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RESUMEN

Dia a dia se procesan alimentos que son susceptibles a la contaminacion
microbiana en superficies inertes en la industria carnica, por lo cual se busco
aprovechar la capacidad antimicrobiana del té verde y romero en un desinfectante
como alternativa a los productos de limpieza de superficies regulares
convencionales. Para ello se evaluo la actividad antibacteriana de 7
concentraciones (200, 150, 100, 50, 25, 10 y 5 mg/mL) del extractro etandlico de
té verde (Camellia sinensis) y el aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis
L) empleando el método de difusion en disco (Kirby — Bauer) frente a Escherichia
coli y Staphylococcus aureus, obteniendo un CMI favorable de 200 mg/mL. Se
formuld el desinfectante a partir de la dilucion de 250 mg/mL afadido
respectivamente a una solucion estandar diluida en agua destilada con etanol al
70%. La eficacia antimicrobiana del desinfectante se determiné mediante un
hisopado de superficies segun la guia técnica peruana N 461-2007/MINSA,
comprobandose que el desinfectante redujo considerablemente las UFC de las
bacterias presentes en la superficie inerte.

Palabras clave: romero, té verde, antimicrobiano, desinfectante, superficies
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ABSTRACT

Every day, meals that are susceptible to microbial contamination are processed on
inert surfaces in the meat industry. Therefore, we sought to take advantage of the
antimicrobial capacity of green tea and rosemary in a disinfectant as an alternative
to conventional regular surface cleaning products. To this regard, the antibacterial
activity of seven concentrations (200, 150, 100, 50, 25, 10, and 5 mg/mL) of
ethanolic extract of green tea (Camellia sinensis) and essential oil of rosemary
(Rosmarinus officinalis L) was evaluated using the Kirby-Bauer disk diffusion
method (Kirby-Bauer) method against Escherichia coli and Staphylococcus
aureus, obtaining a favorable MIC of 200 mg/mL. The disinfectant was formulated
from a dilution of 250 mg/mL added respectively to a standard solution diluted in
distilled water with 70% ethanol. The antimicrobial efficacy of the disinfectant was
determined by swabbing surfaces according to Peruvian technical guideline N
461-2007/MINSA, confirming that the disinfectant significantly reduced the CFU of
bacteria present on the inert surface.

Key words: rosemary, green tea, antimicrobial, disinfectant, surfaces.
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1 INTRODUCCION
1.1 Antecedentes del problema

La contaminacion cruzada de los alimentos se presenta como una
problematica en establecimientos de produccion y su expendio. Segun Sornoza
(2014) en los mercados de Guayaquil habitualmente se exhiben frutas a la venta,
mariscos, carnes, entre otros insumos en superficies donde son susceptibles a la
contaminacion por patdégenos que provienen de su entorno de produccion. Segun
la resoluciéon 233- 1998 del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA), las buenas préacticas de fabricacion y los procesos operativos
estandarizados de saneamiento (POES) son los procedimientos de salud que las
industrias deben seguir para garantizar la seguridad alimentaria. En este sentido,
resulta crucial llevar a cabo medidas que garanticen la limpieza y desinfecciéon de
instalaciones, equipos y procesos de produccién, con el objetivo de prevenir
enfermedades derivadas del consumo de alimentos (Rabén, 2021).

Los productos al ser colocados en las encimeras albergan agentes
patdgenos que los vendedores no eliminan, ya que su proceso de limpieza se limita
a lavarlos con agua para quitar la contaminacion superficial y mejorar su apariencia
sin considerar el uso de agentes desinfectantes para preservar la seguridad
alimentaria.

En la actualidad hay demanda de alimentos listos para el consumo, los
cuales, al no seguir los protocolos de limpieza adecuados, ocasionan
enfermedades, evidenciando que los productos empleados no logran eliminar
eficazmente los patdgenos perjudiciales para los seres humanos (Castro y Gil,
2017).

Los desinfectantes convencionales a menudo contienen productos quimicos
agresivos, lo que ha llevado a la exploracién de opciones mas amigables con el
medio ambiente y potencialmente menos perjudiciales para la salud humana
(Domingo & Lépez, 2003). La existencia de residuos de productos de limpieza con
biodegradabilidad lenta en cuerpos de agua provoca un gran impacto ambiental,
puesto que liberan grandes cantidades de fosfatos que exceden los nutrientes
necesarios en ecosistemas acuaticos (Peiron, 2018).

La basqueda y el interés en los aceites esenciales y los extractos de plantas
como agentes desinfectantes ha perdurado y expandido su alcance. La

investigacion cientifica ha respaldado las propiedades antimicrobianas de



compuestos presentes en plantas, lo que ha llevado a la inclusion de estos
ingredientes en productos de limpieza y desinfeccion para su uso en la industria
alimentaria ayudando a prevenir la contaminacion y garantizar la inocuidad de los
alimentos.

Tanto el té verde y el romero se han destacado por sus propiedades
antioxidantes y antibacterianas debido a la presencia de compuestos como
catequinas y polifenoles, por lo que fue sugerido su posible utilidad como materias

primas en el desarrollo de un desinfectante.

1.2 Planteamiento y formulacion del problema
1.2.1 Planteamiento del problema

El consumo de alimentos contaminados debido a la ausencia de buenas
practicas agricolas y de manufactura representa un grave problema de salud
publica y medioambiental. A diario se consumen alimentos que son susceptibles a
la absorcion y acumulaciéon de contaminantes quimicos y biolégicos en el entorno,
resultando en residuos téxicos que afectan la calidad del producto v,
consecuentemente, la salud de quienes los consumen (Burgos Carbo, 2020).

De acuerdo con Guzman (2022), el uso de desinfectantes sintéticos ha sido
una practica comun en la industria agricola para reducir la carga de
microorganismos patégenos y garantizar la seguridad microbiolégica de los
productos. Sin embargo, su uso indebido o excesivo puede plantear varios peligros
tanto para la salud humana como para el medio ambiente y el uso continuo de
desinfectantes sintéticos puede contribuir al desarrollo de resistencia en
microorganismos patdgenos, lo que hace que estos agentes antimicrobianos sean
menos efectivos con el tiempo consiguiendo aumentar la posibilidad de brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos.

El uso de un desinfectante de superficies, se centra en la necesidad de
eliminar las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’S) en las areas de
produccion, transporte, almacenamiento y expendio. Segun Cortés et al. (2021), la
mayoria de las bacterias tienen la capacidad de crear biofilms en la superficie, lo
que les permite sobrevivir a pesar del empleo de quimicos de control como
compuestos clorados, oxigeno activo y otros métodos fisicos como la irradiacion

ultravioleta.



Son numerosas las hierbas medicinales que se emplean por sus
propiedades antimicrobianas, y entre ellas se encuentra el romero (Rosmarinus
officinalis L.). Este interés se atribuye a variados compuestos quimicos como los
terpenos 1,8-cineol, alfa-pineno, alcanfor, alfa-terpineol, canfeno, borneol, acetato
de bornilo, limoneno, beta cariofileno, que se emplean en el &mbito medicinal e
industrial (Rozman y Jersek, 2009).

Varios estudios indican que la hoja del té verde presenta propiedades
antioxidantes y antibacterianas, debido a que contiene compuestos como los
polifenoles, catequinas y flavonoides, los cuales ayudan en la correcta desinfeccion
de las superficies inertes en contacto con alimentos, por lo cual, representa una
alternativa de innovacion que podria incorporarse como una alternativa como

desinfectante natural (Hinostroza y Villaizan, 2022).

1.2.2 Formulacién del problema
¢Los extractos de hojas de té verde y aceite esencial de romero serviran
para la formulacion de un desinfectante que reduzca la carga microbiana en las

superficies inertes de produccién alimentarias?

1.3 Justificacion de la investigacion

El empleo de un desinfectante para su aplicacion sobre las superficies
inertes de produccion alimentaria se centr6 en la busqueda de alternativas mas
naturales y sostenibles para la desinfeccién en entornos alimentarios.

En la industria alimentaria, la necesidad de desinfectar superficies en
contacto con los alimentos de manera eficaz y segura es crucial para prevenir la
contaminacion y garantizar su inocuidad. Los desinfectantes convencionales a
menudo contienen productos quimicos agresivos, lo que ha llevado a la exploracion
de opciones mas amigables con el medio ambiente y potencialmente menos
perjudiciales para la salud humana a causa de los residuos.

Es importante considerar que el uso de ingredientes naturales en la
fabricacion de productos de limpieza puede contribuir a la preservacién de la
biodiversidad al promover practicas agricolas mas sostenibles y la conservacion de
los habitats naturales.

Los estudios cientificos han destacado las propiedades antimicrobianas de
los extractos de hojas de té verde y romero, gracias a la presencia de compuestos

bioactivos como polifenoles, flavonoides, di y triterpenoides. Estos componentes



han demostrado tener efectos positivos contra ciertos microorganismos, lo que
sugiere su utilidad en la formulacion de desinfectantes (Escobedo et al., 2023).
Plantas como el té verde ha recibido mucha atencion de los cientificos
comprobando sus propiedades antivirales, antibacterianas, anticancerigenas, entre
otras (Cayo y Cervantes, 2020). La inclusion de plantas naturales en productos de
limpieza habitualmente con altas concentraciones de quimicos puede beneficiar a
las personas con alergias o sensibilidades quimicas, ya que tienden a ser una
opcion de sustituto mas segura y menos irritante para la salud.

Es importante que las personas puedan tener a su alcance nuevos productos
que incentiven la agroindustria ecuatoriana empleando materia prima como el té
verde y romero con propiedades funcionales, que ademas impulse la matriz

productiva nacional.
1.4 Delimitacion de lainvestigacion

e Espacio: El desarrollo de la investigacion se llevé a cabo en la provincia del
Guayas, en el cantdn Guayaquil, en la Universidad Agraria del Ecuador Campus
Dr. Jacobo Bucaram Ortiz.

e Tiempo: Se realiz6 durante el segundo ciclo del periodo lectivo 2023 — 2024 en
un tiempo aproximado de seis meses.

e Universo: El proyecto estuvo dirigido para los expendedores de alimentos e
industria alimentaria como propuesta alternativa de desinfeccién de las

superficies en contacto con los alimentos.

1.5 Objetivo general
Determinar la eficacia de extracto de hojas de té verde (Camellia sinensis) y
aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L) para su empleo como

desinfectante de las superficies inertes de produccién alimentaria.

1.6 Objetivos especificos
e Obtener el aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L) mediante la
técnica de hidrodestilacion y el extracto etandlico de hojas de té verde
(Camellia sinensis) por el método de maceracion.
e Determinar la actividad antibacteriana del extracto etanolico del té verde

(Camellia sinensis) y el aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L)



de forma individual frente a las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus
aureus mediante el método de difusion en agar con discos (Kirby-Bauer).

e Evaluar la eficacia del desinfectante elaborado a partir del extracto de té verde
(Camellia sinensis) y el aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L)
aplicando el método del hisopado de superficies inertes en contacto con
alimentos como control microbiologico indicado por la guia técnica peruana N
461-2007/MINSA.

1.7 Hipotesis
La hipdtesis planteada para este estudio fue “La utilizacion de extracto de
hojas de té verde y aceite esencial de romero para el desarrollo de un desinfectante

permitira eliminar microorganismos presentes en superficies inertes”



2. MARCO TEORICO
2.1 Estado del arte

En la ciudad de Huancayo — Peru, un estudio realizado por Fuentes y Montes
(2021) determiné la actividad antimicrobiana y la elaboracién de un desinfectante
natural a base del aceite de Rosmarinus officinalis L (romero) sobre la Lactuca
sativa (lechuga), con la finalidad de disminuir las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA). En este estudio, se aplicé el método de difusiéon en disco (Kirby
Bauer) para primero determinar la actividad antimicrobiana y luego el efecto
desinfectante del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L (romero). Se evaluaron
6 concentraciones del desinfectante usando el aceite esencial al 100%, 80%, 60%,
40%, 20% y 10%. Los resultados mostraron halos de inhibicion frente a Escherichia
coli ATCC 25922, con medidas de 10, 9, 9, 8 y 7 mm, respectivamente. La
concentracion del 10% no exhibié actividad antimicrobiana. La concentracion del
40% se seleccion6 para la preparacién del desinfectante especifico, diluyéndola en
dimetilsulféxido. Se destac6 que la concentracion del 100% mostré el mayor halo
de inhibicién de microorganismos, indicando una mayor actividad antimicrobiana.
La evaluacion frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, no presento halos de
inhibicién a diferentes concentraciones, lo que sugiere la ausencia de actividad
antimicrobiana. Como conclusion, los resultados fueron comparados con los
indicadores permisibles del MINSA/DIGESA que son Escherichia coli 102 UFC/g y
coliformes totales 10> UFC/g demostrando su efecto positivo como desinfectante al
reducir la carga microbiana, sin embargo, ain no se encontraron antecedentes que
indiquen efectividad antimicrobiana como un desinfectante sobre los vegetales de
consumo directo.

