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La efectividad de un biodesinfectante a base de aceites esenciales de Ocimum sp.
(Albahaca), Thymus sp. (Tomillo) y Syzygium sp. (Clavo) o en mezclas es comparando con
Hipoclorito de Sodio comercial, y su efecto sobre coliformes termotolerantes en agua
residual industrial de una lavanderia hospitalaria. Ademas se evalu6 cual de los aceites
esenciales es el mas efectivo actuando de forma individual o combinada, estableciendo un
relacion entre si, analizando si existian diferencias significativas bajo la aplicaron de ocho
tratamientos: tres de aceites individuales, uno del hipoclorito de sodio, tres por combinacion
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cada tratamiento de diez minutos, el estudio revela que el mejor efecto antimicrobiano del
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forma individual y la combinacion entre ellos (<1,8 NMP/ 100 mL) en cada uno; tanto que
los tratamientos que contenian alguna concentracion de albahaca, no presentaron
comportamiento antimicrobiano.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

The present work was carried out in the Water, Food and Systems Analysis Laboratory called
Agualimsu SAS, located in the city of Neiva, Colombia; The effectiveness of a biodisinfectant
based on essential oils of Ocimum spp. (basil), Thymus spp (thyme) and Syzygium spp
(clove) vs. Commercial sodium hypoloclorite, on thermotolerant coliforms in industrial
wastewater from a hospital laundry. In addition, it was evaluated which of the essential oils
is the most effective individually or in combination. Eight treatments were applied: three of
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that the best antimicrobial effect of the disinfectant was achieved with sodium hypochlorite,
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contrast to the treatments contained concentration of basil, did not have any antimicrobial
behavior.
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Resumen

La efectividad de un biodesinfectante a base de aceites esenciales de Ocimum
sp. (Albahaca), Thymus sp. (Tomillo) y Syzygium sp. (Clavo) o en mezclas es
comparando con Hipoclorito de Sodio comercial, y su efecto sobre coliformes
termotolerantes en agua residual industrial de una lavanderia hospitalaria.
Ademas se evalu6 cudl de los aceites esenciales es el mas efectivo actuando de
forma individual o combinada, estableciendo un relacion entre si, analizando si
existian diferencias significativas bajo la aplicaron de ocho tratamientos: tres de
aceites individuales, uno del hipoclorito de sodio, tres por combinacién de dos
aceites y uno por combinacion de los tres aceites; con un tiempo de contacto
para cada tratamiento de diez minutos, el estudio revela que el mejor efecto
antimicrobiano del desinfectante se logré con el hipoclorito de sodio,en segunda
instancia el tomillo, el clavo de forma individual y la combinacion entre ellos (<1,8
NMP/ 100 mL) en cada uno; tanto que los tratamientos que contenian alguna
concentracion de albahaca, no presentaron comportamiento antimicrobiano.
Palabras clave: Aguas residuales; Bactericida, dosificacion; numero mas

probable.



Abstract

The present work was carried out in the Water, Food and Systems Analysis
Laboratory called Agualimsu SAS, located in the city of Neiva, Colombia; The
effectiveness of a biodisinfectant based on essential oils of Ocimum spp. (basil),
Thymus spp (thyme) and Syzygium spp (clove) vs. Commercial sodium
hypoloclorite, on thermotolerant coliforms in industrial wastewater from a hospital
laundry. In addition, it was evaluated which of the essential oils is the most
effective individually or in combination. Eight treatments were applied: three of
individual oils, one of sodium hypochlorite, three by oil combination and one by
combination of the three oils; with a contact time for each treatment of ten minutes.
The study revealed that the best antimicrobial effect of the disinfectant was
achieved with sodium hypochlorite, thyme, clove and the combination between
clove and thyme (<1.8 NMP / 100 ml) in each, in contrast to the treatments
contained concentration of basil, did not have any antimicrobial behavior.

Keywords: Bactericide, dosage, most probable number, wastewater.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

El uso de diferentes aceites esenciales como el de Ocimum sp. (Albahaca), Thymus sp.
(Tomillo) Syzygium sp. (clavo) como un biodesinfectante frente las bacterias coliformes
termotolerantes, provenientes del vertimiento de aguas residuales de lavanderia de ropa
hospitalaria, fundamentado en que los aceites esenciales poseen compuestos quimicos
bactericidas que ayudan a eliminar flora la indeseada; sin embargo, han sido usados
ampliamente en la industria alimenticia, pero segun busqueda bibliografica no se han usado
en desinfeccion de aguas residuales, y los desinfectantes usados en la actualidad son el
hipoclorito de sodio, el acido hipocloroso, diéxido de cloro, ozono, yodo, permanganato,
sales de amonio entre otros; siendo estos compuestos quimicos, cancerigenos y téxicos,
ademas de ser altamente peligrosos para las personas que a diario los manipulan.
(Rodriguez, 2007).

Se busca fabricar un biodesinfectante a base de aceites esenciales que puedan tener un
amplio espectro o aumentar su efectividad, por lo anterior, se propone una alternativa
medioambientalista que ayude a mitigar los impactos provenientes de los compuestos
guimicos utilizados en las plantas de tratamiento de aguas residuales hospitalarias (en este

caso).

La investigacion de esta probleméatica ambiental se realizé por el interés de dar a conocer
nuevas alternativas del desinfeccion a la comunidad cientifica y también a las empresas, que

de por su actividad posean coliformes termotolerantes en sus vertimientos.

Para llevar a cabo tal propdsito, se realizaron muestreos de aguas residuales de la empresa
SMART BUSSINES, se llevé al laboratorio y se aplicé la técnica de nUmero mas probable,
con el fin de determinar cual aceite esencial era mas efectivo, determinando asi si existian

diferencias significativas entre ellos.



Este trabajo presenta los siguientes capitulos:
En el capitulo | se presenta el planteamiento de la investigacion, el problema, los objetivos,

la justificacion, los alcances y limitaciones de la misma, ademas del marco tedrico.

En el capitulo Il se abordan los aspectos tedricos relacionados con los aceites esenciales, la
limpieza y desinfeccién de ropa de clinicas, y descripciones de las caracteristicas de la

albahaca, tomillo y clavo.

