minima
Inhibitoria CMI, finalmente determind la sensibilidad bacteriana. Concluyo que el
aceite esencial de orégano es mas efectivo sobre Staphylococcus aureus que

sobre Escherichia coli e inhibe el crecimiento de ambos (22,

Castillo P. (2017), evalué la capacidad antimicrobiana del uso combinado de los
aceites esenciales de orégano y ajo en hamburguesas de carne vacuna
refrigerada, frente a 9 cepas bacterianas alterantes y patdégenas (E. coli,
Salmonella, Staphylococcus aureus, etc.) y 2 cepas de hongos. Demostré que la
mezcla de aceites tiene efecto antimicrobiano frente a 8 bacterias, concluy6 que

su uso combinado permite aumentar la vida (til de las hamburguesas ?3).
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Carhuas R. (2017), Investigo el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial
de Menta piperita (menta), Origanum vulgare (Orégano) y Cymbopogon citratus
(hierbaluisa), sobre Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophylus. Concluy6
que todos los aceites esenciales mostraban halo de inhibicion frente a las cepas
evaluadas, pero la esencia de orégano fue la que mostr6 mayor efecto

antimicrobiano sobre Streptococcus mutans 4.

Araujo F. (2016), determiné el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) sobre los coliformes y mesofilos en carne de
hamburguesas preparadas artesanalmente, concluyo que no tiene efecto
antimicrobiano sobre coliformes totales, pero si sobre mesoéfilos a concentraciones

mayores al 75% ).

Sanchez R.; Silva M.; Jiménez R.; Zea O. (2015), la investigacion determino el
efecto de los desinfectantes quimicos y extractos de plantas, concluyendo que
reducen los recuentos promedio de bacterias aerobias mesdéfilas, Escherichia coli

y coliformes totales en carcasas de cuyes (Cavia porcellus) 9,

Morillas 1. (2015), estudio experimental, el autor comparo el efecto antimicrobiano
in vitro del aceite de Origanum vulgare (orégano) frente a Salmonella typhi, En
conclusion, demostré su eficacia bactericida desde una concentracion del aceite

esencial al 25 % @7,

Las ETA afectan cada afio a gran parte de la poblacién mundial @, por lo que se
implementan sistemas de prevencion para garantizar la inocuidad en la industria
alimentaria, siendo uno de ellos la adecuada limpieza y sanitizacion de ambientes
y superficies en contacto directo con alimentos, por consiguiente se utilizan una
gran variedad de compuestos quimicos para su desinfeccion, no obstante estos
productos tienen desventajas, es por ello que se dirige los estudios a la busqueda
constante de alternativas naturales que desempefien la misma funcion, que a su
vez presenten beneficios para la salud y el medio ambiente * 5. Siendo los
fenoles catalogados como desinfectantes de uso general pues son eficaces frente
a hongos, levaduras, algunos tipos de virus y bacterias, asimismo tienen una
solubilidad relativamente baja y tienden a dejar residuos sobre las superficies 7).

En la actualidad se ha demostrado la propiedad bactericida del aceite esencial de

12



Origanum vulgare L. (orégano) atribuidos a compuestos fenélicos como el timol y
carvacrol ®. Por lo expuesto, la investigacion pretende demostrar el potencial del
aceite escencial de oregano como desinfectante y su posible aplicacién en el
proceso de sanitizacion, aportando al conocimiento en el &mbito cientifico acerca
de las propiedades del producto natural objeto de estudio y representando un
punto de partida para ampliar el conocimiento y fomentar una mayor investigacion

sobre nuevas aplicaciones.

Por lo antes expuesto el objetivo principal de la presente investigacién es
determinar la concentracion del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)
con actividad antimicrobiana y que presente efecto desinfectante frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, por lo tanto, se tienen los siguientes

objetivos secundarios:

Determinar la concentracion del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)
con actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli y
el efecto desinfectante del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)

frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella sp.

