UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAGC
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA QUIMICA

‘/-‘
-ﬂ:
&
=

«GARACTERIZACION Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA
LUISA (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) OBTENIDO
POR EL METODO DE ARRASTRE CON VAPOR”

TESIS PARA OPTAR EL TiTULO PROFESIONAL DE
INGENIERO QUIMICO

AUCCAPiNA RANIOS EDWIN
CHAMPI CLAROS JOHN FELIX =%
LINO BAUTISTA DENNIS ANTONIOCEEE

Callao, Setiembre, 2017

PERU

Irdé- ANJEIF—"' Quﬁiﬂalﬂ Ca(a: _J;eNsm.



PROLOGO DEL JURADO

La presente Tesis fue Expuesto por las Bachilleres CHAMPI CLAROS JHON FELEX, LINO
BAUTISTA DENNIS ANTONIO y AUCCAPINA RAMOS EDWIN ante ¢l JURADO DE
SUSTENTACION DE TESIS conformado por los siguientes Profesores Ordinarios:

Ing. Dr. ANCIETA DEXTRE CARLOS ALEJANDRO  PRESIDENTE
Ing. Dr. CALDERON CRUZ JULIO CESAR SECRETARIO
Lic. Mg. REYNA SEGURA ANA MARIA VOCAL

Ing. ANGELES QUEIROLO CARLOS ERNESTO ASESOR

ral como esta asentado en el Libro N° 1 Folio N° 19 y Acta N° 018 de Sustentacién por la
fiodalidad de Tesis con Ciclo de Tesis, de fecha 09 DE SETIEMBRE 2017, para optar el Titulo
rofesional de Ingeniero Quimico en la Modalidad de Tesis con Ciclo de Tesis, de conformidad
stablecido por el Reglamento de Grados y Titulos aprobado por Resolucién N° 082-2011-CU de
echa 29 de abril de 2011 y Resolucién N° 221--2012-CU de fecha 19 de setiembre de 2012.



DEDICATORIA

A nuestros padres por el apoyo
incondicional, gracias a sus consejos
y apoyo moral que nos han ayudado

a lograr nuestras metas.

A nuestros hermanos, por ser los
mejores amigos que nos han
acompafiadoc y aconsejado en

nuestra etapa universitaria.



AGRADECIMIENTO

A Dios por guiarnos y darnos fortaleza en cada momento crucial de
nuestras vidas.

A nuestra alma mater la Universidad Nacional del Callao donde nos
formarnos como profesionales

A nuestro asesor el Ingeniero Carlos Angeles Queirolo por su apoyo
y asesoria que fue de gran importancia en el desarrolio de la tesis.

Al Bidlogo Edgar Zarate S. por su colaboracion en la etapa
microbiolégica de la tesis.

A la Srta. Sandra Aitamirano Berrocél por el apoyo y orientaciéon en
el laboratorio de microbiologia del Centro Experimental Tecnoldgico

de la Universidad Nacional del Callao.



INDICE

RESUMEN
ABSTRACT
PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION
1.1 ldentificacién del problema
1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general
1.2.2 Problema especifico
1.3 Obijetivos de la investigacién
1.3.1 Objetivos General
1.3.2 Objetivos especificos
1.4 Justificacién
1.4.1 Tedrica
1.4.2 Econdmica
143 Legal -
1.5 Importancia
MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes del estudio
2.2 Marco tedrico
2.2.1 Hierba luisa

222 Clasificacién taxonémica

10
11
11
12
12
12
13
13
13
13
13
14
14
14
16
16
21
21

22



2.3

24

2.5

2.6

2.7

28

2.2.3 Produccién y exportacion de la hierba luisa
224 Aceites esenciales

2.2.5 Composicién quimica de ios aceites esenciales
Aceite esencial de hierba luisa

2.3.1  Duracién del aceite esencial de hierba luisa
2.3.2 Usos del aceite esencial de hierba luisa
Métodos de obtencion de aceites esenciales

Actividad antibacteriana

2.51  Agentes antimicrobianos

2.5.2 Agentes antimicrobianos derivados de especias y
hierbas
Métodos para la evaluacidn de la actividad antimicrobiana

_Bacterias Gram negativas y Gram positivas

271  Escherichia coli
2.7.2 Staphylococcus aureus

Definicién de términos basicos

VARIABLES E HIPOTESIS

3.1

3.2

3.3

Variables de la investigacién

3.1.1  Variables independiente

3.1.2 Variable dependiente
Operacionalizacién de variables
Hipotesis general e hipotesis especificas

3.3.1  Hipétesis general

23
25

27
28
31
31
31
33
33

34

34
37
37
39
41
43
43
43
43
44
46

46



Vi

Vil

3.3.2 Hipébtesis especificas

METODOLOGIA

41 Tipo de investigacion

4.2 Disefio de la investigacion

43 Poblacién y muestra
4.3.1 Poblacién de estudio
432 Muestra

44 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
441 Técnicas para recoleccién de datos
442 Instrumentos de recoleccion de datos
443 Metodologia experimental

4.5 Procedimientos de recoleccién de datos

451 Procedimiento experimental

46 Procesamiento estadistico y analisis de datos
RESULTADOS

5.1 Obtencién del aceite esencial de hierba luisa

52 Caracterizacion del aceite esencial obtenido

5.3 Actividad antibacteriana de aceite obtenido

DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Contrastacién de hipbtesis con los resultados

6.2 Contrastacion de resultados con otros estudios similares
CONCLUSIONES

46

47

47

48

49

49

49

49

49

50

53

59

59

64

65

65

71

75

83

83

89

93



Vil RECOMENDACIONES
IX REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXO
Matriz de consistencia
Taxonomia de ia hierba luisa
Analisis del aceite de hierba luisa
Composicion. quimica de aceite esenciales por cromatografia
Normas técnicas pefuanas

Constancia emitida por el Instituto de Investigacion de
Especializacidn en Agroindustria |
Identificacién de la bacteria Escherichia coli ATC(C25922

Identificacién de la bacteria Staphylococcus aureus
Pruebas experimentales en el LOPU- UNAC
Pruebas experimentales en el CET- UNAC

Resultados experimentales

95

96

106

106

107

108

109

112

138

139

140

141

142

145



INDICE DE TABLAS

TABLA N°21 Taxonomia de la hierba luisa 23
TABLA N°2.2 Produccién nacional de hierba luisa(toneladas) 23
TABLA N°2.3 Exportacion de hierba luisa en US$ (FOB) (2007-2016) 24

TABLA N°2.4 Exportacion de hierba luisa en peso neto kg (2007 - 24
2016)