En el capitulo lll se describe la metodologia usada en el laboratorio, incluyendo preparacion
y extraccion de los aceites esenciales por arrastre de vapor, asi como la técnica
microbiolégica de numero mas probable usada para la determinacion de coliformes
termotolerantes. En el capitulo IV se ofrecen los resultados, discusion e interpretacion de los

mismos, y finalmente se presentan las conclusiones y recomendaciones de la tesis.

1.1Problema de investigacién

En la actualidad, existe la resolucion 0631 de 2015 segun el Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible), aplicable para vertimientos puntales, a cuerpos de aguas
superficiales y a los sistemas de alcantarillado publico, esta resolucién posee parametros
microbioldgicos (coliformes termotolerantes) y fisicoquimicos especificos (acidez Total,
alcalinidad total, dureza calcica y total, color real, compuestos de fésforo y nitrégeno, algunos
iones de metales y metaloides, DQO Y DBO entre muchos otros) segun su actividad; pero
en el area de los coliformes termotolerantes, aun no se ha establecido un valor limite
maximo. Por lo tanto, al no existir éste, las diversas empresas vierten al ambiente

desmedidamente una alta concentracion de estos microorganismos.

La mencionada resolucién aplica para actividades como: agroindustria, ganaderia, mineria,
hidrocarburos, productos alimenticios y bebidas, fabricaciéon y manufactura de bienes,
servicios y otras actividades, dentro de estas actividades encontramos las compafiias

encargadas de la limpieza y desinfeccién de ropa y sabanas hospitalarias, y sus vertimientos



contienes grandes concentraciones de microorganismos patdogenos, por contener sangre
proveniente de heridas, enfermedades, cortes, entre otros, por lo tanto es necesario que las
plantas grandes, disefien, e implementen una planta de tratamiento de agua residuales
(PTAR) para el tratamiento de sus vertimientos, en muchas PTAR se utiliza en la etapa de
desinfeccién el hipoclorito de sodio en cualquiera de sus presentaciones (liquido, gas, o
sé6lido), y al no realizar alguna rotacion del desinfectante, los microorganismos desarrollan
resistencia, convirtiéndose en una gran amenaza para poder combatir enfermedades, asi
perdiendo este su efectividad. De la anterior problematica, nace el interés de desarrollar y
analizar un biodesinfectante a base de compuestos organicos biolégicamente activos,
extraidos de especies de plantas que presentan capacidad de eliminar bacterias.
(Mcdonnell, 1999)

El estudio tiene como objetivos comparar, in vitro, la efectividad de un biodesinfectante a
base de aceites esenciales de tomillo, albahaca y clavo Vs. el hipoclorito de sodio sobre
Coliformes termotolerantes en aguas residuales generadas por lavanderias hospitalarias de
contaminacion intermedia, logrando asi analizar si hay diferencias o no estadisticamente

significativas entre el biodesinfectante y el hipoclorito de sodio.

Para poder asi desarrollar las preguntas de investigacion:
- ¢ Qué aceite esencial se aplicaria, para ejercer mayor efectividad bactericida en los

coliformes termotolerantes?

- ¢Como se establece la existencia de alguna diferencia significativa entre el
biodesinfectante y le hipoclorito de sodio, respecto a la eliminacion de coliformes

termotolerantes?



1.2 Justificacién

Los cientificos se esfuerzan cada dia por tratar de denominar y caracterizar la
inmensidad de hierbas, arbustos, flores, frutos y semillas, para dar utilidad segun sus
propiedades, y resolver problemas cotidianos en la industria; por ello es necesario
investigar y desarrollar una responsabilidad conservacionista a través de un desarrollo
sostenible basada en la fabricacion de nuevos productos, en beneficio del pais donde

se produce.

En nuestro pais existen plantas aromaticas, usadas ampliamente en las diferentes
industrias de alimentos, limpieza, farmacos, cosméticos, pero aun con el potencial que
tiene Colombia, importa los aromas y esencias en paises como Brasil y México, sin
sacar provecho, pudiendo figurar entre ellos. Por tal motivo, se plante6 fabricar un
producto a base de aceites esenciales que sea provechoso al proceso de
desinfeccién, aplicable a las aguas residuales de tipo hospitalario, y ademas sea

amigable con el medio ambiente.

Aungue, hay un gran camino por recorrer en el ambito del uso de biodesinfectante, en
la mayoria de procesos de desinfeccidén se usan productos cancerigenos, peligrosos
y lo peor perjudiciales para el medio ambiente, por ejemplo, el cloro reacciona con los
especificamente compuestos organicos sintéticos como los trihalometanos aunque
se ha identificado a otros SPD tales como los acidos haloacéticos. (Rodriguez,
2007).Esta es una pequefia investigacion en comparacion a todo el saber existente
de los biodesinfectante, como por ejemplo ¢cual aceites esenciales de plantas
aromaticas posee un amplio espectro bactericida? ¢Es posible usarlos para la
desinfeccién de superficies, ambientes y manipuladores? ¢ Seria efectivo en aguas
para riego? entre otras incognitas que la comunidad cientifica con el desarrollo
tecnoldgico y creacion de nuevos proyectos de investigacion iran resolviendo.

“La capacidad de los aceites para neutralizar los gérmenes es, hoy dia, un hecho

indiscutible”

(L” Aromathérapie Exactement por Dr. Peronel)



1.30bjetivos

1.3.1 Objetivo general

Fabricar un biodesinfectante a base de aceites esenciales de albahaca, tomillo y clavo,
y determinar si tiene accion bactericida en coliformes termotolerantes en aguas residuales

de lavanderias hospitalarias.

1.3.2 Objetivos especificos

- Evaluar cudl aceite esencial aplicado ejerce mayor efectividad sobre los coliformes

termotolerantes.

- Establecer una relacion entre un biodesinfectante a base de aceites esenciales
frente al hipoclorito comercial.

- Analizar si hay o no diferencias significativas de efectividad entre el
biodesinfectante y el hipoclorito de sodio respecto al crecimiento de coliformes

termotolerantes.