La hipodtesis general afirma que el aceite esencial de Origanum vulgare L.
(orégano) a diferentes concentraciones presentara actividad antimicrobiana y

efecto desinfectante frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Las hipotesis especificas afirman que la concentracion del aceite esencial
Origanum vulgare L. (orégano) influird en la actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli y que el aceite esencial de Origanum
vulgare L. (orégano) presentard efecto desinfectante frente a Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Salmonella sp.

13



MATERIALES Y METODOS
2.1 Enfoquey disefio de lainvestigacion

La presente investigacion es de enfoque cuantitativo porque se establecié la
relacién entre las variable dependiente e independiente en base al analisis y
medicion de los datos obtenidos, de disefio experimental ya que se manipulara la
variable independiente, que es la concentracion del aceite esencial de Origanum
vulgare L (orégano) y se pretende explicar la influencia de la concentracion del
aceite esencial sobre su actividad antimicrobiana y efecto desinfectante 8.

2.2 Poblacién, muestray muestreo

La poblacion es Origanum vulgare L. (orégano) fresco (tallo y hojas sin raiz), el
gue se recolecto del departamento de Arequipa, provincia de Caylloma del distrito
de Huambo a una altitud de 3308 m.s.n.m. La muestra que se utilizara son 20 kg
de Origanum vulgare L. (orégano) obtenido del recurso vegetal recolectado en el
departamento de Arequipa, en la provincia de Caylloma del distrito de Huambo a
una altitud de 3308 m.s.n.m. En el muestreo se incluyeron las hojas y tallo de
orégano sin raiz de color verde, sin presencia de hojas marchitas. Depurando o

excluyendo las plantas en estado inmaduro, hojas y tallo dafiados.

2.3 Variables de lainvestigacion

Se considera que la concentracion es la variable independiente puesto que influye
en la capacidad antimicrobiana y efecto desinfectante y como variable

dependiente la actividad antimicrobiana y efecto desinfectante.

2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Las técnicas que se aplicaran para ejecutar la tesis, se describen a continuacion:

Destilacién por arrastre de vapor: Técnica basada en ley de Dalton sobre
presiones parciales de dos compuestos liquidos inmiscibles entre si, en el cual
uno es mas volatil que el otro, condensando el componente volatil se genera una
fase inmiscible, usada para separar sustancias insolubles en agua y ligeramente
volatiles de otras no volatiles que se encuentran en la mezcla, técnica empleada

con periodicidad, se aplicard para la obtencién del aceite esencial Origanum

14



vulgare L. (orégano), se describe el procedimiento en el siguiente flujpgrama °:
30)

Seleccion y desmenuzado
del material vegetal

Calor hasta
generar vapor

A 4

Extraccion por arrastre con vapor
de las sustancias volatiles

v

Condensacion por accién de un
refrigerante

v

Separacioén del aceite Diferencia de
densidades

\ 4
Envasado

Figura N° 1 Flujograma de destilacion por arrastre con vapor.

Fuente: elaboracion propia.
Método de difusion de agar Kirby Bauer: Esta prueba estandarizada se emplea
para determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial Origanum vulgare
L. (orégano) a diferentes concentraciones frente a bacterias patdgenas. Se
emplea agar Plate Count, preparado acorde a las instrucciones del proveedor,
para la preparacion del inoculo, se seleccionan 4 0 5 colonias del microorganismo
de estudio, provenientes de un cultivo puro o del obtenido por aislamiento primario
del microorganismo, no se debe usar colonias de mas de 24 horas. Se transfieren
las colonias a un tubo que contenga caldo estéril de Tripticase-soya, incubarlo a
35°C por 2 a 8 horas aproximadamente hasta que se produzca un crecimiento
moderado. Diluir el cultivo con solucién salina estéril y obtener una turbidez
equivalente a 0.5 de la escala McFarland (se prepara afiadiendo 0.5 mL de BaCl,.
2H20 (1.175%) a 99.5mL de H2S0O4 0.36N (1%)). La siembra del cultivo diluido se
hace por difusion sobre la superficie del medio, deja secar durante 5 a 20 minutos,
luego colocar los discos impregnados con el aceite esencial de Origanum vulgare
L. (orégano) a diferentes concentraciones sobre la superficie de agar con ayuda
de pinzas estériles, incubar a 35°C por 24 horas y proceder con la lectura
midiendo los halos de inhibicidon de cada disco, se mide con una regla el diametro

de la zona incluyendo los 6 mm del disco (5 16:31),
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Aceite esencial de orégano
|