En la investigacion por Quispe Cruz (2023) obtuvo el aceite esencial de
romero (AER) mediante destilacién por arrastre de vapor de agua. Se evalué la
eficiencia bactericida del AER al 10 %, 50 % y 100 %, usando como diluyente
dimetilsulféxido (DMSO) y ceftriaxona como control positivo. En el ensayo de la
eficiencia bactericida del desinfectante de AER al 50 % presenté 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.

En otras investigaciones, Rahardiyan (2019) identifico en las hojas de té

verde, varios polifenoles, principalmente catequinas, las cuales desempefian



multiples funciones esenciales en la fisiologia de las plantas y brindan beneficios
potenciales para la salud humana, como propiedades antioxidantes, antialérgicas,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antihipertensivas y como agentes
antimicrobianos. El polifendlico Galato de epigalocatequina (EGCG) del té verde
tiene la capacidad de entrecruzarse con muchas proteinas y es el responsable de
la actividad antibacteriana. Las altas concentraciones de catequinas del té
(Camellia sinensis) en el estudio demostraron tener actividad antimicrobiana en
este caso contra una bacteria grampositiva que se aisla de la carne roja llamada
Listeria monocytogenes. En el estudio, se emplearon concentraciones de hasta
1000 ppm de extracto de catequina de té aplicado a un biofilms, las cuales
resultaron ser beneficiosas para envoltorios de uso doméstico de carne, aves y
mariscos. La perspectiva de la aplicacién de la catequina del té verde como agente
antimicrobiano en una pelicula biodegradable comestible ha demostrado su
efectividad y se recomienda continuar las investigaciones que aporten informacion
en la lucha contra los patégenos transmitidos por los alimentos y al futuro del
desarrollo de biocidas.

Un estudio llevado a cabo por Guerrero, Villota y Escobedo (2023) tuvo como
objetivo formular un desinfectante utilizando aceites esenciales de orégano de
monte y romero para el control de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, dos
bacterias cominmente presentes en alimentos de consumo diario. La extraccion de
los aceites se realiz6 mediante la técnica de arrastre de vapor, seguida del andlisis
de su composicién mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro
de masas. La evaluacion de la actividad antimicrobiana del desinfectante se llevo a
cabo determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI), utilizando diluciones
macro compuestas de aceite y agua para la formulacién del desinfectante. Los
resultados revelaron la presencia de compuestos antimicrobianos, como el Timol y
el 2-Bornanona. La combinacién de ambos aceites resultdé en un incremento de la
potencia de sus compuestos, generando halos de inhibicion con diametros de hasta
18,2 mm y de forma individual para el aceite esencial de Romero, se obtuvieron
halos de inhibicion desde 7,38 mm hasta 16,35 mm, presentando mayor inhibicion
en la cepa de S. aureus, con un promedio de 13,19 mm de didmetro de los halos
de inhibicion. Para la cepa de E. coli se obtuvieron halos, con un promedio de 9,57

mm de didmetro.



Falco et al (2019) evalu6 la eficacia de nueve aceites esenciales en el
desarrollo de una solucion desinfectante natural (SAN) y su actividad
antimicrobiana contra patdgenos como Escherichia coli y Salmonella enterica en
superficies de acero inoxidable, vidrio y polipropileno. Los aceites esenciales
evaluados fueron de tomillo, orégano, romero, clavo, canela, eucalipto, lavanda,
limén y menta. Los resultados del SAN mostraron que el aceite esencial de
Tillandsia capitata, aplicado durante 10 minutos, redujo los niveles de E. coli en mas
de 3 log numero de células y de Salmonella enterica en 1 log en condiciones de
limpieza en las tres superficies probada. Los aceites esenciales pueden utilizarse
como desinfectantes naturales para descontaminar las superficies en contacto con
los alimentos, reduciendo asi el riesgo de transferencia indirecta de patégenos
bacterianos a los alimentos o a las personas

Por otro lado, Rios, Garcia, Hernandez y Garcia-Munguia (2021) realizaron
un trabajo de investigacion donde estudiaron la actividad antimicrobiana de
extractos con el fin de determinar si el extracto vegetal de estos contribuye como
una alternativa de biocontrol para enfermedades bacterianas, efectiva, de bajo
costo y menor impacto ambiental aplicado en cultivos de tomate y frijoles. Los
extractos naturales fueron obtenidos en forma cruda por medio de maceracion
etandlica y concentrados por via de rota evaporacion a Zingiber officinale y Maclura
pomifera. El andlisis microbioldgico in vitro fue realizado mediante antibiograma de
14 tratamientos con tres repeticiones de extractos crudos y concentrados sobre
Pseudomonas syringae siendo mas resistente que Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. La actividad bactericida fue evaluada por medio de
antibiogramas con intervalos de 24 h por siete dias. EI mayor efecto inhibitorio lo
mostraron los extractos de Maclura pomifera base etanol de 100 mg mL!y Zingiber
officinale de 100 mg mL™* base etanol. Los extractos de Maclura pomifera en bajas
concentraciones, también mostraron actividad, siendo 10 mg mL™* la concentracién
mas baja y efectiva en la inhibicién bacteriana con una media de 0.41 cm de halo
inhibitorio.

Nieto, et al. (2018) evalu¢ la susceptibilidad antibidtica del romero, donde los
aceites esenciales mostraron ser activos contra todas las cepas clinicas de
Escherichia coli: Los aceites esenciales que contenian principalmente carvacrol
(67,0%) y y-terpineno (15,3%) eran efectivos contra cepas Gram-negativas,

incluyendo Escherichia coli, con valores de CMI de 0,025 yL/mL a 0,78 uL/mL



segun el método de microdilucion en caldo. Ademas, el aceite esencial de romero
inhibe fuertemente E. coli ATCC 25922 con una CMI de >6,4 mg/L, es por ello que
debido a que el romero es una hierba barata, disponible y no toxica, estas
consideraciones justifican la introduccion de extractos de romero o aceites
esenciales, con mayor contenido de compuestos fendlicos, en la industria
alimentaria. La efectividad del aceite esencial de romero frente a E. coli, esta
relacionada con la acciéon combinada de los diferentes componentes minoritarios
presentes en su fraccion volatil y no debe asociarse a la accion de ningun
componente en particular. Por lo cual E. coli, L. monocytogenes y S. aureus, son
bacterias muy resistentes y destacan la importancia de la composicion quimicay la

proporcion entre los componentes del aceite en su eficacia antimicrobiana.

2.2 Bases cientificas y tedricas de la temética

2.2.1 Camellia sinensis

2.2.1.1. Generalidades.

Camellia sinensis se describe como un arbusto con una raiz principal
robusta, cuyas hojas y brotes se emplean en la produccion de té. EI nombre
genérico Camellia fue asignado por Linneo en reconocimiento al botanico y
misionero jesuita del siglo XVII, Jifi Josef Camel (también conocido como
Camellus), quien transport6 plantas de camelias desde Las Filipinas a Europa; el
nombre especifico sinensis se deriva del latin y alude a la localizacién de esta
especie en China (Xingtang, et al, 2021).

2.2.1.2. Descripcion de la planta Camellia sinensis.

Son arbustos con hojas de color verde oscuro y de bordes aserrados las
cuales miden 4-15 cm de longitud y 2-5 cm de ancho. Las flores, axilares, solitarias
0 en grupos de 3 0 4, tienen 5 sépalos, 6-8 pétalos y numerosos estambres, son de
color blanco-amarillentas y miden 2-4 cm de diametro (Instituto de Ecologia
Mexicano, 2023).

Tal como lo indica Dufresne y Farnworth (2001), las hojas de té verde se
obtienen de diferentes variedades de una lauracea, es un arbol que puede
alcanzar varios metros de altura que se produce en zonas de humedad alta y de
temperaturas no extremas, pero independientemente de la altura a nivel del mar.

El té después del agua es la bebida de mayor consumo mundial.
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Aproximadamente un 76-78% del té que se consume en el mundo es negro, un

22% es té verde y menos de un 2% es Olong.

2.2.1.3. Taxonomia.

En base a la Fuente del Sistema Integrado de Informacion Taxondmica - SIIT
América del Norte (Canadéa, México, Estados Unidos) el té verde es botanicamente
conocido como Camellia sinensis (Sistema Integrado de Informacién Taxondmica,
1999).

Tabla 1.

Clasificacion taxonémica del té verde
CATEGORIA NOMBRE
Reino Plantae
Subreino Viridaeplantae
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Infradivision Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Superorden Ericales
Familia Theaceae
Género Camellia
Especie Camellia sinensis

Fuente: Durairaj et al. (2019).

2.2.1.4. Composicion quimica.

Las hojas frescas del arbol del té verde contienen cafeina, la cual ha sido
asociada a la disminucién y control del peso corporal en humanos, por medio de la
estimulaciéon de la termogénesis y la oxidacion de las grasas. Contienen una alta
cantidad de flavanoles (derivados de los flavonoides) conocidos como catequinas.
Las principales catequinas presentes en el té son la epicatequina, la
epigallocatequina, la epicatequina gallato, y la epigallocatequina gallato, siendo
esta Ultima la catequina mas abundante en el té y la que concita mayor interés e
investigacion (Vazquez L., 2017).

Los principales componentes del té verde se muestran en la tabla 2, siendo
los mas representativos las bases xanticas (cafeina, teofilina, teobromina, adenina
y xantina) y polifenoles (flavonoides, catecoles, taninos catéquicos y acidos
fendlicos). Los flavonoides mayoritarios son el kempferol, la quercetina y la

miricetina. (Luengo, 2002).
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Tabla 2.
Componentes principales del té verde
Componentes Té verde (%)
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Catequinas
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Polifenoles Sencillos
Flavonoles

Otros Polifenoles
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Fuente: Durairaj et al. (2019).

2.2.1.5. Actividad bioldgica.

El té verde posee una rica concentracion de compuestos bioactivos, entre
ellos catequinas, polifenoles y antioxidantes. Estas sustancias han sido objeto de
numerosos estudios por sus beneficios en la salud humana. Las catequinas
presentes en el té verde, especialmente la epigalocatequina-3-galato (EGCG), han
mostrado actividad antibacteriana y antiviral en diversos estudios. Se ha observado
gue estas sustancias pueden interferir con la capacidad de produccion de algunos
microorganismos. En el contexto de las bacterias, el té verde ha demostrado ser
eficaz contra una variedad de cepas, incluyendo algunas resistentes a antibiéticos
convencionales (Ingaso Farm, 2019).

Su importancia radica en las propiedades antioxidantes de sus compuestos
bioactivos. Un estudio realizado por Pacheco (2021) relacioné la actividad
antioxidante de los extractos hidroalcohodlicos del té verde con la presencia de
polifenoles.

El extracto de té verde ha presentado actividad biocida frente a cepas de
Staphylococcus aureus, Salmonella tipi, Shigella dysenteriae, Vibrio cholereae y
una importante actividad inhibitoria sobre los Streptococcus cariogénicos que
incluyen al Streptococcus mutans, disminuyendo el riesgo de caries tanto in vitro

como in vivo (Forero y Pabon, 2022). Varios trabajos demostraron que los
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polifenoles del té inhiben la actividad de la colagenasa, el crecimiento y adherencia

celular de Porphyromona gingivalis (Martinez , Funosas, y Pignolo, 2019).

2.2.1.6. Usos medicinales.

Algunos beneficios en la salud han sido adscritos al consumo de té verde, e
incluyen los efectos de reduccién del colesterol, proteccion contra enfermedades
cardio-vasculares, cancer, prevencion de enfermedades neurodegenerativas,
diabetes, enfermedades de higado, propiedades anti mutanogénicas, proteccion
contra osteoporosis, mejoramiento del flujo sanguineo, eliminacion de toxinas,
mejoramiento de la resistencia a varias enfermedades y beneficios para la higiene
oral (Parray Ricardo, 2022).

2.2.2 Rosmarinus officinalis L

2.2.2.1. Generalidades.

Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) se conoce de forma popular como
romero y puede ser empleada tanto fresca como seca, como extracto o aceite
esencial. Los extractos de romero se suelen preparar haciendo el tratamiento a toda
la planta, aunque puede hacerse de alguna parte especifica de la misma como
flores, brotes, semillas, hojas, tallos y/o corteza. Puede ser utilizada en diferentes
campos, incluyendo las industrias cosmética, farmacéutica y alimentaria (Vazquez
et. al, 2022).