Capitulo 2 MARCO TEORICO
2.1ACEITES ESENCIALES

2.1.1 Concepto

Los aceites esenciales (AE), son liquidos complejos que se obtienen a partir de diversas
partes de las plantas como son: flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas,
madera, frutos y raices. (Diofanor Acevedo, 2013), por ejemplo: el aceite de albahaca
proviene de las hojas y tallos, y el de la rosa proviene de los pétalos, otros aceites como
el anis se produce en la semilla, y los citricos en la cascara, por lo anterior te das cuenta
gue el AE puede ser extraido de cualquier estructura anatémica vegetal, los AE son

secretados y almacenados en estructuras especializadas de la planta.

En el afio 1987, se realiz6 la primera investigacion acerca de las propiedades
antibacterianas que poseen los AE en un estudio del Bacillus anthracis, cuando se not6
las propiedades del orégano, canela china, canela cingalesa, hierba angélica y el geranio
alferiano (Richards, 2017). Décadas después de descubrieron las propiedades
antibacteriales y antifingicas de algunos AE actiian como mecanismo de defensa contra
patégenos de la planta, e incluso ayuda a ahuyentar insectos y animales indeseables
(Sanchéz, 2016) es decir, no solo dan un aroma favorable, sino tiene una funcién

especifica dentro de la planta.

Se pueden extraer de diversos compuestos plantas como: Anis Verde, Hinojo, Limén,
Naranja. Hojas: Romero, Menta, Geranio, Arbol de té, Critronela, Salvia, Melisa y
Geranio. Flores: Manzanilla, Mejorana, Jazmin, Rosas, Lavanda, Orégano, Tomillo y
Clavo de Olor, en donde encontramos compuestos que le otorgan propiedades
antioxidantes y bactericidas, por ejemplo: En el orégano, se ha identificado compuestos
como el timol, y-terpineno, cariofileno, oxido de cariofileno, trans-a-bergamoteno,
eugenol. (Diofanor Acevedo, 2013). Recientemente, existen varios grupos funcionales
importantes de aceites esenciales, incluidos aldehidos (citral, citronelal, cinamaldehido,

benzaldehido, vainillina), alcoholes (geraniol, citronelol, mentol, linalool, terpineol,
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borneol), ésteres (benzoatos, acetatos, salicilatos, cinamatos), cetonas (alcanfor,
carvona, mentona, pulegona, tujona), 6xidos (cineol), éteres fendlicos (anetol, safrol),
fenoles (eugenol, timol, carvacrol), hidrocarburos (cimeno, myrcene, sabinene, storene),
terpenos (limoneno, felandreno, pineno, canfeno, cedreno) y acidos (benzoico, cinamico,
miristico, isovalérico). Todos los aceites esenciales consisten en uno o mas de estos
componentes como elemento clave y juegan un papel vital como antimicrobianos. (Eze,

2016), aunque faltan muchos por descubrir.

2.1.2 Aceite esencial de Albahaca

Es una planta originaria de las regiones tropicales y subtropicales del mundo, el género
Ocimum proviene del antiguo nombre griego para la albahaca porque era una planta
forrajera, es una arbusto de hasta 3 metros de altura, las hojas son de color verde intenso
con aroma intenso, con flores pequefias (ver Figura 1), y agrupadas en espigas situadas en

el extremo de las ramas. (Virgili, 2017).

Figura 1: Albahaca morada- Ocimum gratissimum Fuente: L Virgili G.(2017).



Las plantas de género Ocimum spp. , es una hierba que se encuentra en toda la India,
perteneciente a la familia Lamiaceae, (Khaliga, Waseemb, Lonec, & Hassan, 2018)contiene
alrededor de 200 especies de y hierbas y arbustos. La mayoria de las especies son nativas
de regiones templadas tropicales y calidas del mundo. (Lal, 2014) Es rica en compuestos
fendlicos y usos medicinales, comunmente llamado 'Tulsi' en hindi (Khaliga, Waseemb,
Lonec, & Hassan, 2018) contiene eugenol metil-eugenol, linalool, metilo chevicol,
germacrene A y D, elemicina, 3-elmene, (Z) -ocimina) (Lal, 2014) y este varia segun la
especie (LalSaran, y otros, 2017), ademas carbohidratos, Fibra, fésforo, calcio, proteina,
hierro, betacaroteno, vitaminas B1y B2 (Costa A. S., y otros, 2015) (Costa A. , y otros, 2016).
Al poseer tantas especies existe una alta diferenciacion entre ellas, se han realizado estudios
genéticos encontrando que la diversidad genética es mas alta para el contenido de aceite
56.09% seguido de la altura de la planta 18.94% y la mas baja rango fue registrado para el
namero de ramas 7.55% (Singh, Lal, Maurya, & Chanotiya, 2017) , por lo anterior, se al

extraer aceite in vitro, el rendimiento es diferente.

2.1.3 Aceite esencial Tomillo

El género Thymus (Figura 2.)pertenece a la familia Lamiaceae tiene alrededor de 215
especies, posee compuestos fendlicos, la mayoria de sus propiedades se deben a los
aceites esenciales. Los aceites volatiles poseen antimicrobianos, actividades antitusivas,

digestivas, expectorantes y carminativas. (Behbahani, y otros, 2013)

\

Figura 2. Planta de Tomillo Fuente: (Aza., 2005)



Se ha usado cromatografia de gases, cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas y espectrometria de resonancia nuclear magnética para investigar la volatilidad
compuestos del aceite, y se encontré que el Carvacrol fue identificado como el compuesto
principal en el aceite, representado por 80.9% del constituyentes totales, seguidos por p-
cimeno (7.7%) (Bukvicki, y otros, 2018).

La nanoemulsion parcia amplificar la actividad antibacteriana del aceite esencial contra
E.coli al aumentar su capacidad de alterar la integridad de la membrana celular. (R, L, H, A,
& DJ, 2016). La especie de Thymus algeriensis, es un potencial conservante antifungico de
gueso blando, con una capacidad de preservacion de 30 dias a 4°C. (Bukvicki, y otros, 2018)
También se ha desarrollado encapsular el aceite realizando una hanoemulsion y asi mejorar

el rendimiento funcional (Jema, y otros, 2017).