TABLA N°2.5 Principales paises de destino para las exportaciones de 25
hierba luisa en US$ (FOB)

TABLA N°2.6 Composiciéon quimica del aceite esencial de hierba 30
Luisa _

TABLA N°2.7 Clasificacién cientifica del Escherichia coli 37

TABLA N°2.8 Clasificacion cientifica del Staphylococcus aureus 40

TABLA N°3.1 Operacionalizacion de variables 45

TABLA N°4.1 Factores y niveles 54

TABLA N°4.2 Disefto factorial 2° para la obtencién por arrastre con 54
vapor del aceite esencial de hierba luisa
TABLA N°4.3 Velocidad de destilacion 55

TABLA N°4.4 Disefio experimental para la evaluacion de la actividad 58

antibacteriana
TABLA N°5.1 Condiciones de obtencion 65
TABLA N°52 Vanables que influyen en la obtencién de aceite 66

esencial de hierba luisa
TABLA N°5.3 Rendimiento para particulas de tamafio 3cmy 5 cm 66

TABLA N°5.4 Rendimiento para cantidad de materia 1.5 kg y 2 kg 68

TABLA N°5.5 Rendimiento para volumendeaguaSLy6L 69



TABLA
TABLA
TABLA
TABLA

TABLA
TABLA
"TABLA

TABLA

TABLA

TABLA

TABLA
TABLA

TABLA

N°5.6

N°56.7

N°5.8

N°5.9

N°5.10

N°5.11

N°5.12

N°5.13

N°5.14

N°5.15

N°5.16

N°5.17

N°5.18

Densidad relativa del aceite esencial de hierba luisa.
indice de refraccion del aceite esencial de hierba luisa
indice de yodo del aceite esencial de hierba luisa
indice de acidez del acéite esencial de hierba luisa

indice de saponificacién del aceite esencial de hierba
luisa
indice de éster del aceite esencial de hierba luisa

Resultados de los componentes mayoritarios
proporcionados por ef equipo GC-MS

Unidades formadoras de colonia de Escherichia coli
frente a  diferentes concentraciones del aceite
esencial de hierba luisa.

Efecto del aceite esendal de hierba luisa sobre el
crecimiento de! Escherichia coli

Unidades formadoras de colonia de Staphylococcus
aureus frente a diferentes concentraciones del aceite
esencial de hierba luisa.

Efecto del aceite esencial de hierba luisa sobre el
crecimiento del Staphylococcus aureus
Concentracion minima inhibitoria y letalidad del aceite
esencial de hierba luisa frente al Escherichia coli
Concentracion minima inhibitoria y letalidad del aceite
esencial de hierba luisa frente al Staphylococecus |
aureus

71

72

72

73

73

73

74

76

76

77

78

80

81



FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

N°2.1

N°2.2

N°2.3
N°2.4
N°4.1
N°4.2

N°5.1

N°5.2

iNDICE DE FIGURAS

Planta de hierba luisa

Estructura de los componentes mayoritarios del aceite
esencial de hierba luisa
Cepa Escherichia coli ATCC 25922

Cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538
Acondiciocnamiento y reduccién de tamafio
Aceite esencial obtenido

Cromatograma GC-MS del aceite esencial de hierba
luisa '

Anova unidireccional :Rendimiento(%) vs tamaiio de
particula

22

38

40

60

61

75

81



GRAFICA
GRAFICA
GRAFICA
GRAFICA
GRAFICA
GRAFICA
GRAFICA
GRAFICA

GRAFICA

GRAFICA

GRAFICA

GRAFICA

GRAFICA

N°3.1

N°4.1

N°5.1

N°5.2

N°5.3

N°5.4

N°5.%

N°5.6

N°5.7

N°5.8

N°5.9

N°5.10

N°5.11

INDICE DE GRAFICAS

Variables independiente y dependientes

Etapas del disefio de investigacion

Curva de destilacion para particula de tamafio 3 cm
Curva de destilacién para particula de tamafo 5 cm
Curva de destilacion para cantidad de materia 1.5 kg
Curva de destilacién para cantidad de materia 2 kg
Curva de destilacién para volumen de agua 5L
Curva de destilacion para volumen de agua 6 L

Curva de crecimiento del Escherichia coli a
diferentes concentraciones de aceite esencial de
hierba luisa.

Curva de crecimiento del Staphylococcus aureus a
diferentes concentraciones de aceite esencial de
hierba luisa.

Letalidad (-K) del. aceite esencial de hierba luisa
sobre el Escherichia coli

Letalidad (-K) del aceite esencial de hierba luisa
sobre el Staphylococcus aureus

Rendimiento(%) vs tamario de particula

44

48

67

67

68

69

70

70

77

78

79

80

82



RESUMEN

‘La obtencién de aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.)
Stabf.) se realizd por arrastre con vapor de agua. El rendimiento promedio

.obtenido fue de 0,375 % para hojas de 3 cm. y 0,354 % para 5 cm.

La caracterizacion fisica y quimica del aceite obtenido dio como resultado:
densidad relativa iéual a 0,887 y un indice de refraccién promedio igual é
1,484. Ademas, se determiné un indice de yodo de 2,40 g de yodo
absorbido/100 g de muestra, un indice de acidez de 2.219 mg KOH/g de
aceite, un indice de saponificacion 6,752 mg KOH/g de aceite y un indice

de éster de 4,534 mg KOH/g de aceite.

‘-Se evalub 'su actividad antibapteriana frente a dos cepas. Escherichia coli
y Staphylococcus aureus. Se deferminé que la concentracion fninima
inhibitoria fue de 0,04 ml de aceite esencial en 10 ml de medio para
Escherichia coli y de 0.01 m! de aceite gsenciat en 10 ml de medio para
Staphylococcus aureus. La velocidad de letalidad fue de 1,0974
UFC/mithora para Escherichia coli y de 0,1581 UFC/mifhora para

Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Destilacién, Caracterizacién, aceite esencial, actividad

antibacteriana, concentracién minima inhibitoria, letalidad.



ABSTRACT

The essential oil of “lemongrass’ (Cymbopogon citrates (DC.) Stapf.) was
obtained using the method of steam distillation. The average yield
retrieved was from 0,375% to 3 c¢cm leaves and 0,354% for the 5 cm

leaves.

The physical and chemical characterization of the oil resulted an relative
density equal to 0,887 and an average refractive index equal to 1,484.
Also found a iodine index of 2,40 g of iodine absorbed/100 g of sample, a
acidity index of 2,219 mg KOH/g of oil, a saponification index 6,752 mg

KOH/g oil and an index of ester of 4,534 mg KOH/g oil.