Es un arbusto aromatico que crece en zonas litorales y zonas de montafia
baja (laderas y collados), mayormente en los terrenos calcareos, desde la costa
hasta 1.500 m de altitud. Se cultiva con facilidad, incluso en macetas. El origen de
su nombre latino de rosmarinus se crey6 que estaba formado por dos vocablos: ros
(rocio) y marinus (marino); porque, el romero es una planta mediterranea, que no
suele alejarse mucho de las costas (Ministerio de agricultura y alimentacion, 2022).

El romero posee propiedades medicinales, funcionales y aromaticas. Es
reconocido por su contenido elevado de sustancias 0 principios activos con
caracteristicas bioquimicas u organolépticas especificas. Su uso abarca diferentes
areas, como la terapéutica, donde se emplean como plantas medicinales, asi como
en aplicaciones aromaticas o esencias, y también en el ambito dietético o
gastronémico, donde se utilizan como condimentos, esta planta es nativa del
Mediterraneo, del norte y sur de Africa, asi como de Asia Occidental (Jumique,
2023).
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2.2.2.2. Taxonomia.

En la tabla 3 se describe la composicion taxonémica del romero

Tabla 3.

Clasificacion taxondmica del Romero
CATEGORIA NOMBRE
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Clase Magnoliopsida
Familia Lamiaceae
Género Rosmarinus
Especie Rosmarinus officinalis

Fuente: Vazquez et al. (2022).

2.2.2.3. Usos medicinales del romero.

El romero cuenta con propiedades carminativas, digestivas y
antiespasmadicas, asi como coleréticas, colagogas y hepatoprotectoras. Su
impacto beneficioso en la digestidn se manifiesta a través de varios mecanismos.
En primer lugar, estimula la generacion de jugos gastrointestinales. Ademas,
provoca la relajacion del musculo liso del tracto gastrointestinal, eliminando posibles
espasmos y promoviendo las secreciones (Gonzalez, Bravo y Ayala, 2020).

2.2.2.4. Composicion quimica.

Los componentes que contiene el romero pueden agruparse en las
categorias de flavonoides, terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos) y derivados hidroxicinamicos (Moreira et al, 2019).

La estructura del aceite esencial de romero puede experimentar cambios
sustanciales, dependiendo de diversos factores como la porcion de la planta
cosechada, el lugar, el nivel de madurez de la planta al momento de la recoleccion
y su origen geografico, entre otros. Las hojas de romero contienen componentes
quimicos caracteristicos de este aceite como el 1,8-cineol, a-pineno, alcanfor,
acetato de bornilo, borneol, canfeno, a-terpineol. También contiene sesquiterpenos

como beta cariofileno (Borges et al, 2019).


https://es.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Asteridae
https://es.wikipedia.org/wiki/Lamiales
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Salvia
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2.2.2.5. Actividad biolégica del Romero.

El romero (Rosmarinus officinalis L) se destaca por su notable actividad
bioldgica, que incluye propiedades antioxidantes y efectos antimicrobianos. La
actividad bioldgica se atribuye a compuestos como los flavonoides, acidos fenélicos
y, especialmente, los aceites esenciales ricos en terpenos, como el alcanfor y el
1,8-cineol. Estos elementos confieren al romero propiedades antioxidantes que
pueden contribuir a la proteccion celular contra el estrés oxidativo, un factor
asociado a diversas enfermedades cronicas (Flores et al. 2020).

El romero ha ganado importancia en el campo de la investigacién por sus
diversos atributos biol6gicos como: antiinflamatorio, antimicrobiano, antioxidante y
anticancerigeno, entre otros; Debido a la presencia de sus metabolitos secundarios
como el acido carnésico, el carnosol, el acido rosmarico y el alcanfor, entre otros
(Flores et al., 2020).

2.2.3 Generalidades de los desinfectantes

Se conoce como desinfectante al agente que mata o inactiva de forma fisica
0 quimica a los microorganismos tales como bacterias, hongos, virus y protozoos
(European Commission, 2019; Beyer, 2023 ).

Segun Tong, et al, (2021) los requisitos mas importantes que deben reunir
los agentes desinfectantes son varios, aunque ningun desinfectante presenta todos
alavezy son:

a. Fuerte accion biocida frente a bacterias Gram positivas, Gram negativas,

virus, esporas de mohos y esporas bacterianos.

b. Estable en presencia de residuos organicos y aguas duras.

c. Estable en forma concentrada e incluso cierta estabilidad en forma diluida.
d. Facilidad de arrastre por aclarado y no dejar residuos tras el mismo.

e. No corrosivo y escasa toxicidad.

f.  No tefiir las superficies ni dejar olores persistentes.
g. Econdmico
2.2.3.1. Importancia de la desinfeccion.
La limpieza y desinfeccion es el proceso de eliminacion de la suciedad y
agentes patégenos del area de procesamiento de alimentos, de las superficies, el
equipo de procesamiento de alimentos, de los contenedores de almacenamiento y

transporte de alimentos y de cualquier otro utensilio o implemento utilizado en los
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procesos de fabricacién, limpieza o mantenimiento. La suciedad se refiere a los
restos derivados del proceso alimentario, el entorno de fabricacion, los operarios
del proceso y todas las actividades de mantenimiento y limpieza asociadas, las
cuales deberan ser inocuas (Holah, 2018).

El Codex Alimentarius, organismo internacional que establece las normas
para los alimentos, define la higiene alimentaria como "todas las condiciones y
medidas necesarias para garantizar la seguridad e idoneidad de los alimentos en
todas las fases de la cadena alimentaria” (Codex Alimentarius, 2020)

Segun el Codex Alimentarius (2020), la seguridad alimentaria es "la garantia
de que los alimentos no causaran dafio al consumidor, cuando son preparados y
consumidos de acuerdo con su uso previsto”, mientras que la idoneidad de los
alimentos es "la garantia de que los alimentos son aceptables para el consumo
humano de acuerdo con su uso previsto". Implicitamente, se refiere a aspectos de
calidad como: ausencia de deterioro, ausencia de cuerpos extrafios y autenticidad
de los alimentos.

La limpieza y desinfeccion son parte vital para cumplir con dichos parametros
y se consideran una buena préactica de higiene (BPH) o una buena practica de
fabricacion (BPF) y son las BPH/BPM las cuales ayudan a garantizar la fabricacion
continua de alimentos seguros y saludables. La limpieza y desinfeccion tanto de las
materias primas como de las areas de fabricacion (superficies) son requisitos claves
de las directrices de higiene alimentaria del Codex Alimentarius y es probable que
sea un requisito legal en todos los paises en los que la higiene alimentaria esta

legislada.

2.2.3.2. Desinfectantes naturales.

Este tipo de desinfectantes provienen del mundo vegetal y son capaces de
inhibir el crecimiento de microorganismos o de eliminarlos. La actividad biolégica
de un desinfectante natural radica mucho en los principios activos mayoritarios que
contiene cada planta o el extracto que sera empleado para desinfectar una
superficies o alimento, pero éstos suelen estar acompafiados de otros principios
gue potencian o modulan la accién de los primeros (Zamora, Leobardo, y Gonzalez,
2022).

En las plantas, los componentes activos siempre se encuentran

biol6gicamente equilibrados debido a la presencia de sustancias complementarias
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gue interactian entre si, de modo que, por lo general, no se acumulan en el
organismo y se limitan sus efectos no deseados. A pesar del aumento en las
investigaciones y estudios cientificos sobre las plantas, aiun no se comprenden
completamente muchos de los principios activos responsables de sus propiedades.
Estos componentes activos, conocidos como metabolitos secundarios, contintan
siendo en gran medida desconocidos (Espitia, Lozano, y Suérez, 2022).

En la actualidad se encuentran disponibles en el mercado productos
comerciales que son biodegradables y elaborados a partir de extractos de citricos.
Estos productos tienen la capacidad de frenar el crecimiento de hongos, bacterias
y virus. Es necesario incentivar la investigacion sobre alternativas naturales,
seguras, economicas y biodegradables que coadyuven a fortalecer estrategias de

prevencion y mitigacion de la enfermedad (Schneegans et al, 2022).

2.2.3.3. Desinfectantes sintéticos.

Es considerado un desinfectante sintético, todo aquel que contenga baja
presencia de producto natural o elaboracion organica, y puede llegar a contener
sustancias fuertes y toxicas como lejia, agua dura, limpiadores antical, etc. El uso
excesivo o incorrecto de estos desinfectantes puede tener efectos adversos para la
salud humana y el medio ambiente, a diferencia de los desinfectantes naturales que
tienden a ser menos tdéxicos en su composicion y pueden ser una opcidon mas
segura para ciertos usos (Maes et al, 2019).

La desinfeccion sintética es usada en la industria alimentaria porque elimina
rapidamente gérmenes nocivos y microorganismos patdégenos, hongos o esporas
utilizando detergentes de limpieza especialmente formulados. Este proceso se ve
afectado por diversos elementos, como el tiempo de exposicion, la temperatura
durante la aplicacion, la concentracion del desinfectante, la tension superficial de la
solucion desinfectante, el pH, asi como la cantidad y ubicacibn de los
microorganismos o el tipo especifico de microorganismo que se pretende eliminar.
Asi, mientras que la limpieza es capaz de eliminar el 80% de la carga microbiana,
la desinfeccion de las superficies debe conseguir una reduccién de la

contaminacion microbiana de alrededor del 95% (Munizaga et al, 2021).

2.2.4 Métodos de evaluacion de actividad antimicrobiana
Los métodos de evaluacion de actividad antimicrobiana se aplican en varios

campos, entre ellos en el ambito hospitalario. Muchos de los estudios y nuevas
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evaluaciones antimicrobianas son realizados in vitro, aislando bacterias cultivadas
0 entrenadas en laboratorios para su uso. Los métodos para evaluar la actividad
antibacteriana estan clasificados en tres grupos principales: Métodos de dilucion,
meétodos de difusion y bioautografia (Donaghy et al., 2019; Rojas, Garcia y Lopez,
2005).

2.2.4.1. Método de dilucion.

En una prueba de dilucion seriada semi cuantitativa, se determina la
actividad bacteriostatica mediante una serie de diluciones decrecientes del
desinfectante en un caldo nutritivo e inoculando los tubos con una solucion de
bacterias. Tras la incubacién a 37°C por 24 horas se observa cual es la minima
concentracion que inhibe el crecimiento microbiano (Pinar, 2019).

En otro método se diluyen diferentes concentraciones de la sustancia
antimicrobiana en caldo de cultivo y se inoculan con microorganismos. Se observa
la concentracion minima inhibidora (CMI) que impide el crecimiento visible. Ademas
es comunmente utilizado para determinar la concentracion minima bactericida
(MBC) y la concentracion minima inhibitoria (MIC), la cual es definida como la
concentracion mas baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible de un
microorganismo después de incubar por 24 horas, y la (MBCs) como la
concentracion mas baja que puede prevenir el crecimiento de un organismo
después de subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado. Estas variables
son una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos (Ramirez, 2009).

La medicion de la actividad in vitro de los antimicrobianos generalmente se
realiza mediante diversas formas de los métodos de dilucion. La Concentracion
Minima Inhibitoria (MIC) se considera el estandar de oro en comparacion con otros
enfoques para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana. No solo confirma
resistencias poco comunes, sino que también proporciona respuestas concluyentes
cuando los resultados obtenidos por otros métodos son ambiguos (Benkova,
Soukup, y Marek, 2020).

2.2.4.2. Método de Difusion.
En investigaciones para determinar actividad antimicrobiana estan presentes
las técnicas de difusion (en disco o en pozo), ademas estos métodos han sido

ampliamente usados a través de los afios para evaluar extractos de plantas con
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actividad antimicrobiana con el fin de estudiar compuestos polares, y los métodos
de dilucién para sustancias polares y no polares (Ncube, Afolayan y Okoh, 2008).

Para realizar la difusion se realiza colocando un disco impregnado con la
sustancia antimicrobiana en una placa de agar con cultivo bacteriano (Método de
Kirby-Bauer). La formacién de un halo de inhibicion alrededor del disco es el
indicador de la actividad antimicrobiana. Este método fue estandarizado y es
actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad del
Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS) de Estados
Unidos. El fundamento de esta determinacion es establecer, en forma cuantitativa,
el efecto de un conjunto de sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas
bacterianas que se aislan de procesos infecciosos (Yin, et al, 2021).

Este método permite estudiar el efecto del antimicrobiano en varios
microorganismos en una misma placa. A su vez presenta la desventaja de requerir
cantidades importantes de antimicrobiano en la incorporacion al agar. Existen
diferentes métodos para determinar la concentracién del indculo: usando la escala
de McFarlan, por lectura de absorbancia (previa realizacion de la recta de

calibrado), mediante camara de Thoma, etc (Pérez y Rivas, 2022).