2.1.4 Aceite esencial Clavo

El clavo de olor (Syzygium aromaticum) es un especie que pertenece a la familia Myrtaceae,
se obtiene de un arbol perenne que florece dos veces al afio. Los botones tienen un color
inicial de color palido (Figura 3.) y luego se va convirtiendo de color rojizo a marrén oscuro.
(Gonzales & Malo, 2013) , el aceite esencial es un liqguido amarillento, olor caracteristico e
intenso, sabor picoso y fresco, soluble en alcohol no en agua (Ciarlotti F, 2015) dice que
contiene eugenol en un 83.6%, acetato de eugenilo en un 11.6% Yy cariofileno al 4,2%
(Aguilar A, 2013). EI mecanismo de accion es dado por sus compuestos fendlicos de la
membrana del microorganismo reaccionando con los fosfolipidos y asi cambian la

permeabilidad de la membrana celular causando la muerte. (Aguilar A, 2013).



Figura 3. Planta de Clavo Fuente: (Roger, 1995)

Se ha demostrado las propiedades antimicrobianas en patdégenos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus (A.Heredia, y otros, 2018) también presento actividad antifangica
frente a Fusarium graminearum presentes en el arroz. (Santamarina, Rosell6, M, &
Blazquez, 2016) También contra el patégeno Porphyromonas gingivalis causando

contraccion celular y lisis (Zhang, y otros, 2017).

2.2EXTRACCION DE AE POR HIDRODESTILACION

Segun la variedad del material vegetal, parte de la planta a emplear y estabilidad del aceite
esencial que se pretenda obtener, se emplean diversos procedimientos fisicos y quimicos
de extraccion, donde su correcta aplicacion sera lo que determine la calidad del producto
final entre los que encuentran: Destilacion por arrastre de vapor, extraccion con disolventes,
extraccién por fuidos supercriticos, extraccion por microondas entre otros. Para el proyecto

se utilizdé el método de hidrodestilacion.

El proceso de extraccion por hidrodestilacion es llamado en algunas veces como “destilacion
por arrastre de vapor, extraccion por arrastre, hidrodestilacioén, hidrodifusion o

hidroextraccion (C., 2007). Su principio consiste en llevar el agua contenida en un recipiente



a la temperatura de ebullicion, el material vegetal se encuentra en suspension acuosa, los
vapores generados son condensados y recogidos en la trampa de Clevenger. El material
vegetal va en un balén, encima de una plancha calentadora, al calentarse el material vegetal
se liberan los componentes volatiles entre los que se encuentra el aceite esencial, esta
mezcla es llevada a un condensador donde se enfria lo que hace que caiga en la trampa de
Clevenger.

(CALAO, 2014).

2.3COMBINACION DE ACEITES

Existen varios estudios donde se ha investigado el aumento del potencial bacteriano o
fungicida al mezclar los aceites esenciales. Se han mezclado el aceite esencial de hinojo,
romero y alcaravea con etilcelulosa para hacer ldminas para empacar alimentos y evaluar
las propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus)
y Gram-negativas (Escherichia coli). (Kwiatkowski, Giedrys-Kalemba, Mizielihska, &
Bartkowiak, 2016). También se ha evaluado el efecto inhibidor para Fusarium oxysporum
con la mezcla de cuatro aceites esenciales de clavo de olor (Syzygium aromaticum), hierba
de limén (Cymbopogon citratus), menta (Mentha x piperita) y eucalipto (Eucalyptus globulus)
(AbhishekSharma, SasirekaRajendran, Sharma, & BishwajitKkundu, 2017). Cabe sefalar,
gue no los AE no solo se han mezclado con AE entre si, si no también con diferentes
nanoparticulas como el oro, zinc, quitosano, platino, hierro, cobre y nanotubos de carbono,
combinandolos para evaluar su actividad antimicrobiana (Gaspar, y otros, 2017) (Jogee,
Ingle, & Rai, 2017) ( Van Long, Joly, & Dantigny, 2016) (Rai, Ingle, Birla, Yadav, & Santos,
2016)

2.4APLICACIONES

Hoy en dia, los aceites esenciales (AE) han adquirido interés cientifico, porque ademas de
ser compuestos de origen natural, tienen propiedades bactericidas y fungicas; haciéndose
popular en diferentes areas como: la ciencia médica, la industria alimentaria, conservacion

de alimentos y fungicidas. (El Asbahani, 2015).



Los AE han sido usados de muchas formas a saber:

1. Conservacién de alimentos: Se ha usado en tomate inoculado con Escherichia coli
enterotoxigénica, mantenimiento de sus propiedades antioxidantes (Maria L. Luna Guevara,
2015) también en queso cottage, ricota y aceite de oliva (Asensio, 2013). También se ha
conservado la carne de cuy (Vilcapoma & Oscar, 2016), y usando también nanoemulsiones

(Prakasha, Baskaran, Paramasivam, & Vadivel, 2017)

2. Odontologia: Se comprobo la efectividad de inhibicidn de los extractos de tomillo y romero
frente a Streptococcus mutans, principal agente causante de caries dental. (Echanique,

Eduardo, Salazar, & Jacqueline, 2016)

3. Agricola: Se ha usado la actividad biofungicida del aceite de la cascara de la mandarina
contra hongos como Penicillium digitatum y P. italicum, puesto que estos microorganismos
han causado mundialmente pérdida econdémica en el sector citricola durante la etapa de

poscosecha. (Velasquez, Alvarez, Tamayo, & Carvalho, 2014)

4. Desinfeccién de hortalizas: Con el fin de evitar las posibles enfermedades transmitidas
por alimentos, se ha realizado desinfeccion de repollo, repollo morado, lechuga y espinacas.
(Chuquitarco, 2014) .