The antibacterial activity of lemongrass essential oil was studied against
two strains: Escherichia coli and Staphylococcus aureus. It was identified
the minimum inhibitory concentration of 0,04 ml of essential oil in 10 ml of
medium for Escherichia coli and 0,01 ml of essential oil in 10 m! of medium

for Staphylococcus aureus.

The rate of lethality was 1,0974 UFC/ml/hour for Escherichia coli and

0,1581 UFC/mi/hour for Staphylococcus aureus.

Keywords: distillation, Characterization, essential oil, antibacterial activity,

minimal inhibitory concentration, lethality.
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I. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. Identificacion del problema

El Per( presenta una biodiversidad de plantas medicinales nativas, siendo
utilizadas en forma empirica y tradicional por sus bondades terapéuticas
en el cuidado de la salud. Son pocas las investigaciones que se
desarrollan en el pais que se enfocan en dar conocer sus propiedades y
principios activos, por lo tanto, muchas de estas plantas no son
aprovechadas a profundidad, pero si en el resto del mundo ya que son
utilizadas por las diferentes industrias principalmente por sus propiedades
analgésicas y antibacterianas.

E! mayor porcentaje de enfermedades patdégenas estan asociados a
bacterias que afectan principalmente a personas vulnerables como son
los nifos y ancianos. Debido a esta problematica se busca obtener un
producto natural que ayude a controlar el crecimiento o proliferacién de
microorganismos patégenos, como es el caso del aceite esencial de
hierba luisa (Cymbopogon citratus {(DC.) Stapf), sin alterar sus
propiedades y evaluar su actividad antibacteriana debido a sus
componentes activos mayoritarios como por ejemplo el citral, mediante
pruebas microbiolégicas frente a las bacterias comunes como el

Escherichia coli y el Staphylococcus aureus.

11



1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general

¢(Cudles son las caracteristicas fisicas, quimicas y la actividad
antibacteriana del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus

(DC.) Stapf.), obtenido por el método de arrastre con vapor?

1.2.2. Problemas especificos
a. (Cudles deben ser las condiciones para la obtencidén del aceite
esencial de hierba luisa (Cynibopogon citratus (DC.) Stapf.), por el

método de arrastre con vapor?

b. ¢Cuales son ios componentes principales del aceite esencial de
hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), obtenido por el

método de arrastre con vapor?
c. ¢Cual es la actividad antibacteriana del aceite esencial de la hierba

luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), frente al Escherichia coli y

Staphylococcus aureus?

12



1.3. Objetivos de la investigacién

1.3.1. Objetivo General
Determinar las caracteristicas fisicas, quimicas y la actividad
antibacteriana del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus

(DC.)Stapf.), obtenido por el método de arrastre con vapor.

1.3.2. Objetivos especificos

a. Determinar las condiciones para la obtencion del aceite esencial de
hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), por el método de
arrastre con vapor.

b. Determinar los componentes principales del aceite esencial de hierba
luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), obtenido por el método de
arrastrg con vapor.

c. Determinar la actividad antibacteriana de! aceite esencial de la hierba
luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), frente al Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

1.4. Justificacion

1.4.1. Tedrica
El aceite esencial de hierba iuisa es utilizado para la elaboracion de

productos agroindustriales tales como desinfectantes, perfumeria, etc,

13



Por lo tanto, se contribuye en promover la obtencién de este aceite
esencial para su aprovechamiento industrial debido a su poder

antibacteriano.

1.4.2. Econémica

La hierba luisa es un recurso natural que se encuentra en abundancia en
nuestro pais principalmente en la selva como es el caso de la provincia de
Chanchamayo - Junin debido al clima y su geomorfologia, por lo tanto la
produccién del aceite esencial de hierba luisa seria una fuente de ingreso
que conlievara a mejorar el bienestar socioecondomico de los pobladores

de esta provincia.

1.4.3. Legal

Los resultados que se obtuvieron productos de la investigacion fueron
realizados con las siguientes normas técnicas peruana (NTP): Densidad
NTP-ISQ 279:2011; indice de iodo NTP-ISO 3961:2012; indice de acidez
NTP 319.085:1974; indice de refraccién NTP-ISO 280:2011; indice de

saponificacion NTP-1SO 3657:2016, numero de éster NTP 319.088:1974.

1.5.Importancia

La importancia de la investigacion fue la determinacion de las condiciones

adecuadas que nos permitira disefiar la tecnologia en la obtencion del

14



aceite esencial de hierba luisa que posteriormente puede ser utilizado con
fines industriales, asi como su caracterizacion fisica y quimica.

Otra importancia de esta investigacion fue encontrar la concentracion
'minima inhibitoria para Escherichia coli y Staphylococcus aureus
demostrando asi su poder antibacteriano, la cual posteriormente puede

ser utilizada en la industria de cosmética o farmaceutica.

15



1. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Para el presente trabajo de investigaciéon se considerd los siguientes
antecedentes: -

Guerra, Rodriguez, Garcié (2004). Desarrollaro'n un trabajo de
investigacion titulado "Actividad antimicrobiana del aceite esencial y crema
de Cymbopogon citratus (DC) Stapf “que trata sobre la actividad
antimiprobiana_ in vitro del aceite esendial de Cyfnbopogon citratus (DC).
Stapf, especie medicinal _cultivada en Cuba, asi como de una crema
eléborada a partir del mismo. Se emplea el método de diluciones en
medio liquido. Se determina la concéntracién minima inhibitoria frente a
microorganismos de interés clinico humano. La caracterizacion de! aceite
-esencial revel6 la presencia de citral como componente mayoritario. El
acéite mostré una notable actividad antifingica, superior a la que se
observd coﬁ la crema, lo que justifica el uso tradicional de esta planta en
Cuba. La especie microbiana més sensible resulté ser Trichophyton

rubrum.
Aizamora, Morales, Armas, Fernandez (2001). Desarrollaron un trabajo de

investigacion titulado “Actividad antimicrobiana in vitro de los aceites

esenciales extraidos de algunas plantas aromaticas™. El objetivo fue la

16



investigacion cualitativa de la actividad -antimicrobiana de los aceites
esenciales de cinco plantas empleadas en medicina tradicional en el Perti:
_Eucalyptusglobulus Labill "eucalipto”; Cymbopogon ci'tratus, (DC.) Stapf
"hierba luisa"; Tagetés pusilla Lag. "Anis serrano"; Senecio tephrosioides
Turcz "huamanrripa” y Lepechinia meyenii (Walp) Epling "salvia”. Los
aceites .esenciales obtenidos por destiiacidn por arrastre de vapor, se
enfrentaron a Salmonella typhi ATCC 6539, S. typhimurium ATCC 14028,
S. enteritidis INS, Vibrio cholerag ATCC E-7946 OGAWA, Pseudomonas
aeruginosa GT 28, Shigella lexneri INS, Staphylococcus aureus INS, S.
aureus ATCC 6558P y Candida albican# A'fCC 10231. Se empled discos
de antibiéticos como controles. Los aceites eéehc;iales mostraron efecto
variado sobre Gram- positivos y Gram negativbs; ninguno inhibic a

Pseudomonas aeruginosa.