Concentraciones
20%, 40%, 80%, 100%

Activacion de las cepas bacterianas:
Escherichia coli ATCC25922 y

Staphylococcus aureus ATCC25923

Diluyente usado Tween

Sembrar en agar Plate Count por
24 h a 35°C £ 1 °C y estandarizar
su concentracién a

0.5 escala Mac Farland

Dejar secar las placas
por no més de 30
minutos

Sembrar las cepas en
placas con agar Plate Count >

Aplicacion de los discos con
aceite esencial de orégano

Incubacién 35°C + 1°C por 24 horas
1

Medir el diametro del halo de inhibicion (mm)

Figura N° 2 Flujograma de la determinacion de la actividad antimicrobiana.

Fuente: Elaboracion propia.

Prueba de desafid en superficie: Se realizara la prueba de desafio usando tres
microorganismos estandares a una dilucion conocida; Escherichia coli ATCC8739,
Staphylococcus aureus ATCC6538 y Sallmonella sp. ATCC14028, con los que se
contaminaran las superficies inertes elegidas (cuchara, tenedor y cuchillo), se
aplicara como desinfectante el aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano) a
la concentracion elegida, sobre las superficies inertes durante 15 minutos, se
seleccion6é el método de muestreo por enjuague y se realizaran las pruebas
microbiolégicas por método de AOAC para Escherichia coli ATCC8739 vy
Staphylococcus aureus ATCC6538 y recuento en placa (ICMSF) para Sallmonella
sp. ATCC14028, se determinara la reduccion logaritmica de los microorganismos
de desafio para evaluar el efecto desinfectante del aceite esencial de Origanum
vulgare L. (orégano) al 80% sobre superficies 7 1819, 20, 21) ' A continuacion, se

detalla el proceso:

Activacion de cepas: del cultivo refrigerado repicar a un tubo conteniendo 10 mL
de caldo Tripticasa de Soya e incubar a 37°C * 2°C por 24 horas, transferir 0.1 mL
del microorganismo reactivado a una placa que contenga agar Tripticasa Soya Yy

distribuir el inoculo con ayuda de una asa de Drigalsky; luego incubar a 37°C +

16



2°C por 24 horas, resuspender las colonias formadas en la placa con la ayuda de
un asa de Cohle adicionando 5 mL de solucion salina 0.9%, transferirlo a un tubo
estéril y adicionar 5 mL de solucion salina 0.9% ; transferir 0.1 mL en un segundo
tubo que contenga solucién salina 0.9% vy realizar diluciones sucesivas

agregando 1 mL a tubos que contengan 9mL de buffer fosfato PH 7.2 .

Contaminacién de las superficies con diferentes concentraciones de cepas para
determinar a qué concentracion se recupera una cantidad de UFC contables, ya
qgue las superficies son irregulares y varian en tamafio; en base a ello se eligio
para Salmonella y Escherichia coli la concentracion 1x10°® UFC/mL y para
Staphylococcus aureus 1x10° UFC/mL. Se contaminan las superficies colocando
10 mL de la cepa bacteriana a la concentracion elegida en una bolsa y sumergir
en ella las muestras (cuchara y tenedor de acero) por un tiempo de 60 segundos
en todos los casos. Se secaran las superficies contaminadas a ambiente por 2
minutos, luego se separaran las muestras, se elegira 01 muestra (M1) como
Blanco o inicial que mediante el método de enjuague (sumergir la muestra en 100
ML de agua peptonada) de la cual se toma 1mL y se siembra en placa petrifilm o
placas petri para cuantificar los microorganismos viables contados en
UFC/superficies. El resto de muestras es tratado con aceite esencial de Origanum
vulgare L. (orégano) a la concentracion elegida por 15 minutos y se procede a
cuantificar las UFC/superficie aplicando el mismo método que se usO con la

muestra control contaminada. Este paso se sigue para cada bacteria a analizar.