2.2.4.3. Método de Bioautografia.

La Bioautografia es una técnica sencilla y rapida, atil para la purificacion de
sustancias antibacterianas. Este método combina las ventajas de la cromatografia
en capa fina y la deteccibn de actividad antimicrobiana, permitiendo ver
directamente las fracciones con actividad antimicrobiana (Colorado, Galeano, y
Martinez, 2007).

El ensayo a través de cromatogramas ayuda a la localizacion de compuestos
activos, incluso en matrices complejas como los derivados de productos naturales.
Vazquez (2022) define este método como una variacion de los métodos de difusion
en agar, donde el analito es absorbido dentro de una placa de cromatografia en
capa fina (TLC) al ser colocado como muestras a evaluar, y separandolo, utilizando
una fase movil especifica. Luego la placa es llevada y colocada en forma invertida
sobre una caja de Petri previamente inoculada con el microorganismo a evaluar.
Posteriormente la placa se lleva a incubacion segun los requerimientos del

microorganismo seleccionado, finalmente se observa el halo de inhibicion donde se
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encuentra el compuesto activo. Para visualizar mejor los resultados se puede
utilizar algan indicador.
2.2.5 Aceites esenciales

Son sustancias volatiles y altamente concentradas que se extraen de
plantas, flores, frutas, hojas, raices, cortezas y otras partes de plantas. Estos
aceites son llamados "esenciales" porque contienen la esencia misma de la planta
de la cual se derivan, capturando su aroma distintivo y las propiedades quimicas
que le confieren diversas caracteristicas (Huong et al 2020).

2.2.5.1. Aplicacion de los aceites esenciales.

Se emplean para la extraccion de diversos principios activos, como el anetol
y el eugenol, o se utilizan como excipientes y aromatizantes en la formulacién de
jarabes y otras formas farmacéuticas. Ademas, en industrias como la alimentaria,
licorera y confitera, se emplean cominmente como agentes aromatizantes y
también como aditivos en desinfectantes (Lopez, 2004).

Los aceites esenciales se utilizan habitualmente en aromaterapia para
promover el bienestar emocional y fisico, y también su uso se aplica en productos
de cuidado personal y limpieza debido a sus propiedades fragantes y, en algunos
casos, antibacteriano o antiinflamatorios. Es importante utilizar aceites esenciales
con precaucion, diluirlos adecuadamente antes de su aplicacion directa en la piel,
y conocer sus propiedades individuales y posibles contraindicaciones (Vaca,

Vazquez, y Costilla, 2023).

2.3 Marco legal

En funcién de la presente investigacidn se empleara la legislacion afin al
tema investigado, donde argumenta y expone la base legal en la que se sustenta
la investigacion, recurriendo a la norma suprema, leyes, reglamentos, decretos,
acuerdos y normas nacionales e internacionales vigentes donde se destacan: la
Constitucion de la Republica del Ecuador, ley organica del régimen alimentario, la
resolucion ARCSA-de-067-2015-ggg: normativa técnica sanitaria para alimentos
procesados, plantas procesadoras de alimentos, establecimientos de distribucién,
comercializacion, transporte y establecimientos de alimentacion y por ultimo la guia
técnica para el analisis microbioldgico de superficies en contacto con alimentos y
bebidas.
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2.3.1 La Constitucion de la Republica del Ecuador (2008)

Art. 13.- Las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y
permanente a alimentos sanos, suficientes y nutritivos; preferentemente producidos
a nivel local y en correspondencia con sus diversas identidades y tradiciones
culturales. El Estado ecuatoriano promovera la soberania alimentaria. (pag. 29)

2.3.2 La Ley Organica Del Régimen Alimentario (2011)
La ley organica del régimen alimentario establece en el Capitulo IV Sanidad
e inocuidad alimentaria, en el art 24 lo siguiente.

Art. 24.- La sanidad e inocuidad alimentarias tienen por objeto promover una
adecuada nutricion y proteccién de la salud de las personas; y prevenir, eliminar o
reducir la incidencia de enfermedades que se puedan causar o agravar por el
consumo de alimentos contaminados (pag. 8).

Resolucién ARCSA-de-067-2015-ggg: normativa técnica sanitaria para alimentos
procesados, plantas procesadoras de alimentos, establecimientos de distribucion,
comercializacion, transporte y establecimientos de alimentacion (2015).

Art. 131.- Aseguramiento de Calidad. - Todas las operaciones de fabricacion,
procesamiento, envasado, almacenamiento y distribucidn de los alimentos deben
estar sujetas a un sistema de aseguramiento de calidad apropiado. Los 47
procedimientos de control deben prevenir los defectos evitables y reducir los
defectos naturales o inevitables a niveles tales que no represente riesgo para la
salud. Estos controles variaran dependiendo de la naturaleza del alimento y
deberan rechazar todo alimento que no sea apto para el consumo humano (pag.
45) .

2.3.3 Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-2:2013 (2013)

Como referente nacional en la toma de muestras en superficies y de acuerdo
con loestablecido por el instituto de Normalizacién ecuatoriano, la norma NTE INEN
1529- 2:2013 tiene como indicadores generales para la toma de muestras de
superficies inertes y vivas, y al momento de realizar la toma de muestras, lo debe
realizar un agente autorizado o un agente independiente autorizado que ha recibido
formacion técnica apropiada. El o la agente debe actuar independientemente y no
aceptar la interferencia de terceros. Bajo su responsabilidad puede recibir ayuda de
otros. Cuando sea posible, se debe permitir a los delegados de las partes
interesadas presenciar la toma de muestras, una vez tomadas las muestras deben
ser almacenadas en refrigeracion a 2°C y el congelador debe operar a temperaturas
menos de -20°C.

2.3.4 Guia Técnica Peruana para el analisis microbiolégico de superficies e
contacto con alimentos y bebidas MINSA 461-2007
Para fines investigativos se empleara la norma MINSA 461-2007 procedente

de Perl, como guia e indicador en el desarrollo de la metodologia y técnicas del
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presente estudio.

Seccion 7.1 Procedimiento para la seleccién de la muestra

El procedimiento para seleccionar las muestras, debe estar en funcion de los
riesgos sanitarios relacionados a las diferentes etapas de la cadena alimentaria,
sea la de fabricacion, la de elaboracion y/o expendio.

En establecimientos de elaboraciéon y expendio

a) Superficies inertes Se seleccionaran aquellas superficies que estan en
contacto con los alimentos destinados al consumo directo, como utensilios, vajilla,
superficies de corte, menaje, equipos, entre otros.

En la seccion 7.2. Seleccion del método de muestreo, indica que la seleccién del
meétodo de muestreo debe estar en funcion de las caracteristicas de la superficie a
muestrear. Para el método de muestreo mediante el hisopo indica que se debera
aplicar para superficies inertes regulares e irregulares, tales como tabla de picar,
bandejas, mesas de trabajo, utensilios, cuchillas de equipos, cortadora de
embutidos, cortadora de pan de molde, fajas transportadoras, tolvas, mezcladoras,
pisos, paredes y otros.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1Enfoque de la investigacion

La investigacion fue de tipo mixto incorporando enfoques documentales,

experimentales y exploratorios.

3.1.1 Tipo y alcance de la investigacion
El proyecto pertenecio al tipo de investigacion experimental y aplicada,
donde se evalu6 la capacidad antimicrobiana de distintas concentraciones de
extracto de hojas de té verde (Camellia sinensis) y el aceite esencial de romero
(Rosmarinus officinalis L) por separado, obteniendo datos para el desarrollo de tres
formulaciones de un desinfectante de superficies inertes.
El enfoque de la investigacion fue descriptivo y explicativo dado que
demostroé el efecto combinado del aceite esencial de romero y extracto de té verde
como antibacteriano y su aplicacion en la desinfeccion de las superficies inertes de

produccion alimentaria.

3.1.2 Disefio de investigacion

Esta investigacion fue clasificada como un estudio de tipo experimental
investigativo, ya que implico la evaluacion inicial de materias primas usando siete
concentraciones de extracto de hojas de té verde (Camellia sinensis) y aceite
esencial de romero (Rosmarinus officinalis L): 200, 150, 100, 50, 25, 10 y 5 mg/mL,
junto a un control positivo y un control negativo, con el objetivo de determinar la
actividad antibacteriana frente a los microorganismos Escherichia coli y
Staphylococcus aureus.

En la siguiente fase se realizé la formulacion del desinfectante tomando en
cuenta la concentracion minima inhibitoria (CIM) del extracto y aceite esencial para
su creacion y afiadirlo en una solucion de etanol al 70 % como un blanco de control
para asi evaluar su accion en una superficie regular inerte de productos carnicos
aplicando el método de hisopado, siguiendo la guia peruana de las técnicas para el
analisis microbiolégico de superficies en contacto con alimentos y bebidas, donde
posteriormente se contd las unidades formadoras de colonias sembradas por

triplicado en discos compact dry para mesdfilos aerobios.
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3.2 Metodologia
3.2.1 Variables
3.2.1.1. Variable independiente.
e Concentraciones de extracto de té verde
e Concentraciones de aceite esencial de romero
e Formulacion de desinfectante natural de las dos materias primas
seleccionadas
3.2.1.2. Variable dependiente.
e Actividad antibacteriana del extracto de té verde y el aceite esencial
romero.
e Recuento bacteriano en unidad formadoras de colonia (UFC/mL) de la

superficie tratada con desinfectante.

3.2.2 Matriz de operacionalizacién de variables

Tabla 4.
Operacionalizacion de las variables
Variable dependiente

. . Nivel de L
Variables Tipo medida Descripcion
Actividad . s
antibacteriana del Medida en mlllme_ztrg de
; los halos de inhibicién y
extracto de té I . L o
. Cuantitativo Continua la concentracion minima
verde y aceite T
. inhibitoria del extracto y
esencial de :
aceite.
romero
Numero de colonias
Recuento bacterianas presentes
bacteriano (UFC/ Cuantitativo Discreta en las placas Compact
mL)
Dry.
Variables independientes
: . Nivel de L
Variables Tipo medida Descripcion
Extracto de té Cuantitativo Discreta 200, 150,100, 50, 25,
verde 10,5 mg/ mL
Aceite esencial de I . 200, 150,100, 50, 25,
Cuantitativo Discreta
romero 10, 5mg/ mL
Desinfectante Formulacion del
Cuantitativo Continua desinfectante a testear

natural o
sobre la superficie.

Elaborado por: El Autor, 2024.
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3.2.3 Tratamientos

Para la presente investigacion se determiné la actividad antibacteriana de 7
concentraciones diferentes de extracto de hojas de té verde (Camellia sinensis) y
aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L) (Tabla 5).

Tabla 5.
Tratamientos para la evaluacion de la actividad antibacteriana

] ) T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Materias primas

mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

Extracto de té
200 150 100 50 25 10 5
verde

Aceite esencial de
200 150 100 50 25 10 5
romero

Elaborado por: El Autor, 2024.

Luego de realizar la prueba de eficacia de actividad antibacteriana de las
materias primas, la solucién de limpieza fue formulada en base a la mejor
concentracion minima inhibitoria del extracto de hojas de té verde y aceite esencial

de romero, en este caso tomando de referencia la dilucion de 250 mg en 1 mL de

etanol.
Tabla 6.
Formulacion de desinfectante
Ingredientes Cantidad %
Dilucion de Aceite esencial de 59 17
romero
Extracto etandlico de té verde 509 17
Etanol 14 mL 46
Agua 6 mL 20
Total 20 mL 100

Elaborado por: El Autor, 2024

3.2.4 Disefio experimental

El disefio experimental que se aplic6 en el estudio fue el Disefio
Completamente al Azar (DCA), en donde se realizaron dos tipos de evaluacion. En
el primer disefio, se trabajo con siete concentraciones de hojas de té verde
(Camellia sinensis) y aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L) con tres

repeticiones para evaluar la actividad frente a E. coliy S. aureus con 20 pL de etanol
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al 96% como control negativo y como control positivo, un disco del antibiético de
referencia Ampicilina 10 pg de marca comercial Oxoid ™.

En el segundo disefio se evaludé por triplicado la formulacién del
desinfectante preparado a partir del extracto de té verde y el aceite esencial de
romero para determinar su eficacia frente a mesofilos aerobios, tomando en
consideracion las técnicas de evaluacion proporcionadas por la norma Mexicana
NOM-189- SSA1/SCFI-2018, en productos y servicios en contacto con superficies

inertes.

3.2.5 Recoleccion de datos
3.2.5.1. Recursos.
Los insumos, materiales, reactivos y equipos que se emplearon para la

elaboracion de extracto vegetal y aceite esencial.