Armijp, Vicuiia, Romero y Otirﬁano, Condorhuaman (2'012). Desarrollaron
una investigacion titulada “Modelamiento y simulacién del proceso de
~ extraccion de aceites esenciales mediante la destilacion por arrastre con
vapor’. Se analiza el proceso y sé desarrolla un modelo para la extraccion
de aceite esencial de eucalibto én escala piloto con un flujo de vapor de
5.73 g / min. Segdn el modelo de Dunckhorst-Houghton, que considera el
efecto de dispersién axial, y el uso de procedimientos de optimizacion para |
establécer los parémétros del modelo, se obtuvo una excelente

concordancia entre la cantidad e_ktraida de aceite tedrico y el experi'mental.

17



Mayanquer, Salazar (2009). Desarrollé una trabajo de investigacion titulado
“Obtencion de aceites esenciales de Cedrén (AloysiaTriphylla), Sunfo
(Clinopodium nubigenum (Kunth) Kuntze) y hierba luisa (Cymbopogon
citratus), en un alambique tipo cachimbo por cohobacién® cuyo objetivo
principal de esta investigacion fue extraer aceite esencial de plantas
arométicas de cedrén, sunfo y hierba .Luisa, usando dos tiempos de
extraccién. EI prirhér tiempo _fue de 45 minutos y el segundo de 90 minutos.
Se utilizé plantas en estado fresco con una humedad inicial promedio de
70.30 %, y plantas deshidratadas con una humedad promedio de 53.98 %,
la deshidratacion se la realiz6 en un desecador de- bandejaé durante 2

horas y media, con un flujo de aire del 50 % y una temperatura de 35 °C.

Peredo, Palou, Lépez (2009). Desarroliaron un trabajo cie investigacion
titulado “Aceites esenciales: métodos de extraccion” donde explica los
. diferentes métodos de extraccion de los aceites esenciales, la destilacion
por arrastre de vapor, fa extraccidon con disolventes, la extraccion por
fluidos supercriticos y por medio del uso de microondas estableciendo

algunas de sus ventajas y limitaciones.

Borja (2007). Desarrollé lea investigacion titulada “Actividad antibacteriana

y concentracion’ minima |inhibitoria del aceite esencial del Cymbopogon
[ '

citratus frente al Streptococccus mutans in vitro” cuyo objetivo era evaluar

la actividad antribacteriana de este aceite esencial a través del método de

18




difusién en agar a las 24 y 48 horas y a su vez hallar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) mediante el método de micro dilucién frente al
Streptococccus mutans. Encontraron que la CMI del aceite esencial del
Cymbopogon citratus frente al Streptococcus mutans fue de 0.4%. Al
evaluar la actividad antibacteriana en 80 ul/ml y 160 ul/ml del aceite
esencial del Cymbopogon citratus encontraron una media de los halos de

inhibicién de 21.8 mm y 23 mm respectivamente.

Camacho (2011). Desarrolld una tesis titulada “Caracterizaciéon
fisicoquimica del aceite esencial de la mufa (Minthostachys setosa) y su
estudio antibacteriano” donde se realiza métodos fisicoguimicos y la
evaluacion de los pardmetros de crecimiento de 4 microorganismos
comprometidos en la contaminacion microbiana de alimentos y 1
microorganismo respohsable de la formacién de placa dental con muestras

recolectada de la zona de Yauyos.

Meza, Vargas (2013). Desarrollaron una tesis titulada “Evaluacion de la
actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de hierba luisa
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), en una formulacié_n cosmetica con
finalidad antiacneica. Tiene como objetivo principal evaluar la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon

Citratus) contra Propioni bacteriumacnes, bacteria causante del acné,

19



elaborar una locién y evaluar la eficacia in vitro de la locién formulada a

partir de este aceite.

Quintana Rojas (2014). Desarrollé una investigacion titulado “Efecto del
aceite esencial de Cymbopogon citratus y de citrus limén en la
sobrevivencia de Staphyloccus aureus y Escherichia coli’, donde determind
la concentracion minima inhibitoria (CMI) y utilizo el método de

macrodilucion en caldo nutritivo.

Stanciuc Viorica (1999). Desarrolidé un trabajo de investigacion titulado
“Estudio de la extraccidn y separacion del aceite esencial de hierba luisa
(Cymbopogon citratus Stapf) *, donde determind parametros 6ptimos de

operacién a nivel laboratorio, planta piloto e industrial.

Reyes, Palou, Lépez (2014). Desarrollaron un trabajo de investigacion
titulado “Métodos de evaluacion de la actividad antimicrobiana y de
determinacién de los componentes quimicos de los aceites esenciales”
donde se busca estandarizar los diferentes métodos que determinen el
efecto antimicrobiano y los componentes quimicos presentes en los aceites
esenciales en fase vapor y por contacto directo. Entre los métodos mas
empleados para la evaluacion antimicrobiana se incluyen: dilucion, difusion,
caja Petri invertida y camara hermética y la técnica empleada para

determinar y cuantificar los componentes quimicos es la cromatografia.
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2.2. Marco tedrico

2.2.1. Hierba Luisa

Planta herbacea denominada popularmente como limoncilio, mide de 60 a
120 cm. de aitura, sus hojas son largas como listones y despide agradable
aroma si se estrujan. Las flores estan agrupadas en espigas y se dobian
como las hojas. (Gonzales, M,2006)

Esta presente en climas célidos, semi-célidos y templados. El limoncillo es
originario de las regiones calidas y tropicales de Asia, es un tipo de pasto
perenne, tiene un rizoma corto ramificado que origina numerosas macollas,
consta de hojas alargadas y planas pubescentes y acentuadamente verdes
que despiden un aroma similar al del limén. En climas templados o de
estaciones no florece, pero en clima qélido produce densas panojas, con
espigas de granos verde amarillentos. (Mayanquer, Salazar, 2009).

Crece adecuadamenie en una gama de suelos, pero, su mayor
productividad se da en los suelos fértiles de textura media a ligera (franco a
franco arenoso) y con buena capacidad retentiva de agua.