2.5 Proceso de recolecciéon de datos.

Para recolectar los datos de la actividad antimicrobiana, evaluacion del efecto
antibacteriano o susceptibilidad de los dos microorganismos que se determina en
funcién al didmetro del halo de inhibicion de crecimiento del microorganismo
(HICM), considerando lo siguiente: Sensibilidad nula (-), para un diametro inferior
a 8 mm; sensibilidad limite (sensible = +) para un diametro > 8 mm y 14 mm;
media (muy sensible = ++) para un didmetro comprendido ente > 14 mm a 19 mm;
por ultimo, se considera que el microorganismo es sumamente sensible (S.S. =
+++) para un diametro superior a 20 mm @5 1631 E| instrumento a usar esta en el
ANEXO ALl.

17



La recoleccion de datos obtenidos posterior a aplicar la prueba de desafio en
superficie para determinar de la actividad bactericida que indicaria que el aceite
esencial de Origanum vulgare L. (orégano) tiene o no efecto desinfectante frente
las tres bacterias de desafio, para ello se realizarda un conteo de los
microorganismos viables que se representaran en UFC/superficies y Ausencia o
presencia/superficie respectivamente para cada microorganismo. Ver instrumento
e el ANEXO A2.

2.6 Método de analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiza tomando en cuenta los niveles de medicién de
datos las variables, siendo de tipo descriptiva hallando el promedio de los datos
obtenidos y verificando la desviacién estandar 8.
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RESULTADOS

Se presenta el efecto antimicrobiano de las diferentes concentraciones del aceite
de Origanum vulgare L. (orégano) (100%, 80%, 40% y 20%) frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, siendo los halos de inhibicion de 8mm en
las 3 repeticiones para las concentraciones de 20% y 40 % del aceite esencial; se
obtuvo 9.0 mm, 9.0 mm y 10.0 mm en las repeticiones al 80% y finalmente 15.0
mm, 14.0 mm y 15.0 mm para el 100% del aceite esencial de Origanum vulgare;
teniendo este Ultimo mayor actividad antimicrobiana que las otras

concentraciones.
Tabla N° 3

Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus Concentracion de aceite esencial de

ATCC 25923 Origanum vulgare L. (orégano)
n 100% 80% 40% 20%
1 15.0 9.0 8.0 8.0
2 14.0 9.0 8.0 8.0
3 15.0 10.0 8.0 8.0
X 14.7 9.3 8.0 8.0
D. E 0.58 0.58 0.00 0.00
n: nimero de repeticiones X promedio D.E: desviacion estandar

P 7

ous aureus ATCC25923

bicion de Staphylc

Figua N° 3 Halos de inhi

Se muestran los resultados de la actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli
ATCC 25922, obteniendo 8.0 mm en todas las repeticiones para 20% de aceite
esencial de orégano; se obtuvo 10.0 mm, 9.0 mm y 9.0 mm para el 40%, siendo
mayor que el primero; los halos de inhibicion para el 80% son 16.0 mm, 16.0 mm
y 15.0 mm siendo mayores que los obtenidos respecto las demas
concentraciones del aceite esencial de Origanum vulgare, incluso frente al 100 %

gue fue de 12.0 mm en todas sus repeticiones.
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TablaN° 4
Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano)
frente a Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli Concentraciéon de aceite esencial de
ATCC 25922 Origanum vulgare L. (orégano)