2.5COLIFORMES TERMOTOLERANTES

El grupo de los coliformes consiste en varios géneros de bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. La deteccion de este grupo, se realiza por la fermentacion de la lactosa,
por la técnica de tubos de fermentacion, este grupo es anaerobio facultativo, no formador de
espora que producen gas y acido a 35 °C por 48 horas; dentro de dicho grupo encontramos
los coliformes termotolerantes, anteriormente denominados coliformes fecales, debido a su
origen fecal y crecimiento a una temperatura a 44.5+0,2°C, pero se detecté que el género
de Klebsiella por lo que se descubrié que también crecia a esta temperatura y se denominé

coliformes termotolerantes. (Association, 2017).



2.6 HIPOCLORITO DE SODIO

Dicha comparacion se realizara, debido que el hipoclorito es una sustancia altamente toxica
segun la ATSDR — Agencia de sustancias toxicas y el Registro de enfermedades de Espania,
la exposicion a altos niveles de hipoclorito de sodio puede producir irritacion de los ojos, la
piel y los tractos respiratorios y gastrointestinal y en algunos casos puede ser fatal, sus
efectos toxicos se deben principalmente a sus propiedades corrosivas, los sobrevivientes de
intoxicaciones severas pueden quedar con cicatrices y estrechamiento permanentes del
es6fago, como se han reportados varios casos con intoxicaciones domesticas accidentales
en la infancia por productos de uso en casa.( Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro
de Enfermedades, 2016). Se debe tener en cuenta que el uso del hipoclorito genera
subproductos de la desinfeccion especificamente trihalometanos y acidos haloaceticos;la
cloramina esta asociado a los dos compuestos anteriores sino también a nitritos; el biéxido
de cloro genera cloritos y cloratos, mientras que la utilizacionde ozono genera bromatos
aldehidos, carbono organico biodegradable, &cidos cetoaldehidicos, bromoformos,

peréxidos y epéxidos. (Rodriguez, 2007).

Durante la busqueda bibliografia no se encontr6é el uso de AE como una alternativa de
desinfeccidbn en aguas residuales, se espera agregar conocimiento a la comunidad

cientifica con dicho estudio.



CAPITULO 3 METODOLOGIA

Para realizar la aplicacion del aceite esencial o mezcla de los mismos a los coliformes
termotolerantes, primero se debia recolectar el material vegetal de cada una de las especies,
y llevar al laboratorio realizar extraccion mediante hidrodestilacion, después de obtenerlos,

se prepararon los medios de cultivo correspondientes y finalmente se aplico el tratamiento.

3.1RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

Se obtuvieron 500 g en peso fresco de las especies de Thymus sp (tomillo) (ver Figura 4),
Ocimum sp (albahaca morada de hoja ancha) (ver Figura 5) y Syzygium aromaticum (clavo)
(ver Figura 6), en la hierbateria del parque “los Libertadores” y en el centro de acopio de la
ciudad de Neiva, Colombia. Las especies Thymus vulgaris y Ocimum sanctum se trabajaron
en materia humeda en contraste con Syzygium aromaticum que se dejé secando a

temperatura ambiente por 8 dias y se trituré en un molino casero dos veces.

Figura 4: Tomillo para extraccion de aceite esencial Fuente: Autor (2018).



Figura 6: Syzygium aromaticum molido dos veces Fuente: Autor (2018).

3.2EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

La obtencidn de aceites esenciales se realizé con el método de hidrodestilacion, en las

instalaciones de laboratorio de la Universidad Corhuila sede Neiva de la siguiente manera:

3.2.1 Alistamiento de materiales:

Plancha de calentamiento, condensador, mangueras, fuente de agua , bomba sumergible
de recirculacién, balén fondo plano de capacidad de 2000 ml, planta, trampa clevenger , 25

litros de agua destilada, geles de refrigeracion.

3.2.2 Pesaje de material vegetal:

Se pesaron 250 gr de Thymus vulgaris, y Ocimum sanctum, y de Syzygium aromaticum por

separado. (ver Figura 7)



Figura 7: Pesaje de material vegetal de especies Fuente: Autor (2018).

3.2.3 Montaje:

Se agrego el material vegetal de la especie pesado al balén fondo plano de 2000 mL , se
adicion6 1000 mL de agua destilada (ver Figura 8), se coloca el balén en la plancha a 107°C,
el condensador y la trampa clevenger, se colocaron en el soporte universal con pinzas, y se
instalaron las mangueras, al condensador y al balén, el proceso duro aproximadamente 4
horas, y el aceite queda en la trampa de clevenger (ver Figura 10). A continuacion se
presenta en la figura 9 el montaje de la hidrodestilacion, con la flecha roja se sefala la trampa

de clevenger donde queda el aceite esencial.

Figura 8. Balén aforado con material vegetal de especies. Fuente: Autor (2018).



Figura 10. Aceite esencial extraido por hidrodestilacién Fuente: Autor (2018).

3.3PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizaron dos medios de cultivo, el laurilsulfato (fase presuntiva) y el EC (fase

confirmativa).

La preparacion del caldo laurilsulfato se llevé a cabo de la siguiente manera: Se pesaron
35.6 g de caldo Lauril sulfato , se adicion6 agua destilada y se llevé a un volumen de 1Ly
se calentdé suavemente hasta disolver. Luego se coloco el medio en tubos de ensayo de
16x150mL con campana de durham invertidos para cubrir al menos la mitad de los tres
tercios (10 mL).Seguidamente se cerraron los tubos con tapas de metal o plastico
resistentes al calor, se sacaron las burbujas y se autoclavaron a 15 libras de presion a 121°C
de 12 a 15 min. Finalmente se dej6 enfriar, y se midi6 el pH de medio, que se encuentre a
6,8 +/- 0,2 después de la esterilizacién.(se verificd el pH con buffer 4,01 y 6,98).(Standar
methods 9221 E), los primeros 5 tubos se prepararon con doble concentracion 71,2 g/L.(ver

Figura 11)



La preparacion del caldo EC se llevo a cabo de la siguiente manera: Se pesaron 37 g de
caldo Lauril triptosa , se adicion6 agua destilada y se llevé a un volumen de 1L y se calent6
suavemente hasta disolver. Luego se coloco el medio en tubos de ensayo de 16x150mL con
campana de durham invertidos para cubrir al menos la mitad de los tres tercios (10
mL).Seguidamente se cerraron los tubos con tapas de metal o plastico resistentes al calor,
se sacaron las burbujas y se autoclavaron a 15 libras de presion a 121°C de 12 a 15 min.
Finalmente se dej6 enfriar, y se midi6 el pH de medio, que se encuentre a 6,9 +/- 0,2 después

de la esterilizacion. (se verifico el pH con buffer 4,01 y 6,98). (Standard methods 9221 E).