En los suelos arenosos se tiene mayor produccion de follaje, pero menor
aceite esencial. No tolera las condiciones de mal drenaje. Desarrolla bien

en zonas con temperatura media entre 22 y 28° C.

Se encuentra en areas con precipitaciones pluviales en el rango de 1 500 a

4 000 mm/aino con liuvias bien distribuidas se cosecha de 3 a 6 meses
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después de ia siembra. El contenido de aceite en la hierba luisa fresca esta
alrededor de 0,2 a 0,4 % (Rev. Ingenieria: Ciencia, Tecnologia e
Innovacién, 2015). |
FIGURAN® 2.1
PLANTA DE HIERBA LUISA

Fuente: Elaboracién propia

2.2.2. Clasificacion Taxondmica

La muestra vegetal recibida por el Museo de Historia Natural de la
+ Universidad Nacionat Mayor de San Marcos ha sido estudiada y clasificada
como “Cymbopogon Citratus (DC.) Stapf.” y fiene la siguiente posicién

taxondmica, segun el sistema de clasificacion de Cronquist (1981)
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TABLA N° 2.1
TAXONOMIA DE LA HIERBA LUISA

Divisién Magnoliophyta

Clase | Liiopsida

Sub clase Commelinidae

Orden Cyperaies

Familia Poaceae

Genero Cymbbpogon

Especie Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.

Fuente: Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos

2.2.3. Produccion y exportacion de la hierba luisa

a. - Produccién de la hierba Iuisa en el Peru

La produccion de hierba“ luisa se concentra principalmente en el
departamento de Ucéyali, iguaimente para el Gltimo periodo anual se ha
registrad¢ una variacién porcentual negativa de -61,84%, el total producido

en este periodo ha sido de tan solo 108 toneladas. (MINAG/ AREX).

: TABLA N° 2.2
PRODUCCION NACIONAL DE HIERBA LUISA (TONELADAS)

200 20038 B0 o 2C
{ Ucayali 155 283 283 108

. Fuente: MINAG / Elaboracién: AREX
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b.- Evolucién de las exportaciones peruanas

La exportacion de hierba luisa en el afio 2016, referida al ~afio 2015,
disminuyo en un 44,78% como se puede apreciar en’la tabla N° 2.3,
recaudando US$ 44 mil. Ademas; se muestran los montos en kilos netos

para la hierba {uisa en la tabla N°2.4.

TABLA N° 2.3
EXPORTACION DE HIERBA LUISA EN US$(FOB) (2007-2016)

IoToatc oR IB200 7281 ‘ T | 0
25,880 | 30,621 | 38,716 | 68,491 | 108,25
| Hierba AR | 20D | 8 | B | 20D

| | 334,31 | 165,68 | 79,401 | 79,888 | 44,112
' Fuente: Sunat-Aduanas/Elaboracion: Agrodata Peri

TABLA N° 2.4
EXPORTACION DE HIERBA LUISA EN PESO NETO KG (2007-2016)

e e T —————

T | T | S | 0 | 0
Hierba 8,881 7,097 | 11,849 | 19,143 | 42,549

——————————

we | B | 40 206
170,449 | 86,448 | 31,684 | 31,684 | 11,029

luisa

Fuente: Sunat-Aduanas/Elaboracion: Agrodata: Pera

c.- Principales mercados de destino:
La hierba luisa ha tenido un crecimiento notable y esto puede atribuirse a

la apertura y crecimiento de la demanda de mercados como se aprecia en

la tabla N° 2.5.
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TABLA N° 2.5

LS T

PRINCIPALES PAISES DE DESTINO PARA LAS EXPORTACIONES DE
HIERBA LUISA EN US$ (FOB)

1L 5]621:281: 33,5?:!1.5** fé‘%l 0@14‘1 %LS 936@ -&Q‘i*”ﬁ‘”
Brasul o RS - - 31,375

B i e 70 2 1O oA T 0T

Ecuador 5, 760 4,218
e e B R e

Espafia 376 1,278
T U 2 ) 2o 2 0 o
;8. !Canadé, e .',:‘ * T3] =~ 452« |

ésowr*i; T |
19 ] R Y A 37 '

10 Fi'a“i‘ii':ié"“'“ N
SN T

#4655

o .;.J-!l

Fuente Sunat—Aduanas IEIaboraclén AREX

Estados:Unidos ‘lidéra‘el: ranking-Gon una‘participacion’ de-51% del total
exportado durante el afio 2011, si bien el total exportado en ese Gitimo
afio disminuyé en -4.48% la cantidad exportada supera los US$ 56 mil. En
ségundo fugar, sé @ncuéntra Biasil:con una‘participacion-de 47%del total
eprﬁad0~‘y c¢omo sé puede apreciar récién se'inicia el'vinculo comerciat

durante el afio-2011, ¢l total exportado supera los US$ 31 mil.

2.2.4. Aceites esenciales -

Los aceltes esenmales son compuestos naturales I|qU|dos volétlles y de
agradable aroma extraudos de Ias plantas medlante procesos de

1 . 1 - I

desﬂlacnon Es por esto que son productos qmmlcos que forman las
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esencias odoriferas de un gran nimero de vegetales (Mayanquer,

Salazar, 2009).

Se encuentran casi exclusivamente en las fanerégamas y en especial en
algunas familias como las rosaceas, labiadas, umbeliferas, lauraceas, etc.

(Font Quer; P. “Diccionario de Boténica”. Pag. 6. 1953)

El concepto de aceite esencial se aplica también a las sustancias
sintéticas obtenidas a partir del alquitran de la hulla y a las sustancias
semi sintéticas preparadas con aceites o esencias naturales. Estos
productos de origen vegetal son volatiles, olorosos, solubles en grasas,
disolventes organicos, pero insolubles en agua. Estas caracteristicas de
solubilidad permiten definirlos como aceites y su caracteristica de olor

COMOo esencias.

Si muchos aceites esenciales son utilizados por sus propiedades
medicinales, otros son utilizados en agroalimentacion como las especias y

los aromaticos. (Camacho Bautista 2003)

Son sustancias muy ligeras y de textura muy fina, se fabrican a partir de
una amplia variedad de flora que va desde las plantas mas modestas hasta
las exdticas orquideas, rosas y de algunas frutas, como la naranja y la

manzana. También se extraen aceites esenciales de las hojas las raices,
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las cortezas de los arboles, flores, semillas y frutos. En las diferentes partes
de las plantas, las esencias son almacenadas, localizadas o sintetizadas en
lugares bien precisos, especializados, préximos a la superficie de la planta.
Asi es posible encontrar los aceites esenciales, retenidos en células
especiales, en bolsillos, pelos 0 canales secretos (Mayanquer, Salazar,

2009).