n 100% 80% 40% 20%

1 12.0 16.0 10.0 8.0

2 12.0 16.0 9.0 8.0

3 12.0 15.0 9.0 8.0

X 12.0 15.7 9.3 8.0

D.E 0.00 0.58 0.58 0.00

n: nimero de repeticiones X: promedio D.E: desviacion estandar

> - :
Figura N° 4 Halos de inhibicion de Escherichia coli ATCC25922

En la figura 5 se aprecia que los promedios de las concentraciones de 20% y 40%
no difieren mucho, se obtuvo 8.0 mm al 20% en ambas cepas y 8.0 mmy 9.3 mm
respectivamente para cada cepa al 40%; para la concentracion de 80 % de aceite
esencial muestran diferencias significativas pues los halos de inhibicion son de
9.3 mmy 15.7 mm mostrando mayor actividad antimicrobiana frente a Escherichia
coli a dicha concentracion, sin embargo sucede lo contrario al 100% pues los
halos son 14.7 mm y 12.0 mm respectivamente para cada cepa; demostrando
menor efecto antimicrobiano frente a Escherichia coli; a mayor concentracion

incrementa el tamafio halo de inhibicion frente a Staphylococcus aureus.
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Actividad antimicrobiana del Aceite esencial de Origanum vulgare frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922

8.0

8.0

de Aceite esencial de Origanum vulgare frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922

A continuacion, se presentan los resultados del efecto desinfectante del aceite
esencial de Origanum vulgare L. (orégano) al 80% frente a Staphylococcus
aureus ATCC6538, Escherichia coli ATCC8739 y Salmonella sp. ATCC14028:

Se obtuvo 228x10? UFC/ Superficie muestreada de Staphylococcus aureus para
M1 contaminada y no tratada con desinfectante, estando sobre el limite
permisible; por otro lado, las muestras M2 y M3 tratadas con el desinfectante
(aceite esencial de orégano al 80%) presentaron un recuento en placa Petri film 0
UFC, al multiplicarlo por el factor de diluciébn se representa como <100 UFC/
Superficie muestreada demostrando la efectividad del aceite esencial de

Origanum vulgare L. como desinfectante.

Tabla N° 5
Efecto desinfectante del aceite esencial del Origanum vulgare frente a
Staphylococcus aureus ATCC6538

Staphylococcus aureus ATCC6538

L Muestras . Resultados UFC/superficie
Cddigo : Observacion
contaminadas muestreada
M1 Tenedor Sin tratar con desinfectante 22800
M2 Tenedor Tratado con desinfectante por 15’ <100
M3 Tenedor Tratado con desinfectante por 15’ <100

21



Muestra no tratada con Muestra tratadas con desinfectante (aceite esencial de
desinfectante Origanum vulgare L.) por 15 min

Figura N° 6 Resultado del efecto desinfectante frente a Staphylococcus aureus

Se obtuvo para Escherichia coli M1 no tratada con desinfectante 361x10? UFC/
Superficie muestreada, estando sobre el limite permisible; por otro lado, las
muestras M2 y M3 tratadas con el desinfectante (aceite esencial de orégano al
80%) presentaron un recuento en placa Petri film 0 UFC, al multiplicarlo por el
factor de dilucion se representa como <100 UFC/ Superficie muestreada estando
dentro de los limites permisibles para coliformes (Escherichia coli). Demostrando
la efectividad del aceite esencial de Origanum vulgare como desinfectante.

Tabla N° 6
Efecto desinfectante del aceite esencial del Origanum vulgare frente a Escherichia
coli ATCC8739

Escherichia coli ATCC8739

L Muestras ., Resultados UFC/superficie
Cdédigo . Observacion
contaminadas muestreada
M1 Cuchara Sin tratar con desinfectante 36100
M2 Cuchara Tratado con desinfectante por 15’ <100
M3 Cuchara Tratado con desinfectante por 15’ <100
Muestra no tratada con Muestra tratadas con desinfectante (aceite esencial de
desinfectante Origanum vulgare L.) por 15 min

Figura N° 7 Resultado del efecto desinfectante frente a Escherichia coli
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Se obtuvo para Salmonella M1 no tratada con desinfectante 413x102 UFC/
Superficie muestreada, lo cual se reporta como presencia/superficie muestreada,
estando sobre los limites permisibles para este patdégeno; mientras las muestras
M2 y M3 tratadas con el desinfectante (aceite esencial de orégano al 80%)
presentaron 0 UFC que se representa como Ausencia/ Superficie muestreada
estando estas 2 Ultimas dentro de los limites permisibles para Salmonella
establecidos por DIGESA. Demostrando la efectividad del desinfectante.