3.2.5.1.1. Recursos bibliograficos.
e Articulos cientificos
e Revistas cientificas

e Centro de Informacion Agraria

3.2.5.1.2. Principales insumos.
e Aceite esencial de romero

e Extracto de hojas de té verde

3.2.5.1.3. Obtencion del aceite esencial de romero (Rosmarinus

officinalis L)

Reactivo

e Agua destilada

Materiales

eVasos de precipitacion 200 mL Boeco
eMascarillas y cofia

eBalon de fondo redondo de 1000 mL
eFrascos ambar de 10 mL

eVaso de precipitacion de 500 mL

e Cuchillo marca “Tramontina”
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e Soporte

eRefrigerante Liebig Recto 300 mm
ePinzas de laboratorio

eTrampa de Clevenger 1000 mL boca 24/29
e Micropipeta de 1 mL

Equipos

eBalanza analitica WL — 104

eChiller

eLicuadora Osterizer (1,5L)

e Manta Calefactora

3.2.5.1.4. Obtencion del extracto etandlico de hojas de té verde
(Camellia sinensis) por el método de maceracién

Reactivo

eEtanol al 96%

Materiales

eEmbudo

eMatraz Erlenmeyer de 500 mL

ePapel Filtro

ePapel de aluminio

eMatraz de laboratorio de 50 mL

e\asos de precipitacion 200 mL Boeco

Equipos

eRotavapor RV 3v Marca IKA

3.2.5.1.5. Determinacién de la actividad antibacteriana

Reactivos

e Agua destilada

e Cloruro de sodio 0.9%

eCloruro de Bario 0.05 mL al 1.175%

e Acido Sulftrico 9,95 mL al 1%

e Agar Mueller-Hinton

e Ampicilina

eEtanol al 96%



e Cepas de Escherichia coli ATCC 25922
e Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
Equipos.

eBalanza analitica

eIncubadora

eContador de colonias

Materiales

e Calibrador Vernier

e Gotero

e Asa Digralsky

eDisco blanco

¢ Cinta aislante blanca

e Tubo Eppendorf

e Cucharas plasticas pequefias

ePapel aluminio

e Micropipeta de 10 a 100 microlitros
eRecipientes de material antioxidante
eFrascos ambar de 20 mL

eVaso de precipitacion de 500 mL

eDiscos antibiograma marca Oxoid

3.2.5.1.6 Evaluacion de la eficacia del desinfectante
Reactivos

e Suero fisiologico

Materiales

eHielera portatil

eVaso de precipitacion 200 mL Boeco

eHisopos estériles

e Tubos de ensayo con tapa hermética de 10 mL
e Cajas Compact Dry de Coliformes totales

e Guantes descartables de primer uso

eProbeta de 100 mL

o Varilla agitadora

27



28

efrasco spray de 20 mL
Equipos.
e Contador de Colonias

e|ncubadora

3.2.5.2. Métodos y técnicas.

3.2.5.2.1. Descripcion del proceso para obtencion aceite esencial de
romero por Hidrodestilacion.

Recepcidén de materia prima: En esta etapa se procedid a identificar y
seleccionar las hojas de romero que no presentaron dafo fisico.

Pesado: Se pes6 todas las hojas de romero obtenidas después de la
seleccion.

Triturado: Se agregdé a la licuadora el material vegetal y agua en
proporciones iguales para luego ser trituradas.

Hidrodestilacién: En el balén de destilacion se agrego el licuado de las
hojas de romero a temperaturas altas, donde el vapor caliente atraveso el material
vegetal, liberando los compuestos volatiles (aceites esenciales) en forma de vapor
y a través del condensador se enfrié y se transformo6 en una mezcla liquida de agua
y aceite.

Condensado: Luego, en el tubo refrigerante se condensd el vapor
convirtiéndolo en estado liquido, llevando junto a si mismo el aceite esencial, por lo
que se generd una mezcla de aceite esencial de romero y agua.

Decantacidon: En este proceso es fundamental separar la mezcla generada
en el condensado mediante una pipeta Pasteur de 0,1 mL. Como resultado de esta
etapa, se obtuvo el aceite esencial de romero.

Envasado: Se envas6 en frascos &mbar de 30 mL.

Almacenamiento: Luego del envasado, se almacend el frasco &mbar con
aceite esencial de romero en un sitio donde no haya presencia de luz solar a
refrigeracion en 4°C.

(Ver anexo 2)
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3.2.5.2.2. Descripcion del proceso para obtencion del extracto etandlico
de las hojas de té verde por el método de maceracién.

Recepcidén de materia prima: En esta etapa se recibi6 la materia prima, se
evitd contaminaciones y se mantuvo el cuidado necesario para no ser mojado.

Seleccidn: En esta etapa se identifico las hojas de té verde en buen estado,
es decir, frescas y de buena calidad, las mismas que no presentaron dafios fisicos
o presencia de posible crecimiento fungico llegando a la obtencidén del extracto
etandlico de té verde (5009).

Secado: El proceso de secado se efectué mediante el empleo de secadores
solares con continio mezclado manual con el fin de lograr un secado homogéneo.

Triturado: De forma manual se trituré hasta quedar lo mas fino posible.

Pesado: Se pesO todas las hojas de té verde obtenidas después del
triturado.

Maceracion: Se coloco las hojas de té en un Matraz Erlenmeyer de 500 mL
para afiadir 500 mL de etanol al 98% siendo su relacion 2:1.

Reposo: Se dejo las hojas de té a temperatura ambiente en reposo durante
8 dias.

Filtrado: Luego de cumplir el tiempo de reposo, se separo el solvente del
material vegetal usando un embudo y papel filtro, el residuo resultante de cada
maceracion fue reutilizado hasta llegar al agotamiento vegetal.

Rotavapor: El liquido filtrado se lo coloc6 en un rotavapor para la eliminacion
eficiente y suave de los solventes de las muestras por evaporacion para recuperar
el etanol al 96% usado y dejar solo el extracto puro de té verde hasta llegar al
agotamiento vegetal.

Envasado: Se guardo en un frasco ambar de 30 mL a 4 °C.

(Ver Anexo 3)
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3.2.5.2.3. Determinacion de Actividad antimicrobiana del extracto de té
verde y aceite esencial de romero.

Para el desarrollo del desinfectante fue fundamental evaluar la capacidad
antimicrobiana de las materias primas por separado para conocer las
concentraciones que provocaron la inhibicibn de crecimiento bacteriano. La
actividad antimicrobiana se evalué mediante el método de difusion en agar con
discos (Kirby-Bauer) (Bauer et al., 1966), frente a las bacterias Escherichia coli y
Staphylococcus aureus.

Para la evaluacion, una vez obtenidas las cepas a evaluar se prepar6 los
in6culos seleccionando colonias del cultivo, las cuales fueron suspendidas en una
solucion de cloruro de sodio estéril al 0,9 %. La concentracion de los inéculos
bacterianos se ajusté mediante la elaboracion del patréon de turbidez McFarland N°
0,5 (1,5 x 108 UFC/mL) al utilizar 9,95 mL de &cido sulfurico al 1% y 0,05 mL de
cloruro de bario al 1,175% para su elaboracion.

Los ensayos se realizaron en placas con agar Mueller-Hinton (bacterias), y
sobre las mismas se sembraron 100 pL de los in6culos con una micropipeta de 100
pl con la solucién de microorganismo correspondiente, el cual se dispersé de
manera homogénea a través de toda la superficie del agar usando un asa de
Digralsky.

El extracto de hojas de té verde fue disuelto en etanol absoluto a una
concentracion de 200, 150, 100, 75, 25, 10 y 5 mg/mL, y de igual forma con el aceite
esencial de romero.

Para la prueba, los discos para antibiogramas en blanco de 6 mm de
diametro se impregnaron con 20 pL de cada solucion de extracto/aceite. Los discos
con las soluciones de prueba se colocaron sobre la superficie del agar de las placas
inoculadas. Ademas, en cada placa, se coloco un disco en blanco impregnado con
20 pL de etanol como control negativo y como control positivo un disco del
antimicrobiano de referencia de marca comercial Oxoid ™:

Las placas de ensayo se conservaron en refrigeracion a 4 °C durante 30
minutos para facilitar la difusion de los extractos y aceites e inmediatamente
después, se incubaron durante 24 horas a 37 °C.

Posteriormente después de 24 horas las placas se revisaron para observar

la presencia de zonas de inhibicién, ya que esto es considerado como indicador de
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actividad antimicrobiana. Los didmetros de los halos se midieron con un calibrador
Vernier y los resultados se reportaron en milimetros (mm).

La concentracion minima inhibitoria (CIM) se definié después de 24 horas de
incubacion al ser evaluados con los extractos y el aceite, se observd la menor

concentracion que inhibe el crecimiento microbiano visible.

3.2.5.2.4. Proceso de elaboracién del desinfectante.

En esta etapa se realizo el desinfectante en base a la formulacion disefiada
tomando en cuenta la dilucion de 250 mg/mL de aceite esencial de romero y
extracto de té verde en etanol (Arévalo, et al, 2021).

Mezcla del desinfectante: En un frasco de 20 mL con 6 mL de agua
destilada y 14 mL etanol, se integraron 5 gr extracto de té verde y aceite esencial
de romero para tener una concentracion de 250 mg/mL, para corresponder a la
formulacion anteriormente planteada.

Envase final: Se utiliz6 un embudo para verter la mezcla en un frasco
pequefio de spray y etiquetando con la fecha de fabricacion.

Almacenamiento: Se agitd bien la mezcla para asegurar que todos los
ingredientes estén bien combinados, permanecio almacenado a temperaturas de
15°C a 25°C.

3.2.5.2.5. Toma de muestra por método de hisopo para superficies
inertes.

Para la toma de muestra en las denominadas superficies inertes, se siguio
el procedimiento establecido por la Resolucién Ministerial Peruana 461-2007 “Guia
Técnica Para El Analisis Microbiolégico De Superficies En Contacto Con Alimentos
Y Bebidas”. Se aplicé el método del hisopo en una superficie regular de un
establecimiento carnico, ubicado en la calle Roberto Serrano 52 S-E, de la ciudad
de Guayaquil, segun lo establecido por la Resolucion Ministerial Peruana 461-2007
“Guia Técnica Para El Analisis Microbioldgico De Superficies En Contacto Con
Alimentos Y Bebidas”.

Una vez puestos los guantes estériles se procedio a colocar la plantilla (10
cm x 10 cm) sobre la superficie a muestrear, se sumergié el hisopo en suero
fisiologico y se presiond ligeramente en la pared del tubo con un movimiento de
rotacion para quitar el exceso de solucion. Con el hisopo inclinado en un angulo de

30°, se frotd 4 veces la superficie delimitada por la plantilla, cada una en direcciéon
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opuesta a la anterior, asegurando el hisopado en toda la superficie. Luego se coloco
inmediatamente el hisopo en un tubo y se cerr6 herméticamente para evitar
contaminacion cruzada, se etiquetd el contenedor con la fecha, superficie
muestreada y hora. Para su transporte se us6 una hielera, puesto que el hisopo fue
rapidamente procesado en el laboratorio (Direccion General de Salud Ambiental,
2007).

3.2.5.2.6. Determinacion de Control microbiolégico de las superficies
tratadas con las formulaciones del desinfectante aplicando el método del
hisopado.

Los andlisis microbiolégicos fueron realizados mediante métodos
normalizados por organismos internacionales como ISO, AOAC o FDA/BAM, para
lo cual se sembro en cajas Petri con agares especificos listos Compact Dry® para
Coliformes totales.

Se realizé el contaje de colonias de las cajas Compact Dry® en un contador
de colonias. Posteriormente, se procedio a realizar la multiplicacion del nimero de
colonias obtenidas (UFC), por el factor de dilucién y por el volumen de solucién
diluyente utilizada al tomar la muestra establecida de 10 mL, luego se dividi6 este
valor para el area de la superficie hisopada o muestreada (100 cm?). El resultado

se expresd en UFC / cm? (Direccion General de Salud Ambiental, 2007).

3.2.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico que se implementé se basd en un Disefio
Completamente al Azar (DCA) con un valor de significancia del 0,05 %, conformado
por siete tratamientos, los cuales fueron evaluados por una prueba antimicrobiana
in situ mediante siembra en agar de discos para cada microorganismo a evaluar,
para medir la diferencia significativa entre los valores obtenidos de concentraciones
de extracto de hojas de té verde y aceite esencial de romero con efecto
antimicrobiano. Ademas, se aplico la prueba de Tukey al 5 %.
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Tabla 7.

Analisis de varianza de las diferentes concentraciones
Fuentes de variacion Grados de libertad
Total (n-1) 21-1=20
Factores (B-1) 2-1=1
Tratamientos (T-1) 7-1=6
Error experimental (R-1) (T-1) (3-1) (7-1) =12

Elaborado por: El Autor, 2024

Tras la obtencidn de los resultados correspondientes a la determinacion de
la actividad antibacteriana del extracto etanolico del té verde (Camellia sinensis) y
el aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L) frente a las bacterias,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, se llevo a cabo un analisis de varianza
entre las repeticiones con el fin de evaluar la actividad antibacteriana del
desinfectante en la superficie regular inerte frente a Coliforme totales. El andlisis de

varianza se detalla en la tabla 8.