Agua peptona al 1%: Se pes6d 1 g de Agua peptona, y se adicioné agua destilada hasta
completar un 1L, se dispensé en tubos de ensayo de 16x160 o 20x160 cantidades de 99+2
mL o 9+0,2 mL, se autoclavé a 15 libras de presion a 121°C de 12 a 15 min, se dej6 enfriar,

y se midi6 el pH , este debe estar a 7,2+/- 0,2 después de la esterilizacién.

Figura 11. Tubos de caldo laurilsulfato con campana de Durham

3.4Toma de muestra y andlisis de coliformes termotolerantes.

Se tomaron dos muestras (200 mL) de agua residual industrial de tipo hospitalario en la
empresa Smart Bussines, ubicada en la zona industrial de la ciudad de Neiva, con la
misién de prestar el servicio de lavado a ropa de tipo hospitalario, dicha empresa

actualmente posee una planta de tratamiento de aguas residuales.

Las muestras, se tomaron en la lavadora No.1 y No. 4 (marca Girbau ), en el primer
enjuague, sin detergente ni desinfectante, en la contaminacion alta (ropa de cirugia de



doctores) y alta (ropa de pacientes en hospitalizacién), con el fin de elegir a cual muestra
se le realizaban los tratamientos; en la figura No. 12 se presenta la fotografia de una
lavadora industrial (izquierda) el area de clasificado (derecho), el recipiente fue estéril y
se transporté refrigerada una temperatura de 4°C, y ese mismo dia se realiz6 el analisis
de coliformes termotolerantes. Después del analisis se elige cual muestra se le va a
aplicar el tratamiento segun el resultado, para realizar un nuevo muestreo igual,

unicamente cambiando la cantidad es decir, 3000 mL.

Figura 12. Lavadora industrial (izquierda) y area de clasificado (derecha). Fuente: Autor
(2018).

3.5Preparacion de los tratamientos

Después de la obtener 1 mL de cada uno de los aceite esenciales aproximadamente
(Thymus vulgaris, Ocimum sanctum, Syzygium aromaticum) y en un frasco estéril se
agrego 39 mL de aceite mineral ésta se denominé “solucion patron”, para el caso del
hipoclorito de sodio estaba concentrado al 2.5%; se realizaron ocho tratamientos, estos

se presentan en la tabla 1 a continuacion:



Tabla 1: Tratamientos individuales y combinados de aceites esenciales.

Tratamiento Cantidad de solucion
patron (mL)

HIP* 15

TOM* 15

CLA* 15

ALB* 15

TOM+ CLA 75+75

TOM+ ALB 75+75

CLA+ALB 75+75

TOM+ CLA+ALB 5+5+5

*HIP= hipoclorito ALB=albahaca CLA=clavo TOM= tomillos
3.6Aplicacion de tratamientos y andlisis de coliformes termotolerantes
Para la aplicacion de los tratamientos se adiciono en un frasco estéril 300 mL de la muestra
y 15 mL del tratamiento, y se llevaron a agitacion manual por 10 minutos, y se llevo a cabo

el analisis de termotolerantes (Standard Methods SM 9221 E) de la siguiente manera:

Fase presuntiva

En 25 tubos que contiene caldo laurilsulfato con campana de durham organizados en
filas de 5 tubos, se agregaron volumenes de la muestra10 mL, 1 mL y 0,1 y se realizaron
tres diluciones seriadas en tubos que contenian 9 mL de agua peptona al 1%, y se incubd
a una temperatura de 35+0,5°C por 24 horas, se tomaron como presuntivos positivos
todos aquellos que presenten produccioén de gas y turbidez (figura 13), y se pasa a la

etapa confirmativa.



Figura 13. Presencia de turbidez y gas en caldo laurilsulfato (izquierda) sin inocular
(derecha). Fuente: Autor (2018)

Fase confirmativa

Con ayuda de asas redondas estériles, se pasd una asada de cada tubo presuntivo a
caldo EC, y se incub6 en bafio Maria a temperatura de 44,5°C+0,2°C; se tom6é como
coliformes termotolerantes todos los tubos que presenten turbidez y gas (figura 13), se
reportaron los resultados segun la tabla de Numero Mas Probable (NMP) en 100 mL de
muestra, los valores se encuentran en Anexo 1 teniendo en cuenta 25 tubos con tres
diluciones seriadas (Cinco de 10.0 mL, y cinco 1 mL y cinco de 0.1 etc ).Se calculé de

acuerdo a la siguiente formula:

NMP/100 mL = (tabla NMP/100 ml)x10/V

Donde V= volumen de porcion de muestra a la dilucién seleccionada mas baja:

Cuando mas de tres diluciones son usadas en diluciones seriadas, se usé como

directriz la Tabla 2 para seleccionar las tres diluciones apropiadas.



Tabla 2: Ejemplos Seleccionados para tres combinaciones de tubos positivos de cinco

diluciones (Association, 2017)

Ejemplo Volumen mL Combinacié | indice FORMUL
n de | NMP/10 | A
positivos 0 mL

10 1 0.1 0.01 0.001

A 5 5 1 0 0 X-5-1-0-X 330 33X10/1

B 4 5 1 0 0 4-5-1-x-X 48 48X10/10

C 5 2 5 2 1 X-X-5-2-1 7000 70X10

D 4 5 4 5 1 X-X-4-5-1 4800 48X10/

E 5 4 4 0 1 X-4-4-1-X 400 40X10/1

F 4 3 0 1 1 4-3-2-X-X 39 39X10/10

G 4 3 3 2 1 X-x-3-2-1 1700 17X10/0,

1

Los controles analiticos utilizados fueron los siguientes: Agua destilada como blanco, control
positivo la cepa Escherichia coli ATCC 25922 , y como control negativo a Staphylococcus
aureus ATCC 25923; a continuacion en la figura 14 se presenta los continuacién se presenta

las cepas ATCC en la presentacion kwik- stik de la marca Microbiologics.