Tabla N° 7
Efecto desinfectante del aceite esencial del Origanum vulgare frente a Salmonella
ATCC14028

Salmonella sp. ATCC14028

- Muestras . Ausencia o Presencia/
Codigo . Observacion -

contaminadas superficie muestreada

M1 Cuchara Sin tratar con desinfectante Presencia

M2 Cuchara Tratado con desinfectante por 15° Ausencia

M3 Cuchara Tratado con desinfectante por 15° Ausencia

Control del medio Muestra sin tratamiento con Muestra tratada con

desinfectante desinfectante

Figura N° 8 Resultado del efecto desinfectante frente a Salmonella
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DISCUSION

4.1 Discusion de resultados

La actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus es proporcional pues
a mayor concentracion mayor halo de inhibicion, mientras que para Escherichia
coli el mayor halo de inhibicion obtenido fue usando aceite al 80%, lo que
concuerda con la investigacion realiza por Lopez E., los halos obtuvo frente a
Staphylococcus aureus son proporcionales a la concentracion del aceite, en el
caso de Escherichia coli obtuvo un mayor halo de inhibicién a una concentracién
de aceite al 60 % con 17,62 mm siendo mayor a la obtenida al 90% (16,05 mm);
ademas se puede inferir que la diferencia en los halos de inhibicién, se debe a
que la concentracion de fenoles esta determinada por la madures de la planta y la
zona geografica de la misma, pues los halos de inhibicién obtenidos en el estudio

de Lopez E. realizados en Ecuador, son mayores que los del presente estudio.

Castillo P. demostroé la actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano y
extracto de ajo combinados frente a bacterias como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Salmonella, el presente estudio también demostré efecto

antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

Carhuas R., obtuvo el aceite esencial de Origanum vulgare L. (orégano), por
arrastre de vapor y luego demostr6 su efecto antimicrobiano frente a
Estreptococcus y Lactobacillus con una media de 24, 91mm y 15,13mm
respectivamente; el presente estudid demostré el mayor efecto antimicrobiano
frente a Staphylococcus aureus (14,7 mm) y Escherichia coli (15.7mm) a una
concentracion de 80% y 100% respectivamente; se explica su actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram (+) y Gram (-) debido a los compuestos

fendlicos como el timol y carvacrol presentes en el aceite.

En las tablas N° 5, 6 y 7 se muestra la comparacion de las muestras antes y
después del tratamiento con el desinfectante (aceite esencial de orégano al 80%),
demostrandose su efectividad como desinfectante sobre superficies contaminadas
con Escherichia coli (patdgeno del grupo de los coliformes), Staphylococcus
aureus (mesofilo patdogeno) ya que no hubo crecimiento bacteriano en las

muestras tratadas; en otro estudio ejecutado por Araujo F. en el 2016 determiné el
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efecto bactericida del aceite esencial de orégano frente a coliformes y mesofilos
presentes en carne de hamburguesas deduciendo que tiene efecto sobre
mesofilos a concentraciones de 75% y 100%, mas no sobre coliformes ya que no
hubo una reduccién de las UFC de coliformes, siendo no apto para el consumo
humano; por lo que podemos inferir que la reduccién microbiana es mayor y
eficiente sobre superficies inertes que sobre compuestos organicos, pues este

ultimo le aporta nutrientes a las bacterias, permitiendo su crecimiento.

Sanchez R., Silva M., Jimenez R. y Zea O., demostraron que los extractos de
plantas reducen la carga microbiana de coliformes totales, Escherichia coli y
bacterias aerobias mesofilas al tratar las carcasas de cuyes ya que tomaron
muestras aplicando el método de enjuague antes y después del tratamiento con el
desinfectante elegido; siendo el mismo método aplicado en el presente estudio
para demostrar el efecto bactericida del aceite esencial de orégano Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Salmonella lograndose determinar la reduccion

bacteriana y demostrando su efecto desinfectante.