Tabla 8.

Analisis de varianza del conteo formador de colonias.
Fuentes de Variacion Grados de libertad
Total (n-1) 9-1=8
Factores (B-1) 2-1=1
Tratamientos (T-1) 2-1=1
Error experimental (R-1) (T-1) 3-1)(2-1)=2

Elaborado por: El Autor, 2024

HO: Ninguna combinacién de las hojas de té verde (Camellia sinensis) y
aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L) tiene efecto antimicrobiano en
las superficies.

H1: Al menos una combinacion de las hojas de té verde (Camellia sinensis)
y aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L) tiene efecto antimicrobiano

en las superficies.
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4. RESULTADOS
4.1 Obtencion del aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L)
mediante la técnica de hidrodestilacion y el extracto etandlico de hojas de té
verde (Camellia sinensis) por el método de maceracién.
Se realizé la obtencion del aceite esencial de romero y extracto etanodlico de

té verde a partir de cada método detallado en la parte metodolégica.

Tabla 9.
Rendimiento de las materias primas.
. . Material . Cantidad o
Materia prima Disolvente . Rendimiento
vegetal Obtenida
Té verde
50 gr 157,8 g de etanol 4249 2,1%
(extracto)
Romero
100 gr 50 g agua 0.546 g 0,55 %

(Aceite Esencial)
Elaborado por: El Autor, 2024

La tabla 9 detalla el rendimiento de cada materia prima procesada. El
rendimiento para la obtencion del extracto etandlico de té verde fue de 2,1 % vy la
recuperacion del disolvente empleado para su maceracion fue posible por el uso
del rotavapor, lo cual resulté mas econdémico y ecoldgico, ademas aplicar este
método a las hojas de té verde hizo que conserve su color y sus componentes
quimicos. Por otro lado, el rendimiento de 100 g de hojas de romero para realizar
el aceite esencial fue del 0.55%, lo cual es menor debido al método y a que los
aceites esenciales no se encuentran en una proporcion mayoritaria entre la
composicion total de la materia vegetal. Los métodos empleados no pueden
compararse por tratarse de técnicas dirigidas a la extraccion de diferentes

compuestos, de distintas polaridades y propiedades.

4.2 Determinacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico del té
verde (Camellia sinensis) y el aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis L) de forma individual frente a las bacterias Escherichia coli y
Staphylococcus aureus mediante el método de difusion en agar con discos
(Kirby-Bauer).

Se realizo la evaluacion antibacteriana de 7 concentraciones distintas del

extracto etandlico de té verde y el aceite esencial de romero por separado mediante
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el método de difusion en agar con discos (Kirby-Bauer). Los resultados se expresan
en la tabla 10.

Tabla 10.
Halos de inhibicion (mm) del extracto etandlico de té verde y aceite esencial
de romero frente a Escherichia coli

Tratamientos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Extracto etandlico de té verde 7,33 £ 0,58

Aceite esencial de romero 7,67 1,53 - - - - - -
Nota: (-) no presentaron actividad
Elaborado por: El Autor, 2024

Los resultados obtenidos evidencian que tanto el extracto etanodlico de té
verde como el aceite esencial de romero presentan actividad antibacteriana frente
a Escherichia coli, pero Unicamente a una concentracion de 200 mg/mL. Este
hallazgo coincide con estudios previos que atribuyen propiedades antimicrobianas
a los compuestos fendlicos presentes en ambos productos naturales, como los
flavonoides en el té verde y los terpenos en el romero. La ausencia de halos de
inhibicidn en concentraciones inferiores sugiere que la eficacia antimicrobiana esta
directamente relacionada con la dosis, lo cual es respaldado por el analisis
estadistico (ANOVA tipo Ill), que mostr6 diferencias significativas entre los
tratamientos (p < 0,001). El elevado coeficiente de variacion indica una alta
dispersién en los datos, posiblemente atribuible a factores como la volatilidad del
aceite esencial o la estabilidad del extracto durante el proceso experimental. Estos
resultados refuerzan el potencial de ambos compuestos como agentes
antibacterianos naturales, aunque se requiere mayor investigacion para optimizar
su formulacion y evaluar su eficacia en condiciones clinicas o industriales.

Tabla 11.
Halos de inhibicion (mm) del extracto etandlico de té verde y aceite esencial
de romero frente a Staphylococcus aureus

Tratamientos
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Extracto etandlico de té verde 8,37 + 0,55 - - - - - -

Aceite esencial de romero 8,33+ 1,15 - - - - - -

Nota: (-) no presentaron actividad Elaborado por: El Autor, 2024

El extracto etandlico de té verde y el aceite esencial de romero tuvieron

mayor actividad antibacteriana frente Staphylococcus aureus en comparacion de la
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obtenida frente a Escherichia coli, con halos de inhibicién de 8.37 £ 0,55 mm y de
8,33 = 1,15 mm. El control negativo (20 puL de etanol) no presenté halos de
inhibicion. El control positivo (Ampicilina) obtuvo un promedio de halos de inhibicion
de 28,39 + 4,13. La concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de té

verde y aceite esencial de romero frente a S. aureus fue de 200 mg/mL.

4.3 Evaluacién de la eficacia del desinfectante elaborado a partir del extracto
de té verde (Camellia sinensis) y el aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis L) aplicando el método del hisopado de superficies inertes en
contacto con alimentos como control microbiolégico indicado por la guia
técnica peruana N 461-2007/MINSA.

La tabla presenta los resultados de la prueba microbioldgica del hisopado de
superficies regulares inertes acorde a la norma MINSA DIGESA 071.XV.2 sobre
coliformes totales. Se incluyen tres evaluaciones: superficie sin limpiar, control
positivo y desinfectante. Las pruebas se realizaron por triplicado.

Tabla 12.
Andlisis de la prueba microbiolégica del hisopado (UFC/cm?) in situ de
Coliformes totales.

Repeticiones Tratamientos
Superficie sin Control Positivo Desinfectante
tratar
R1 20 17 19
R2 28 13 25
R3 31 11 20
Promedio 26,33 £ 5,69 13,67 £ 3,06 21,33 +3,21

Elaborado por: El Autor, 2024

La evaluacion microbiolégica en la superficie sin limpiar de la carniceria
muestra el conteo mas alto de coliformes totales, con un promedio de 26,33 + 5,69
UFC/cm?, lo cual indica una alta contaminacién inicial. En cuanto al control positivo,
obtuvo un promedio menor con 13.67 UFC/cm?. El desinfectante muestra una

mayor eficacia que el control positivo con 21,33 + 3,21 UFC/cm?.
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5. DISCUSION

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la eficacia antimicrobiana de un
desinfectante para la limpieza de superficies, mediante la incorporacion de extracto
de té verde y aceite esencial de romero en su formulacion.

Al obtener las materias primas el rendimiento del extracto etandlico de té
verde fue del 2,1%, con recuperacion del disolvente gracias al uso del rotavapor, lo
que lo hizo mas econdémico y ecoldgico. La maceracion permitié preservar el color
y los componentes quimicos del té. En cambio, el rendimiento del aceite esencial
de romero fue menor (0,55%) debido a la baja proporcion de aceites esenciales en
la planta y a la técnica de extraccion utilizada, tomando en cuenta que su
rendimiento promedio es de 0.3% habitual de la planta en relacién con la masa
vegetal fresca cosechada. En la investigacion de Jauregui (2023) se extrajo el
aceite esencial de hojas de Rosmarinus officinalis L. mediante hidrodestilacion con
arrastre de vapor en un equipo tipo Clevenger, colocando las hojas frescas durante
3 horas y deshidratando el aceite con sulfato de sodio anhidro. El rendimiento
obtenido fue del 1,1%.

Aunque el rendimiento del aceite esencial de romero en esta investigacion
fue del 0.55%, Sierra, Marquez y Quiroz (2022) reportaron un rendimiento del
1.77% utilizando hidrodestilacién con trampa de Clevenger. Esta diferencia podria
atribuirse al uso de materia seca en su estudio, mientras que en el presente trabajo
se empled masa vegetal fresca, lo que influye directamente en la concentracion de
compuestos volatiles disponibles para la extraccion.

El rendimiento del extracto etandlico de té verde obtenido en esta
investigacion (2.1%) fue inferior al reportado por Hernandez-Lozada et al. (2019),
quienes alcanzaron un 3.9% bajo condiciones de agitacién prolongada durante 18
horas y centrifugacion, utilizando 2 g de té verde pulverizado y 10 ml de etanol
absoluto obtuvieron el extracto. Esta diferencia puede explicarse por la proporcion
de materia prima utilizada y la eficiencia del sistema de extraccion, lo que refuerza
la importancia de optimizar los parametros técnicos para mejorar el rendimiento.

En base al andlisis de los datos se evidencia que las diferencias en los
rendimientos de extraccidn entre el té verde y el aceite esencial de romero se deben
a la composicion quimica de las plantas y las técnicas empleadas. El té verde, rico

en catequinas, presenta un rendimiento mayor al ser extraido con etanol, un
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solvente eficaz. En contraste, el aceite de romero tiene un rendimiento menor
debido a la baja proporcién de aceites esenciales en la planta y a la hidrodestilacion,
que, aunque efectiva, no recupera todos los compuestos volatiles. Asi, la planta y
el método de extraccion influyen directamente en la cantidad de principios activos
obtenidos. Ademas, ambos estudios muestran que el rendimiento y la calidad de
los extractos dependen en gran medida de las técnicas de extraccion utilizadas. La
maceracion con rotavapor permite una mayor recuperacion de solvente y mejor
preservacion de los compuestos quimicos en el caso del té verde. Por otro lado, la
hidrodestilacion, aunque mas simple y econOmica, puede comprometer la
integridad del aceite esencial de romero, resultando en un menor rendimiento y
calidad. Esto resalta la importancia de elegir el método adecuado segun el
compuesto a extraer y su finalidad.

En el presente trabajo se realizd la evaluacién antimicrobiana de siete
concentraciones de aceite esencial de romero (200, 150, 100, 75, 25, 10y 5
mg/mL). El mismo estudio lo realiz6 Fuentes y Montes (2021) a seis
concentraciones de aceite esencial de romero, obtenido por arrastre de vapor y
diluidas en DMSO (100%, 80%, 60%, 40%, 20% y 10%). Ambos estudios aplicaron
el método de difusion en disco (Kirby-Bauer) frente a Escherichia coli. El aceite
esencial de romero de la presente investigacion tuvo actividad antibacteriana frente
a S. aureus, a diferencia de lo evaluado por Fuentes y Montes. Esto podria ser
consecuencia de la diversidad de compuestos quimicos que poseen los aceites
esenciales, ya que cada planta sintetiza compuestos de acuerdo a su medio
ambiente, pudiendo variar entre individuos de una misma especie.

El extracto etandlico de té verde present6 actividad antimicrobiana frente E.
coli y S. aureus, resultados similares a los expuestos por Rahardiyan (2019). La
actividad antibacteriana del té verde podria estar relacionada a su composicion
quimica polifendlica en especial a la presencia de Galato de epigalocatequina
(EGCG), el cual forma complejos con proteinas presentes en las membranas
celulares bacterianas, degradandolas. Esta investigacion confirma la eficacia del
uso del té verde para el futuro desarrollo de biocidas

El aceite esencial de romero de la presente investigacion muestra halos de
inhibicion limitados frente a E. coli (7,67 mm) y S. aureus (8,33 mm), lo cual difiere
de lo observado por Guerrero et al (2023) que obtuvo halos de inhibicion de 13,19

mm frente a S. aureus y de 9.57 mm para E. coli. Esta diferencia podria atribuirse
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a la técnica de extraccidon y los medios de cultivo empleados. Guerrero usa una
extraccion por arrastre de vapor, la cual podria haber conservado mejor los
componentes activos del aceite esencial. Por otra parte, Guerrero utiliza medios de
cultivo especificos como Chromoculty PTC para la evaluacion antibacteriana lo que
podria cambiar la difusion del aceite en el agar.

En este caso Garcia, Hernandez y Arenas (2022) mencionan que las
catequinas del té verde, particularmente el galato de epigalocatequina (EGCG),
poseen propiedades antibacterianas que podrian complementarse con los
componentes del romero, como el acido rosmarinico. Esta sinergia no solo
aumentaria la actividad antimicrobiana general, sino que también podria ayudar a
reducir la concentracién necesaria de cada compuesto, minimizando asi el riesgo
de toxicidad y promoviendo un uso mas seguro de biocidas naturales.