Los aceites esenciales tienen una enorme cantidad de usos y se obtienen
tanto de plantas cultivadas como de plantas silvestres FAO (1998), estima
que existen alrededor de 3000 aceites esenciales conocidos a nivel
mundial, de los cuales aproximadamente el 10% tienen importancia
comercial. (Santos Carrillo, 2006)

La mayoria de los aceites se usan en cosméticos, masajes, aromaterapia,
alimentos 0 en productos de limpieza, otros son usados como repelentes
de insectos tanto para el hombre como para el ganado y en medicina se

aplican en el tratamiento de una amplia diversidad de afecciones.

2.2.5. Composicion quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas naturales muy complejas que pueden
contener aproximadamente 20-60 componentes en concentraciones muy
diferentes, se caracterizan por dos o tres grandes constituyentes en
concentraciones bastante altas (20-70%) que determinan las propiedades

biclogicas de los aceites esenciales.
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El grupo principal esta coi*npuesto de terpenos y terpencides, también
presentan en menor proporcidn componentes aromaticos y alifaticos, todos
caracterizados por el bajo peso molecular. Los aceites esenciales estan
formados principalmente por monoterpenos (CioHis) y sesquiterpenos

(C1sH24).

Los primergs son las moléculas mas representativas que consfituyen el
90% de los aceites esenciales y permiten una gran variedad de estructuras
tales como: hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres,
perdxidos, fenoles (Castro, Jessica, 2011).

El factor principal del éxito en el uso de algunos aceites para eliminar
bacterias y hongos patégenos guarda relaciéon con la composicién muy
compleja de estos aceites, que son mezcla formadas con actividad
biolégica muy diversa, que ejercen un sinergismo potenciando su poder

antimicrobiano.

2.3. Aceite esencial de hierba luisa

El aceite esencial destilado que se obtiene de esta planta tiene una
fragancia distintiva a limén pero menos intensa que el toronjil. Esta
presente en las hojas en una proporcién de 0.25 a 0.35% '(Damién P.y

Damian K., 1996).
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La composicion quimica del aceite ésencial de hierba luisa {Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf), cormresponde a compuestos tales como
monoterpenos, hidrocarburés, cetonas, aldehidos y ésteres.
El aceite esta caracterizado por un alto porcentaje de citral (70-85%),
también se compone de pequefas cantidades de mirceno, geraniol, nerol,
entre otros.
En la figura N° 2.2 se presentan las estrﬁcturas quimicas de los
principales compuestos del aceite.

FIGURA N° 2.2

ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS COMPUESTOS MAYORITARIOS
DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA

S

Geranial Mirceno Geraniol

Fuente: Castro Jessica (2011)

El citral es un monoterpeno compuesto por dos isdbmeros, geranial y neral

!

| (Castro Jessica, 2011).
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El citral formado por los isomeros citral A (trans) y citral B (cis). El citral es
un liquide amarillo palido y posee un intenso olor a limén (Lewis, 2007).

El a-citral y B-citral provocan una acbién antibacteriana sobre los
. organismos Gramnegativos y Grampositivos (Gagan Shah, 201 i).

En la tabla N° 2.6 se presenta la composicion quimica del aceite esencial
de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) |

| TABLA N° 2.6 |
COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA

_COMPUESTO [ PORCENTAJE (%)_|

a -citral 40,8

| B-citral | 320
Nerol | 418
Geraniol 3,04
Citronelal o 2,10
Terpenoleno | 1,23
Acetato de '
geraniol 083
Mirceno' — 0,72

| Terpineol - ‘ a -0,45 ‘
Metilheptona \ -0,2
Borneol 0,1-0,4
Acetato de linalilo 01
a-Pineno 0,07
B-Pineno 0,04
Limoneno Rastros
Linalool A Rastros

Fuente: Gagan Shah (2011)
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2.3.1. Duracion del aceite esencial de hierba luisa

El aceite esencial de hierba luisa tiene un tiempo de vigencia de 3 meses,

en un lugar a temperatura ambiente y con poca luz, a partir de esta fecha

el aceite tiende a degradarse, ya que es sensible a la exposicién a la luz y

al aire, de acuerdo a lo descrito en la bibliografia. (Guerra, 2004)

2.3.2. Usos del aceite esencial de hierba luisa

El aceite esencial de hierba luisa se utiliza para:

v"  Obtencion de iononas y metil iononas.

v Sintesis de vitamina A y de compuestos aromaticos.

v" Extraer el citral, el cual se utiliza como saborizante en la industria
alimenticia.

v' En la industria cosmética se lo utiliza como componente para elaborar
shampoo contra cabellos grasos y también como componente de
cremas contra el acné y pieles con celulitis.

v' En la aromaterapia se lo utiliza para dar masajes y de esta manera
lograr que los musculos se relajen, también se lo utiliza para calmar

los dolores producidos por exceso de actividad.

2.4. Métodos de obtencién de aceites esenciales

Los aceites esenciales se pueden obtener de diversas formas, ya que
depende del 6rgano de la planta del cual va a ser extraido, ademas de
que al momento de ser extraido el aceite no pierda sus caracteristicas

organolepticas, ni sus propiedades. Los procesos pueden ser:
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a.- Obtencidn por arrastre con vapor.

Este proceso se lleva a cabo con un vapor seco sobrecalentado,
generado usualmente por una caldera o calderin, que penetra el material
vegetat a presion mas alta que la atmosférica, la corriente de vapor rompe
las celulas o canales oleiferos en la planta y arrastra la mezcla volatil, que
se condensa luego de atravesar un refrigerante. Generalmente los aceites
son mas livianos que el agua y muy poco solubles en ella; por ende,
pueden ser separados por decantacién. El método de arrastre con vapor
se usa para extraer aceites de rizomas, raices, semillas y de hojas secas
o fermentadas de algunas plantas. (Stashenko, 2009).

Este método no se utiliza en aquellos aceites donde las altas

temperaturas les alteran sus caracteristicas organoiépticas. (Cairo, 1997).

b.- Extracciéon con solvente:

En este método la muestra seca y molida se pone en contacto con €l
disolvente seleccionado, como por ejemplo etanol, cloroformo u otros
solventes volatiles. Estos disolventes solubilizan la esencia, pero también
extraen otras como grasas y ceras obteniendo una esencia impura.