Se demostro el efecto desinfectante del aceite esencial de orégano al 80% frente
a Salmonella lo que resulta l6gico puesto que Morillas I. en el 2015 determinoé la
eficacia bactericida del aceite esencial de orégano a diferentes concentraciones
(25%, 50%, 75%, 100%), obtuvo los siguientes valores promedio del halo de

inhibicién: 23,8 mm, 23,2 mm, 20,2 mm y 24,8 mm respectivamente.

4.2 Conclusioén

El aceite esencial de Origanum Vulgare L. (orégano) al 80% con actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli, presenta efecto

desinfectante frente ambas bacterias.

A una concentracion de 80%, el aceite esencial de Origanum Vulgare L. (orégano)
presenta actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia
coli con un halo de inhibicion promedio de 9,3 mm y 15,7 mm respectivamente,

clasificados acorde a la escala Duraffourd como sensible y muy sensible.

El aceite esencial preparado al 80% enfrentado en superficies contaminas con

Staphylococcus aureus y Escherichia coli tiene efecto desinfectante puesto que
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disminuye las UFC de las superficies contaminadas de 361x10% UFC/ Superficie
muestreada y 228x10°2 UFC/ Superficie muestreada para ambas bacterias
respectivamente a <100 UFC/ Superficie muestreada, estando dentro de los
limites permisibles establecidos por DIGESA para superficies, comprobando su
efectividad como desinfectante. Se infiere su efectividad como desinfectante
frente a Salmonella ya que las muestras tratadas con desinfectante por 15
minutos se reportaron como Ausencia/Superficie muestreada, a diferencia de la
muestra no tratada cuyo resultado fue 413 x10° UFC/Superficie muestreada
estando fuera del limite permisible establecido por DIGESA.

4.3 Recomendacioén

Realizar estudios del efecto desinfectante del aceite esencial Origanum Vulgare L.
(orégano) frente a otros microorganismos como hongos u otras bacterias de

interés en el sector alimentario.

Desarrollar estudios del efecto desinfectante del aceite esencial de Origanum
Vulgare L. (orégano) a otras concentraciones para identificar el rango de menor

concentracion a la que presente efecto desinfectante.

Se sugiere realizar estudios similares del efecto desinfectante utilizando diferentes

aceites esenciales.

Se sugiere realizar estudios que evalUen la capacidad desinfectante del aceite
esencial Origanum Vulgare L. (orégano) a diferentes tiempos de desinfeccion,

para determinar la relacion de la eficacia en relacion al tiempo de desinfeccion.
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ANEXOS

ANEXO A. Instrumentos de recoleccién de datos

ANEXO A1: Evaluacion microbioldgica del aceite esencial de Origanum vulgare L.
(orégano) versus dos cepas bacterianas.

Staphylococcus aureus

ATCC 25923

Concentracion de aceite esencial de Origanum
vulgare L. (orégano)

100% 80%

40% 20%

X |WIN|R |3

Escherichia coli

ATCC 25922

n

Concentracion de aceite esencial de Origanum
vulgare L. (orégano)

100% 80%

40% 20%

1

3

X

n: numero de repeticiones

X: promedio

OBSERVACIONES:

ANEXO A2: Evaluacion bactericida del aceite esencial de Origanum vulgare L.
(orégano) versus tres cepas bacterianas para determinar su efecto desinfectante.