La evaluacion del desinfectante elaborado a partir de extracto de té verde y
aceite esencial de romero, aplicando el método del hisopado en superficies de una
carniceria mostro que la aplicacion del desinfectante fue mas eficaz en su actividad
antibacteriana que el control positivo (etanol al 70%).

Falco et al. (2019) evaluaron la eficacia de nueve aceites esenciales como
desinfectantes naturales, destacando el uso de Tillandsia capitata, que logré reducir
E. coli en mas de 3 log en superficies como acero inoxidable, vidrio y polipropileno.
Aunque el presente estudio se centré en romero y té verde, estos resultados
refuerzan el potencial de los aceites esenciales como alternativas ecoldgicas para
la desinfeccién, especialmente en ambientes donde la higiene es critica. A pesar
gue la eficacia del desinfectante depende de factores como el tiempo de contacto
y el tipo de superficie, ambas investigaciones confirman que los desinfectantes a
base de extractos naturales y aceites esenciales son prometedores como productos
biocidas.

Esto se respalda en la investigacion de Quispe Cruz (2023), que evidencia
que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. presenta una significativa
actividad bactericida en concentraciones del 50 % y 100 % tras un minuto de
contacto, logrando una eficacia del 100 % en diversos aislamientos bacterianos.
Este resultado sugiere que el aceite esencial de romero, al igual que el
desinfectante de té verde y romero, puede ser una opcion eficaz en comparacion

con desinfectantes tradicionales, especialmente contra patégenos como



40

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, lo que refuerza la necesidad de
explorar extractos naturales para aplicaciones desinfectantes efectivas.

La cantidad de coliformes en la superficie tratada con desinfectante (21,33
UFC) es considerablemente menor que en la superficie sin limpiar (26,33 UFC), lo
que indica que el desinfectante tiene algun efecto, aunque no es suficiente para
eliminar la carga bacteriana a niveles aceptables y la variabilidad en las repeticiones
sugiere que el rendimiento del desinfectante puede depender de factores como la
técnica de aplicacion, el tiempo de contacto, y la naturaleza de la superficie, sin
embargo la composicion de los aceites esenciales y extractos parece ser
fundamental. Segun lo mencionado por Nieto et al. (2018), compuestos como el
carvacrol y el y-terpineno son efectivos contra bacterias Gram-negativas, lo que
resalta la importancia de los componentes activos en la formulacion de
desinfectantes. La proporcion de estos compuestos podria explicar las variaciones
en la eficacia observada. La composicion quimica y la superficie tratada son
factores clave para mejorar la efectividad de los desinfectantes naturales. En este
contexto, es fundamental seguir investigando y optimizando la formulacién de estos
desinfectantes para maximizar su capacidad antimicrobiana, lo cual podria
contribuir significativamente a la higiene y seguridad en entornos donde la
contaminacion bacteriana es una preocupacion. Ademas, la integracion de
diferentes aceites esenciales podria ofrecer sinergias que potencialmente
aumenten la eficacia global del desinfectante, abriendo nuevas vias para su
aplicacion en diversas industrias.

Si bien esta investigacion se centro en superficies de contacto alimentario,
otros estudios como el de Rios, Garcia, Hernandez y Garcia-Munguia (2021) han
demostrado que los extractos vegetales obtenidos por maceracion etandlica
también pueden ser efectivos como agentes de biocontrol en cultivos agricolas. En
su estudio, extractos de Maclura pomifera y Zingiber officinale mostraron actividad
bactericida frente a Pseudomonas syringae, lo que evidencia la versatilidad de los

compuestos naturales en diferentes contextos antimicrobianos.
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6. CONCLUSIONES

La obtencion del extracto de hojas de té verde (Camellia sinensis) y del
aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.) se realizé sin dificultades
relevantes tanto en su procesamiento y la disponibilidad de materia prima. Ambos
productos presentaron rendimientos dentro de los parametros esperados,
destacandose el extracto de té verde con un rendimiento del 2,1%, superior al
0,55% obtenido para el aceite esencial de romero. Cabe sefialar que en este
estudio se empleé masa vegetal fresca, lo cual influye directamente en la
concentracion de compuestos volatiles disponibles para la extraccion,
especialmente en el caso del romero y el empleo del rotavapor permitié recuperar
el etanol utilizado durante el proceso, contribuyendo a la optimizacién de recursos
y reduccion de costos operativos.

Tanto el extracto de té verde como el aceite esencial de romero demostraron
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli, con una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 200 mg/mL. Estos resultados evidencian
su potencial como fuentes de compuestos con propiedades antimicrobianas debido
a los compuestos antibacterianos que poseen como los polifenoles y las
catequinas. Ademas, la mezcla de ambos componentes generé un efecto sinérgico
que intensific6 su actividad, lo que refuerza su utlidad en formulaciones
desinfectantes de origen natural.

La evaluacién microbioldgica realizada en superficies inertes de una
carniceria revel6 un alto nivel de contaminacion inicial, con un promedio de 26,33 +
5,69 UFC/cm? de coliformes totales en la superficie sin limpiar. El control positivo
(etanol al 70%) mostré una reduccién significativa, con un promedio de 13,67
UFC/cm2. Sin embargo, el desinfectante elaborado a partir de extracto de té verde
y aceite esencial de romero presentd una eficacia superior, con un promedio de
21,33 = 3,21 UFC/cm?, lo que confirma su capacidad para reducir la carga
microbiana. En conjunto, estos hallazgos permiten aceptar la hipotesis planteada:
el desinfectante natural logré eliminar eficazmente los microorganismos presentes
en las superficies evaluadas, posicionandose como una alternativa viable frente a

los desinfectantes quimicos convencionales.
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7. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda continuar con estudios
complementarios que profundicen en la caracterizacion fitoquimica de los
compuestos presentes en el extracto de té verde y el aceite esencial de romero,
ademas se sugiere utilizar un método mas rapido y controlado, o su vez realizar el
mismo método de extraccion para ambas materias primas a evaluar. Emplear
equipos especificos para facilitar la separacion con el aceite después de la
condensacion, ya que esto impacta en la pureza de la muestra almacenada y esto
podria reducir el tiempo de destilacion y mejorar la calidad del aceite.

Evaluar concentraciones mas altas de extracto etandlico de té verde podria
resultar un poco dificil debido a la relacion de extracto y disolvente, sin embargo,
es importante realizar evaluaciones antimicrobianas de extractos frente a diferentes
cepas de microorganismos de interés con el fin de determinar su potencial como
fuente de compuestos para el desarrollo de diversos productos biocidas, de la
misma forma con el aceite esencial.

Se recomienda desarrollar nuevas formulaciones con variaciones en los
métodos y proporciones de extraccion del té verde y el aceite esencial de romero.
También es fundamental verificar la calidad y pureza del desinfectante utilizado y
para garantizar que no contribuya a la contaminacién microbiolégica, ademas,
realizar pruebas adicionales en una mayor variedad de superficies para evaluar el
impacto del desinfectante en su eficacia frente a bacterias menos comunes.

Finalmente, se recomienda promover la integracion de estos desinfectantes
naturales en programas de salud publica, educacion ambiental y bioseguridad
institucional, especialmente en contextos donde el uso excesivo de productos
quimicos ha generado resistencia microbiana o efectos adversos en la salud
humana. La validacion cientifica de alternativas naturales como las aqui estudiadas
puede contribuir a una transicién hacia practicas mas responsables y sostenibles.
Para ello, sera clave establecer alianzas entre universidades, centros de
investigacion, organismos reguladores y actores del sector productivo, que
permitan escalar el impacto de esta propuesta y consolidar su aplicaciéon en

entornos reales.
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9. Anexos

Anexo N°1: Descripcion de la norma MINSA 461-2007

GUIA TECNICA PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES
EN CONTACTO CON ALIMENTOS Y BEBIDAS

1. Finalidad
ummutmmwwmambcamm
naispensabie n |3 TaDNCacion, Slaboracion y expendio de alimenios y DedIdas 0esINacoe al
cONSUMO humano y 2 [a Implementacidn g& Sistema e Analisis de Pelgros y de Punios
Criticos de Control (HACCR: Hazarg Analysis and Critical Control Points).

2. Objetivos

21, Unformizar Ios procadmientos que se GEben 3plcar en 13 seleccion, foma oS musetras
¥ Para ios analisis MICrODIOIOQICOS 0F SUPernces vivas & Nenss.

22 Esiablecer 105 mites MicrobioidgCos para evaluar 1as condiciones higienicas sanitanas
02 i35 SUPeIncias VIVaE & iNertas Que entran &n CcoNTactd Con 106 AlMenios y Dedisas.

23. Proporcionar 3 ia Autondag Sanitaria un insirumento para evalar 13 efectvidad de 10§
Programas de Higien2 y Saneamientd (PHS) y de Buenas Practicas de Higene en @
mAnipalacion de i0s aimentos.

3 Ambito de -

L3 presente Guia Teonica &s O ObAGAtONO cumplimients &n 1000 & 1eMiono Nacional, para

muvmymmmmmmnwmmumu
mmm BMGUQTWMWMMW(

mmommummummmum

4 Procedimientos a estandarizar
L3 presente Guia Tecnica estandanza 106 procedimientos para 13 sekeccion, toma o muestras

Analisis microbiologico: Procedimients QUE S& SQUE Dard Oelerminar |3 presencia,
mymummmemmummm

Calidad sanitartas S5 & conjunio de requisios microbiologicos, Msico-quimicos
Organcieplicos que debe cumpir U alMen®d Para 5&F CONGAIErato INOCUD y apto para @
CONSUMO NUMANO.

muesira, que Indican i3 acepiatdinad Ngienico saniana de una suparmicie.

Gel rafrigerants: Produc®d cumuiador de o, 08 JesCONJEAMISNts retardaco, no 1Ko, No
comesthie y TeUTIZadie que 52 empiea para mantensr |3 cacena de o

HISOPO: INSTUMENts que Tens un Sxiremo recubiens o2 3Igosdn 0 de raydn sstér que se
utliza NuUMECECIoD CON SoMCIon diuyents Para fachtar |3 recuperacidn Dacterana, en &l
muestres de superficies

Manipulagor de alimentos: TOOE PErsONa Que 3 Yaves Jé SUS Manos 10Ma contactd difecto
con 3Mentos eNvas3noe 0 N0 ENVASAN0s, SqUIPOS y WENsllos UlIZ3dos para su Slaboracion y
Preparacion o con sUPEMcies que eslan en CoMtack con 10§ Amentos.
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83.

QuiE Teonisa para ol Anaiisiz Morodolopos d¢ Jupericies en Cancasto 0on Almenas y Sebidss

Analytcal Manuai. Comision Intemaciona de Especiicaconss MICTODIOOGICS Dara

Compengium of Methods for he Microdiciogical Examinstion of Foods), entre otros:
uiitzando 13 $8cnica de recuento an placa.

Calculo y sxpraelon de resultagos

Calcuio

Para supernicies reguiares: & NOMET 08 COIONAS COteNidas (ufc) s& mumplicara por &
wamyw«mumamumwuwuoul
¥ 5€ avidira enve & 3rea 02 3 supericle hisopada 0 mussreada (100 om’)

Para superficies imeguiares: & nuUmero de colonias obtanido (uft) s& muRiDlicars por &
Sctor de AIucin y por & volumen de 13 SolCion diuyente LS3a.

de rasultadgos
LOS resuitanos £8 Sxpresaran
- Para superficias reguiares en: u% / om™
-memn ufe! SUperncie MUEsYeada (e cuchika o2 ICuadora,
cuchara, eic.). S& JeDEra EXPresar i3 Canlicad de SUPEMCies Muestreadas. (&) ufc/ 4
CUSRar3s)

Interpretacion de resuttados s acuerdo 3 Jos Himitss microbiologicos

SUPERFICIES INERTES
[~ METODO
HISOPO Superficie Reguiar Supernicie Ireguiar
Limite de Limits o8 Umite
ENSAYO | Deteccion | LUMiePemmisibls | o iecciondel |  Permisibie
08l Método " Métooo e
<09’ <T0uRc]
m"‘ <gtutciem’| <tuciem’ superficie superficie
mMussrEada muesTreada
Ausencia Ausencia !
Ausencia | Ausencia /
Patogeno m mmuﬂ’ SEpeiun Supete

() En ummmmmmmum
(") NOcH & area MUeSireada. |3 Cual Jebe S&7 Mayor O Igual 3 100 o’

Procedimiento para el control microbiologico con aplicacion del método de
I3 esponja

Procedimiento ds anafisia microblologico

Sea por metodos rapedos 0 CoNVENCcionaies, 10s ensayos MICrodICIDgICos se realzaran
utiizando métodos normalizados por organismos Intarnacionales como (3 1ISO, AQAC,
FOABAM, ICMSF, APHAICMMEF, enfre ofros. uthizando @ tecnica de recuento en
placa.
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Calculo y expresion de resultados

Calculo

Fara superficies regulares: el nismero de colonias obtenidas (ufc) se multiplicara por el
factor de dilucion y por el volumen de solucion diluyente utiizada en el muestreo (100
mL) v se dividira enfre el area de |a superficie muestreada (100 cm®).