(Martinez, 2003).
¢.- Expresion en frio:

Este método se utiliza para extraer el aceite esencial de los frutos de los

citricos, los cuales no soportan las altas temperaturas de la destilacion.
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Mediante una esponja mojada con etanol que tiene alfileres, picar la
cascara de los frutos, va a ir adsorbiendo el aceite, posteriormente se.
] procede a la separacion aceite-etanol mediante destilacion al vacio.

(Cairo, 1 997).

d.- Enfleurage: Es muy usado para extraer el aceite esencial de las
flores. Se colocan las flores en medio de dos placas de vidrio las cuales
se encuentran con grasa, se dejan estas placas a temperatura ambiente

. durante un mes, cada semana se debe cambiar las flores. (Cairo, 1997).

2.5. Actividad antibacteriana

El aceite esencial de las hierbas y especias es rico en compuestos
aromaticos con propiedades bactericidas (Botanical, 2012).‘ Es datil en
afecciones de la piel como acné, pie de atleta, para desbloquéar.los poros
y sarna {EOP,s.f), ya qﬁe en ensayos in vit:rov el :aoéite esencial inhibe el
80% de las cepas de-dermétoﬂtos como es el ‘ca".;_o de M. canis (Kishore y
otros, 1993'), ;riient'rajs que, ofros ensayos ‘demuestran actividad en

algunas especies del genero Aspergillus (Mishra y Dubey. 1994).

2.5.1. Agentes antimicrobianos
Los agentes antimicrobianos son compuestos quimicos presentes o
afiadidos en los alimentos que retardan el crecimiento microbiano o causan

la muerte de los microorganismos. (Reyes, Palou, Lopez , 2014).
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Los agentes antimicrobianos con accién indirecta son sustancias quimicas
-afiadidas con otros objetivos diferentes a la accién antimicrobiana, como
por ejemplo los fosfatos y antioxidantes fendlicos (Davidson y Branen,

1993).

2.5.2. Agentes antimicrobianos derivados de eépecias y hierbas:
" La actividad antimicrobiana de las especias y hierbas se atribuye
generalmente a-compuestos fendlicos presentes en los aceites esenciales

de las mismas (Reyes, Palou, Lopez 2014).

2.6. Métodos para la evaluacién de la actividad aﬁtimicrobiana

Los métodos de evaluacion de los aceites esenciales mediante el contacto
directo han sido probablemente los mas utili;ados en los diversos estudios,
ya que se busca reemplazar a los conservadores sintéticos; los cuales son
afiadidos durante la formulacié.n de un alimento, de tal manera que los
aceites esenciales se evaluan al éﬁadirtos directamente en forma liquida,
ya sea en un producto alimenticio o un medio sintético. (Reyes, Palou,

Lépez 2014).

¢ Dilucién en agar
El método de dilucion en agar es utilizado generalmente para determinar si
el aceite esencial es letal contra un microorganismo, ademas se usa con

microrganismos aerdbicos 0 microaerofilicos con una velocidad variable de
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crecimiento. Para esta técnica se preparan diferentes diluciones de los
aceites esenciales; posteriormente las diluciones se afiaden los agares y
estos son puestos en cajas Petri para su solidificacion. Finalmente, los
microrganismos en prueba previamente diluidos son inoculados en los
agares e incubados a su temperatura y tiempo Optimos (de 16 a 24 h).

(Reyes, Palou, Lopez 2014).

« Dilucién y microdilucién en caldo

E! método de dilucidon y micro dilucion seriada se lleva a cabo en tubos o
pocillos con medios liguidos (caldos), los cuales contienen
concentraciones crecientes (serie de dilucién doble) de aceites esenciales
diluido en el caldo, en el cual se inocula un numero definido de células
bacterianas. El volumen final de la prueba define si el método se
denomina de difucién (cuando se utiliza tubos con un volumen total de 1-
10 mL) o de micro dilucién (si se realiza en placas de pocilios un maximo
de 500 ubL por pocillo). Posterior a la incubacién (16-24 Horas
dependiendo del microorganismo), la presencia de turbidez o©
sedimentacion indica crecimiento del microorganismo.

Finalmente, para rectificar la inhibicion, se toman alicuotas de los tubos o
pocillos sin turbidez y se hace un sembrado en agar. (Reyes, Palou, Lopez

2014).
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" o -Difusion en agar

El método de difusién en agar ha sido probablemente el ‘més utilizado
para determinar la actividad ‘antimicrobiana contra microorganismos
aerdbicos. | |

En este método, éxisten dos formas de identificar la difusién y por la tanto,

la efectividad del aceite esencial.

-Eﬁ la prime;a; el aga.r solidificado s_é ir-u.)cu!a-con la suspensién requerida
del microdrganismo; un papel 'ﬁit_ro es impregnado con una solucién de
concentracion conocida del aceite esencial, el cual es colocado en la
superficie del agar. Eh la éegur;da, se perfora el agar solidificado y
pré\(iar"nente inoculado, 'us‘ando 'uh perforador estéril, y se vierte una

solucion de cierta concentracién del aceite esencial en las perforaciones.

Post_eriormente, laé cajas Petri'éon incubadas a la temperatura y tiempo
| épfimos. El principio es la difusion c_iel aceite esencial hacia todo el:agar,
lo ‘que conduce a la inhibicién del crecimiento bacteriano mediante la
formacion de zonas de inhibicion. Lo anterior supone que el diémétro de
las zonas aumentaré al -_incremenfar la concentracién del aceite esencial
(Bonev, Hooper y Parisot, _2008). Los resﬁltados de ia prueba de difusion

en agar son generalmente cualitativos.
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2.7. Bacterias Gram negativas y Gram positivas

Entre las méas comunes tenemos a las siguientes bacterias:

2.7.1. Escherichia coli

Es un bacilo Gramnegativo, 'anaerobio facultativo, movil por flagelos
peritricos, asporégeno, tiene requerimientos nutricionales sencillos:
fermental ta glucosa, reducen los nitratos y son catalasa positivos y
oxidasa negativos. Escherichia coli puede crecer en un amplio rango de
temperatura, comprendido entre 7-46 °C con un ¢ptimo de 37 °C, pH de
4,4 a9, con un 6ptimo de 6 a 7, su actividad de agua {Aw) minima es 0.95
'y su (Aw) optimo es 0.895. (Naim F,Messier S, Saucier L, Piette G. 2004).

La Escherichia coli se la clasifica de la siguiente manera:

: TABLA N° 2.7 '
CLASIFICACION CIENTIFICA DEL ESCHERICHIA COLI
Reino: Bacteria
Filo " | Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
| Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Gélnero': | Escherichia
Especie: Escherichiacoli

Fuente: David Henricks Bergey (1957)

w
J
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Localizacién: Se encuentra en el tubo digestivo de los mamiferos. En
condiciones normales constituye una parte esencial de la flora bacteriana
humana.