Figura 14. Controles analiticos. Fuente: Autor (2018)



3.7 Tratamientos de los Disefios experimentales.

La presente investigacion comparara tres diferentes aceites esenciales vs el hipoclorito de
sodio frente a coliformes termotolerantes. Se aplicara un disefio experimental A*B, donde el
factor A seran los aceites esenciales y el factor B la concentracion de coliformes
termotolerantes en unidades NMP/100 mL , se dispuso de ocho tratamientos con tres
repeticiones para un total de 24 unidades experimentales, ademas también se determiné por

triplicado la concentracion de coliformes termotolerantes de la muestra.

3.8 Analisis estadistico:

Para las 27 unidades experimentales de los 8 tratamientos, se ingresaron en el software
Design- Expert, version 7.0 para su respectivo analisis de varianza (ANOVA) y factorial con

modelo 1f1 (factores A'Y B con un solo nivel).



CAPITULO 4 RESULTADOS
Y DISCUSION

Al realizar la comparacion entre los resultados del hipoclorito de sodio y los aceites

esenciales frente a coliformes termotolerantes es exclusiva.

4.1 Coliformes termotolerantes con contaminacion alta y media.

Las muestras de agua residual en la contaminacién con clasificado alto fueron 9,3 NMP de
coliformes termotolerantes / 100 mL; y en la muestra clasificado medio fueron 170 NMP de
coliformes termotolerantes / 100 mL; por lo anterior es justificable debido a que la ropa de
cirugia en los doctores tiene un menor tiempo de contacto, y aunque esta puede contener
fluidos corporales, se le realiza un proceso de esterilizacion; en contraste con la ropa de
hospitalizacion de los pacientes que tiene un tiempo de contacto de 24 horas. Con los
resultados anteriores se eligié trabajar con la muestra de agua residual clasificado medio

dando un resultado de 54000 NMP de coliformes termotolerantes / 100 mL (log 10=4.7).

4.2 Aplicacion de tratamientos a coliformes termotolerantes.

A continuacién se presentan, en la tabla 3, los resultados de los coliformes termotolerantes
después del tratamiento con los aceites esenciales individuales o combinados, los datos
obtenidos como NMP/ 100 mL siguen una distribucién asimétrica, por lo que es necesaria la
normalizacion previa a fin de realizar el tratamiento estadistico. Para ello se transformaron
los datos NMP/100 mL a logaritmo en base 10 (log 10 NMP/ 100 mL).



Tabla 3. Resultados de los tratamientos con aceites esenciales Vs. Hipoclorito de
sodio frente a coliformes termotolerantes.

Tratamiento | Valor | NMP/ 100 | Logaritmo
mL

HIP 1 <1,8 0,255
HIP 2 |<1,8 0,255
HIP 3 |<1,8 0,255
ALB 1 |13,000 4,113
ALB 2 | 22,000 4,342
ALB 3 |22,000 4,342
CLA 1 |<18 0,255
CLA 2 |<18 0,255
CLA 3 |<18 0,255
TOM 1 |<18 0,255
TOM 2 |<18 0,255
TOM 3 |<18 0,255
A+C 1 | 160,000 5,204
A+C 2 |92,000 4,963
A+C 3 | 24,000 4,380
A+T 1 | 24,000 4,380
A+T 2 | 35,000 4,544
A+T 3 | 35,000 4,544
C+T 1 |<18 0,255
C+T 2 <1,8 0,255
C+T 3 <1,8 0,255
A+C+T 1 54,000 4,732
A+C+T 2 | 54,000 4,732
A+C+T 3 | 54,000 4,732




4.3 Disefo experimental en el software Design-Expert.

A continuacion se presenta en la tabla 3 se presenta los resultados de los coliformes
termotolerantes después del tratamiento con los aceites esenciales individuales o
combinados, los datos obtenidos como NMP/ 100 mL siguen una distribucion asimétrica, por

lo que es necesaria la normalizacion previa a fin de realizar el tratamiento estadistico.

Con los resultados obtenidos en logaritmo de coliformes termotolerantes durante la
aplicacion de los tratamientos, se tomaron 24 unidades experimentales para su respecto

analisis factorial en el modelo 1f1 (un solo factor y un nivel).

4.4 ANOVA para el modelo factorial 1f1, coliformes termotolerantes — tratamientos.

Los resultados para el analisis de varianza ANOVA (Tabla 4), aplicado a la respuesta de
namero mas probable en relacion a los tratamientos de aceites esenciales Vs. Hipoclorito
de sodio, genero el valor de F de 627.37 lo cual implica que el modelo es significativo con
valor P < 0.0001.

Tabla 4. ANOVA para el modelo factorial de tratamientos con respuesta de coliformes

termotolerantes.

Source Sum of df Mean F Value p- value
Squares Square Prob>F
Model 113.05 7 16.15 627.37 < 0.0001 significant
A-aceite 113.05 7 16.15 627.37 < 0.0001
Pure Error | 0.41 16 0.026
Cor Total | 113.46 23




Andlisis de varianza para el disefio experimental 1fl interaccién aceites esenciales vs.
Hipoclorito de sodio con respuesta al log de coliformes termotolerantes. La representacion
del modelo gréafico (Figura 15) Interaccion de los factores aceites esenciales, hipoclorito de
sodio con respuesta de logaritmo de coliformes termotolerantes, indica que todos los
tratamientos tiene un efecto sobre los coliformes termotolerantes, para el hipoclorito de
sodio, el clavo, el tomillo y la combinacion de clavo con tomillo, evidenciaron un logaritmo de
0,255 de NMP de coliformes termotolerantes / 100 mL, lo cual indica un 100% de efectividad,

sin diferencias significativas entre ellas.