Para superficies imegulares: el nimero de colonias obtenido (ufc) se multplica por el
factor de dilucion vy por el volumen de solucitn diluyente utizado en el muestres (100
mlL] y se divide entre las 4 superficies musestreadas (g). cuchillas de licuadoras,
utensilios como cucharas, vasos, efc).

Expresicn de resultados

Los resultados se expresaran: _

- Para superficies regulares: ufef cm®

- Para superficies imegulares: ufe’ superficie musstreada (2], cuchilla de Bouadors,
cubiero, etc).

Interpretacidn de resultados de acwerdo a los limites microbiologicos

SUPERFICIES INERTES
Espmﬂ_ Superficie Regular Superficie Imegular
Lirmite de Limite Limite de Limite Permisibi
ENSAYO | Deteccion Permisible Deteccién del | -1 {E]"“'E' e
del Método i*) Método
< 25 ufe ¥
[ 4 < 25 ufc |
CDt:]T;FME <1 ufe / em® <1 ufic / cm® iup;rﬁms superficie
- mm{.f?a . muestreada (")
E?EEE-E; iﬂ::_ﬁf; Ausencia | Ausencia |
Patogeno superficie superficie
mumtr__eada mugﬁ;m =0 muesireada muesireada
en o ) cm” {¥*)

(*) En las operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia,
("} Para 4 utensilios.
L

(***} Indicar & area muestreada, ka cual debe ser mayor o igual 3 100 cm™

. Procedimiento para el control microbioldgico con aplicacion del método
del enjuague

Procedimients de analisis microbiclogico

Sea por metsdos rapidos o convenconales, los ensayos microbiolagicos == realizaran
ufilizando méetodos nomalizados por organismos intemacionales como L 150, ADAC,
FOABAM, ICMSF, APHA/CMMEF, enfre olros: utilizando |3 t2cnica de recuento en
placa.




b)

Gula Técnica para &1 Analisis Microbicogico de Supearficies en Contacto con Alimantos y Babidas

Calculo y expresion de resultados

Calculo

Fara superficies vivas: el numero de colonias obtenidas (ufc) se mulfiplicara por el
factor de dilucion y por el volumen de solucion diluyente utilizada en el muestreoa (100
mil}.

Fara objetos pequefos o para el muestrec de superficies interiores de envases,
botellas, bolsas de plastico, entre ofros, el nimerc de colonias obtenido (ufc) se
multiplica por el factor de dilucion y por el volumen de solucion diluyente utiizado en el
musstreo (100 mL}) y se divide enfre las 4 superficies muestreadas (g). envases, bolsas

de plastico).

Expresion de resultados
Los resultados se expresaran:

- Para superficies vivas: ufz’ manas.
- Para superficies intemnas: ufe/ superficie muestreada (g]. envases, bolsas de plasfico,

etz).

Interpretacion de resultados de acuerdo a los limites microbiologicos
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SUPERFICIES
METODO -
ENJUAGUE Vivas Fequenas ¢ Intemas
Limnite de .. Limite de . .
ENSAYO Deteccion | o “."‘.';‘:E o | Deteccien | o "f".';f
del Método misible I*) | gof Matodo | FEmMisible [7)
= 25 ufic/ < 25 ufe !
Coliformes < 100 ufc/ < 100 wfg | superficie superficie
totales manaos Manos muesireada muestreada
**] **
Staphylococcus | < 100 ufic/ < 100 wfc | B B
aUrens Manas manos
. Ausencia [/ Ausencia | MEE”':L.! ! AUEEML:.‘ !
Patogeno - anos superficie superficie
muesireada muestreada

(") En las operaciones analiticas, estos valores son indicadores de ausencia.

(**) Para 4 utensilios.
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Anexo N°2: Proceso de obtencién de aceite esencial de romero

- ~
Hojas de & i6n d fod )
——| Recepcion de materia prima
Romero P P
. >
- l )
Seleccion
. .
A
2 N
Balanza
Gt —_— Pesado
analitica
- >
v
4 3
Triturado Licuadora
— >
W
- \
. s 125-150 °C
vapor de agua — Hidrodestilacién 1
100 min
\ l >
Mezcla aguay
aceite Condensado
R ( b Aceite
Separacion agua y . Ialha
: —) Decantacion ——  ©sencialde
aceite
romero
. 7
4 l ~
Frascos ambar ——— Envasado
\ 7
v
~ ~
Almacenamiento 5°C
. 7

Elaborado por: El Autor, 2024
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Anexo N°3: Flujograma del proceso para obtencidon extracto de hojas de té
verde

g W
Hojas de te Recepcion de materia
—_’ R
verde prima
. J
4 l 3
Seleccion
- 7
4 > ™
Estufa —) Secado
\ J
N
(5 R
Triturado
. =
Pesado
Proporcion de l )
material vegetal y Maceracion I—— 7 dias
etanol al 96%- 2:1 |
Filtrado
s A4
Obtencion de [: "
concentracionde  —— Uso de rotavapor 95 °C
extracto L J
Frasco de En d 4°0
ambar 30 mL vaRaee

Elaborado por: El Autor, 2024
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Anexo N°4: Halos de inhibicion de la evaluacion antimicrobiana de aceite
esencial de romero frente a Escherichia coli

Tratamientos

REpeticiones 1) 12 13 T4 T5 T6 T7 APL AP2 AP3

R1 9 0 0O O O O O 30 25 24
R2 8 0 0O O O O O 29 26 22
R3 6 0 0O 8 0O O O 9258 929 23

Elaborado por: El Autor, 2024

Anexo N°5: Halos de inhibicion de la evaluacion antimicrobiana de té verde
frente a Escherichia coli

Tratamientos

Repeticiones 1y 15 13 74 T5 T6 T7 APL AP2 AP3

R1 8 0 0 O O O 0 21 21 26
R2 7 0 O O O O 0 27 23 28
R3 7 0 O 8 O O O 24 26 24

Anexo N°6: Halos de inhibicién de la evaluacion antimicrobiana de té verde
frente a Staphylococcus aureus

Tratamientos

Repeticiones 1y 15 13 74 T5 T6 T7 APL AP2 AP3

R1 9 0 0O O O O 0 29 32 26
R2 10 o 0 O O o o0 32 31 27
R3 8 0 O 8 O O O 22 22 23

Elaborado por: El Autor, 2024

Anexo N°7: Halos de inhibicion de la evaluacién antimicrobiana de aceite
esencial de romero frente a Staphylococcus aureus

Tratamientos

Repeticiones 1 15 13 T4 T5 T6 T7 AP1 AP2 AP3

R1 9 0 0o O O O 0o 38 30 27
R2 7 0 O O O O 0 32 34 25
R3 9 0 0O 8 O O O 32 29 28

Elaborado por: El Autor, 2024



Anexo N°8: Analisis estadisticos

Analisis de la varianza

Staphylococcus aureus
Aceite de Romero (A.I)
Variable N R2 R? Aj CV
Aceite de Romero (A.I) 21 0,82 0,75 107,26

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 220,95 6 36,83 10,89 0,0001
Tratamientos 220,95 6 36,83 10,89 0,0001
Error 47,33 14 3,38
Total 268,29 20

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,12639
Error: 3,3810 gl: 14
Tratamientos Medias n E.E.

T2 0,00 3 1,06 A
T5 0,00 3 1,06 A
T6 0,00 3 1,06 A
T3 0,00 3 1,06 A
T7 0,00 3 1,06 A
T4 0,00 3 1,06 A
Tl 9,33 3 1,06 B

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

Elaborado por: El Autor, 2024

Extracto de Té verde (A.I)
Variable N R? R? Aj Ccv
Extracto de Té verde (A.I).. 21 0,82 0,75 107,17

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 206,00 6 34,33 10,76 0,0001
Tratamientos 206,00 o6 34,33 10,76 0,0001
Error 44,67 14 3,19
Total 250,67 20

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,97990
Error: 3,1905 gl: 14
Tratamientos Medias n E.E.

T6 0,00 31,03 A
T5 0,00 31,03 A
T3 0,00 31,03 A
T2 0,00 31,03 A
T7 0,00 31,03 A
T4 0,00 31,03 A
Tl 9,00 31,03 B

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

Elaborado por: El Autor, 2024



Escherichia coli
Aceite de Romero (A.I)
Variable N R? R? Aj CVv
Aceite de Romero (A.I) 21 0,83 0,76 104,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 236,48 6 39,41 11,66 0,0001
Tratamientos 236,48 6 39,41 11,66 0,0001
Error 47,33 14 3,38
Total 283,81 20

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,12639
Error: 3,3810 gl: 14
Tratamientos Medias n E.E.

T6 0,00 3 1,06 A
T2 0,00 3 1,06 A
T5 0,00 3 1,06 A
T3 0,00 3 1,06 A
T7 0,00 3 1,06 A
T4 0,00 3 1,06 A
Tl 0,00 3 1,06 B

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

Extracto de Té verde (A.I)
Variable N R? R? Aj CVv
Extracto de Té verde (A.I).. 21 0,76 0,66 123,15

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 139,81 6 23,30 7,53 10,0009
Tratamientos 139,81 6 23,30 7,53 10,0009
Error 43,33 14 3,10
Total 183,14 20

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,90501
Error: 3,0952 gl: 14
Tratamientos Medias n E.E.

T2 0,00 31,02 A
T6 0,00 31,02 A
T3 0,00 31,02 A
T7 0,00 31,02 A
T5 0,00 31,02 A
T4 0,00 31,02 A
Tl 7,33 31,02 B

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

Shapiro-Wilks (meodificado)

Variable n Msdia D.E. W* p(Unilateral D)
Resultado 6 7,50 1,05 0,96 0,8387

Elaborado por: El Autor, 2024
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Prueba T para muestras Independientes

Clasific Variable Grupo 1 GCrupo 2 n(l) n{2) Media(l)
Media(l) Media(l)-Media(Z) LI(55) IS5(%5) pHomVar T p—valor prusha
COMEUESTO Resultado {esencial de romero} {extracto de tel 3 3 7,67
7,33 0,33 -2,28B 2,95 0,2500 0,35 0,7415 Bilateral

Elaborado por: El Autor, 2024

Evaluacién de las 3 formulaciones de desinfectante
Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
F. Desinfectante 15 0,99 0,99 4,80

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 8464,93 2 4232,47 484,63 <0,0001
Tratamientos 8464,93 2 4232,47 484,63 <0,0001
Error 104,80 12 8,73
Total 8569,73 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,98636
Error: 8,7333 gl: 12
Tratamientos Medias n E.E.

T2 29,20 51,32 A
Tl 69,80 5 1,32 B
T3 85,60 5 1,32 C

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

Elaborado por: El Autor, 2024
Anexo N°9: Preparacion extracto etanolico y aceite esencial

Maceracion de té verde

Proceso de maceracion de hojas de té verde en etanol
Elaborado por: El Autor, 2024
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Purificacion de la maceracién

S

Elaborado por: El Autor, 2024

Pesado de materiales para extraccion de aceite esencial y pesado

inicial de hojas de romero.

Elaborado por: El Autor, 2024
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Instalaciéon del equipo para la hidro destilacion.

Anexo N°10: Evaluacién de pruebas antibacteriana de aceite esencial de
romero y extracto etanolico de té verde.

Pesado de medio de cultivo.

Elaborado por: El Autor, 2024
Diluciones de té verde.



Elaborado por: El Autor, 2024

Tubos para siembra de microorganismos
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Elaboracion de repeticiones de antibiograma de aceite esencial de

romero.

Elaborado por: El Autor, 2024

Anexo N°11: Resultados de pruebas antibacterianas

Disco antibiograma de aceite esencial en E. Coli.

Elaborado por: El Autor, 2024
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Disco antibiograma de aceite esencial de romero en S. aureus

Elaborado por: El Autor, 2024

Disco antibiograma de té verde de 100,50 y 25 frente a E. coli

Elaborado por: El Autor, 2024
Disco antibiograma de aceite esencial de romero frente a S. aureus

Elaborado por: El Autor, 2024



Anexo N°12: Evaluacion de la actividad antibacteriana del desinfectante

Toma de muestras en la superficie carnica.

Elaborado por: El Autor, 2024

Siembra De Muestras En Compact Dry.

Elaborado por: El Autor, 2024
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Tubos de ensayo con muestra obtenida

Elaborado por: El Autor, 2024

Conteo de UFC de Placas en laboratorio

2024/ 10/ 18 02 53

Elaborado por: El Autor, 2024
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