Conteo de UFC/

Bacterias Codigo Mues_tras Observacion superficie Ausenug/
contaminadas Presencia
muestreada
M1 Cuchara Sin tratar con desinfectante
Escherichia coli . ,
ATCC8739 M2 Cuchara Tratado con desinfectante por 15
M3 Cuchara Tratado con desinfectante por 15’
M1 Tenedor Sin tratar con desinfectante
Staphylococcus aureus . ,
ATCCE538 M2 Tenedor Tratado con desinfectante por 15
M3 Tenedor Tratado con desinfectante por 15’
M1 Cuchara Sin tratar con desinfectante
Salmonella sp. . ,
ATCC14028 M2 Cuchara Tratado con desinfectante por 15
M3 Cuchara Tratado con desinfectante por 15’
OBSERVACIONES:
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ANEXO B. Operacionalizacion de las variables

DEFINICION
VARIABLE . DIMENSIONES INDICADORES ESCALA DE UNIDAD DE
DEAISICIO ColNEE #IBiAL OPERACIONAL MEDICION MEDIDA
INDEPENDIENTE: | Expresa la medida en Evaluar la : 100 %
. . actividad - Diferentes .
Concentracion del porcentaje de gramos o0 - : Concentracion : 80 % Porcentaje de
) . i~ antimicrobiana 'y concentraciones del .
aceite esencial mililitros por cada 100 gramos efecto mg/mL aceite esencial 40 % concentracion
Origanum vulgare L. | o mililitros de muestra total desinfectante 20 %
(orégano)
. I Nula (-)
DEPENDIENTE: %Zﬂi(i:rldag d(raolif:rlggilggr dg Ejecutar la Diametro del Sensible (+) >8< <81r2nanm
Actividad microbios (vFi)rus bacterias actividad halo de Muy sensible (++) Ordinal 1 4‘ < 20mm
Antimicrobiana S ! antimicrobiana inhibicién sumamente sensible iy
hongos o parasitos). (++4) > 20mm
Compuesto con la capacidad
) de destruir o inhibir el Unidades
DEPENDIENTE: crecimiento de | Ejecutar el efecto Formadoras Recuento de UFC UFC Ausencia o
Efecto desinfectante | Microorganismos patégenos desinfectante de Colonias [/superficie /superficie presencia
en fase vegetativa o0 no (UFC)

esporulada.

Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO C. Evidencias de trabajo de campo

ANEXO C1.: Certificacion botanica de Origanum vulgare L. (orégano)

100

_" UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

s Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA

’
M VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
(B MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°247-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (tallo con hojas) recibida de Erika Judhit MEDRANO SUCARI,
estudiante de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Alas Peruanas; ha
sido estudiada y clasificada como: Origanum vulgare L. y tiene la siguiente posicion
taxonomica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Origanum
ESPECIE: Origanum vulgare L.

Nombre vulgar:“orégano”
Determinado por: Dra. Joaquina Alban Castillo

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 19 de junio de 2018

e i

45 )
g ASUNJI N CANO ECHEVARRIA
EL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

NS TORLN
Y

ACE/ddb
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ANEXO C2: Actividad Antimicrobiana

Tabla N° 1
Controles método de Kirby Bauer modificado

Muestra Medio de cultivo Resultado
Staphylococcus aureus ATCC .
AP recimien

25923 C Crecimiento
Escherichia coli ATCC 25922  APC Crecimiento
Sin sembrar (control del No hubo

. APC .
medio) crecimiento

APC + Staphylococcus

Discos con Tween aureus ATCC 25923 No hubo halo
APC + Escherichia coli
i No h hal
Discos con Tween ATCC 25922 0 hubo halo
APC: Agar Plate Count
Fuente: Elaboracion propia.
Activacion y siembra de las cepas: Estandarizacién a la escala 0.5 Mac
Staphylococcus aureus y Escherichia coli Farland

Preparacion de las diluciones del aceite
esencial de Origanum vulgare L.

"-l‘\ aw
.‘-uh--‘
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ANEXO C3: Efecto Desinfectante

Superficies: Cubiertos

Superficies inertes estériles

Agar TSA (Tripticasa soya)

Diluciones de cepas

Aceite esencial al 80 %

LS

~
—T —~
—-
Sk, T




Proceso para muestras sin tratamiento con desinfectante

Enjuague Sembrar e incubar

37



Proceso para muestras tratadas con desinfectante por 15 min

Desinfeccion y enjuague Sembrar e incubar
& —
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