En contraste para tratamientos que contenia albahaca, evidenciaron un logaritmo entre
4,113 y 5,204 lo cual indica que no existe ningun tiempo de accioén bactericida con respecto
a la muestra (4,7 ), aunque la accioén bactericida la albahaca ha sido demostrada por sus
compuestos fenolicos como el eugenol metil-eugenol, linalool, metilo chevicol, germacrene
Ay D, elemicina, 3-elmene, (Z) -ocimina) (Lal, 2014), es posible que actue dependiendo de
la matriz. Al inicio se esperaba que existiera un tipo de asociacion entre los tres aceites
esenciales, como ocurri6 en la investigaciéon de (AbhishekSharma, SasirekaRajendran,
Sharma, & Bishwajitkundu, 2017) y (Kwiatkowski, Giedrys-Kalemba, Mizielinska, &

Bartkowiak, 2016), pero no ocurrio, tal vez por la diferenciacién de los componentes de cada

uno.
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Figura 15. Grafica modelo Interaccion factores aceites esenciales bajo la respuesta
logaritmo de coliformes termotolerantes.



Se recomienda realizar una investigacion sobre la dosis minina para inhibir coliformes
termotolerantes, con el objetivo que validar cual es la cantidad minima de aceite esencial de

tomillo y clavo, a diluir en aceite mineral.

CONCLUSIONES

- Los aceites esenciales de tomillo y clavo si poseen una accion bactericida frente a las
bacterias coliformes termotolerantes presentes en agua residual industrial de lavanderia
hospitalaria.

- Los aceites esenciales mas efectivos fueron el tomillo y el clavo, con un crecimiento de
coliformes termotolerantes del <1.8 NMP/ 100 mL, para ambos casos.

- Frente al hipoclorito se determiné que el aceite de tomillo y clavo tiene igual accion
bactericida, puesto que su comportamiento para los tres casos fue igual.

- Existen diferencias significativas de efectividad del aceite esencial de clavo y tomillo, con
respecto a la albahaca puesto la anterior no presento accidén bactericida frente a los

coliformes termotolerantes.



DEFINICIONES

Agua peptona: El agua peptona es un medio de crecimiento minimo, usado también para
realizar diluciones.

Agua residual no domestica: Son aguas procedentes de actividades industriales,
comerciales o de servicios distintas a las que constituyen aguas residuales domesticas.
Antimicrobiano: Que impide la formacion o el desarrollo de los microbios.

Caldo Ec: Caldo de confirmacion para coliformes termotolerantes usado a 44,5+0.2.

Caldo lauril: Caldo presuntivo para coliformes totales y termotolerantes.

Campana de durham: Tubo de vidrio, insertado en los tubos de ensayo para determinar
formacion de gas.

Cepa control positivo: Cepa bacteriana que debe crecer en un medio de cultivo
determinado.

Cepa control negativo: Cepa bacteriana no que debe crecer en un medio de cultivo
determinado.

Colifomes: Grupo de especies bacterianas que tienen ciertas caracteristicas bioquimicas
en comun e importancia relevante como indicadores de contaminacion del agua y los
alimentos.

Coliformes termotolerantes: Subgrupo del grupo de los coliformes que fermenta lactosa y
crece a 44,5+0.2.

Numero mas probable: Es una tecnica eficiente para estimar densidades de poblacién que
se emplea cuando una evaluacion cuantitativa de elementos individuales. Se basa en el
principio de que una unica célula viva puede desarrollarse y producir un cultivo turbio. El
método requiere la realizacién de una serie de diluciones en serie de la muestra de cultivo,
en un medio liquido adecuado para el crecimiento de dicho organismo de un volumen diez
veces mayor. Luego, se incuban las muestras de esos tubos y, pasado un tiempo, se
examinan los tubos. Aquellos tubos que recibieron una o mas células microbianas
procedentes de la muestra, se pondran turbios, mientras que los tubos que no recibieron

ninguna célula permaneceran transparentes.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de Numero més probable con combinaciones de resultados tubos

positivos.
COMBINACION DE INDICE NMP/100 LIMITES DE CONFIANZA
POSTIVOS mL
0-0-0 <1.8 - 6.8
0-0-1 1.8 0.090 6,8
0-1-0 1.8 0.090 6,9
0-1-1 3.6 0.70 10
0-2-0 3.7 0.70 10
0-2-1 55 1.8 15
0-3-0 5.6 1.8 15
1-0-0 2.0 0.10 10
1-0-1 4.0 0.70 10
1-0-2 6.0 1.8 15
1-1-0 4.0 0.71 12
1-1-1 6.1 1.8 15
1-1-2 8.1 34 22
1-2-0 6.1 1.8 15
1-2-1 8.2 34 22
1-3-0 8.3 34 22
1-3-1 10 3.5 22
1-4-0 10 3.5 22
2-0-0 4.5 0.79 15
2-0-1 6.8 1.8 15
2-0-2 9.1 34 22
2-1-0 6.8 1.8 17
2-1-1 9.2 34 22
2-1-2 12 4.1 26




2-2-0 9.3 3.4 22
2-2-1 12 4.1 26
2-2-2 14 5.9 36
2-3-0 12 4.1 26
2-3-1 14 5.9 36
2-4-0 15 5.9 36
3-0-0 7.8 2.1 22
3-0-1 11 3.5 23
3-0-2 13 5.6 35
3-1-0 11 3.5 26
3-1-1 14 5.6 36
3-1-2 17 6.0 36
3-2-0 14 5.7 36
3-2-1 17 6.8 40
3-2-2 20 6.8 40
3-3-0 17 6.8 40
3-3-1 21 6.8 40
3-3-2 24 9.8 70
3-4-0 21 6.8 40
3-4-1 24 9.8 70
3-5-0 25 9.8 70
4-0-0 13 4.1 35
4-0-1 17 5.9 36
4-0-2 21 6,8 40
4-0-3 28 9.8 70
4-1-0 17 6.0 40
4-1-1 21 6.8 42
4-1-2 26 9.8 70
4-1-3 31 10 70
4-2-0 22 6.8 50
4-2-1 26 9.8 70




4-2-2 32 10 70
4-2-3 38 14 100
4-3-0 27 9.9 70

4-3-1 33 10 70

4-3-2 39 14 100
4-4-0 34 14 100
4-4-1 40 14 100
4-4-2 47 15 120