Utilizacion: Se la utiliza la E. coli para experimentos de genética y
biotecnologia molecular.

Existen cepas de E. coli especificas que son patégenas, las cuales
provocan alteraciones infecciosas graves en forma de enteritis. La manera

de transmision es feco-oral.

FIGURA N° 2.3
CEPA ESCHERICHIA COL!I ATCC 25922

Fuente: UNICACH, cepario (2014)

La infeccidbn mas comun causada por Escherichia colf es la urinaria, que

por lo general es una infeccién ascendente (desde el periné, a traves de

la uretra).
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Normalmente, la Escherichia coli habita en el tracto gastrointestinal; sin
embargo, algunas cepas han adguirido genes que les permiten causar
infecciones intestinales. Pueden causar las siguientes enfermedades:

o Cistitis

¢ Pielonefritis aguda

» Neumonia tipica

¢ Intoxicacion alimentaria bacteriana

¢ Colecistitis aguda

o Gastroenteritis por E. coli enterotoxigeno

¢ Prostatitis aguda bacteriana

Fuente: Pagina Web; www.Diagnosmd.com

2.7.2. Staphylococcus aureus

£s una bacteria Gram positiva, anaerobio facultativo; se encuentra en la
piel, la nariz y en la piel de animales de sangre caliente. Hasta 30-50 %
de la poblacion humana son portadores. S. aureus puede crecer en un
amplio rango de temperatura, comprendido entre 7- 48,5° C con un
optimo de 30-37 °C, pH de 42 a 9,3 con un optimo de 7 a 75 y
concentracién de cloruro de sodio hasta 15%, puede crecer y sobrevivir a
baja actividad de agua (Aw=0.86). (Carrasco E, Garcia G, 2009).

Ala S. aureus se la clasifica de la siguiente manera:
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 TABLAN° 2.8 )
CLASIFICACION CIENTIFICA DEL STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Reino Bacteria
Filo: [Fimicutes

| Clase: Bacifli
Orden: | Bacillales
Familia: - | Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: S. aureus

Fuente: David Henricks Bergey (1957)

Localizacién: Generalmente se encuentra eh los aliméntos, producidos
~ poranimales infectados con esta bacteria.
S. aureus y sus diversas cepas'»p’atégenas producen infecciones en la piel
y en el tracto nasofaringeo.

FIGURA N°2.4
CEPA S. AUREUS ATCC 6538

Fuente: UNICACH, cepario (201‘4)

%
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Puede causar Ias’ siguientes enfermedades:
¢ Neumonia tipica
. Impétigo- (por estreptdcocoé y estaﬁlocoéos)
o Blefaritis por Staphylococcus aureus
e Conjuntivitis bacteriana
e Orzuelo
¢ Osteomielitis aguda-

Fuente: Pagina Web: www.Diagnosmd.com

2.8.Definicién de términos basicos

¢ Concentraciébn minima inhibitoria. -Es {a medida de Ila
sensibilidad de una bacteria a un antibiético. Es la minima cantidad
de antimicrobiano que es capaz de impedir el crecimiento de un

microorganismo en unas condiciones normalizadas.

o Aceites esenciales. - Son compuestos naturales, liquidos,
volatiles y de agradable aroma, situados en cualquier parte del
vegetal, extraidos de las plantas mediante procesos de arrastre con

vapor o extraccioén por solvente.

¢ Destilacion de arrastre con vapor. — Separacion de sustancias
insolubles en agua y ligeramente volatiles, de otros productos no

volatiles; de esta forma, compuestos orgénicos de alto punto de
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ebullicién son destilados con cierta rapidez por debajo del punto de

ebullicion del agua, &l lograr ser arrastrados por el vapor generado.

Medio de cultivo. - Medio artificial de sustancias nutritivas, que
puede ser sdlido, semisdlido o liquido, necesarias para el

crecimiento y multiplicacién bacteriana in vitro.

Estandares de turbidez de McFarland .-se usan como referencia
en suspensiones bacteriologicas para saber que el numero de
bacterias por mililitro, © mas bien en UFC segun una escala que va
de 0,5 a 10. Estos estandares son creados al mezclar soluciones
de cloruro de bario al 1% con acido sulflrico al 1% en volimenes

especificos.

Agar nutritivo.- Medio de cultivo usado normaimente como rutina
para todo tipo de bacteria. Es muy Util porque permanece sodlido
incluso a relativamente aitas temperaturas. Ademas, e! crecimiento
bacteriano en este agar lo hace en la superficie, por lo que se

distinguen mejor las colonias pequeiias.
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N. VARIABLES E HIPOTESIS

3.1. Variables de la investigacion
Para el presente trabajo de investigacién se han con_éiderado las

siguientes variables.
3.1.1. Variable independiente

Y. Caracteristicas fisicas, quimicas y la actividad antibacteriana del aceite
esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), obtenido por

el meétodo de arrastre con vapor.

3.1.2. Variables depelndientes

X . Condicipnes para la obtenciéon del aceite esencial de hierba luisa
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), por él método de arrastre con vapor.
Xz : Componentes principales del aceite esencial de hierba luisa
(Cymbopogoncitratus (DC.) Stapf.j, obtenido por el método de arrastre
con vapor.

X3 : Actividad antibacteriana del aceite esencial de la hierba luisa
(Cymbopogon citratus {DC.) Stapf.), ffente al Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.
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En la grafica N° 3.1 se muestra un esquema donde se relacionan la

variable indepehdiénte con las variables dependientes.

GRAFICA N°3.1

VARIABLES INDEPENDIENTE Y DEPENDIENTES

'Y : Caracteristicas f;’siéég,"qai'micas yla actividad antibacteriana
| del aceite esencial de hierba luisa {Cymbopogon citratus {DC.)
Stapf ), obtenido por el método de arrastre con vapor.

X,: Condiciones para la obtencién del aceite esencial de

hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) por el
método de arrastre con vapor.

|| X,: Componentes principales del aceite esencial de
hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.} obtenido
por el método de arraste con vapor.

X,. Actividad antibacteriana del aceite esencial de la
hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) frente al
Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

\ J

Fuente: Elaboracién propia

3.2.Operacionalizacion de variables:
Las variables dependientes, independientes involucradas en el proceso
de obtencién y evaluacion de la actividad antibacteriana se presentan en

la siguiente tabla N° 3.1.



TABLA N° 3.1
OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

aureus

YR ENC>\7E | DIMENSIONES |INDICADORES | METODOS
o « Densidad e g/mL

| Yi:Caracteristicas | * Indice de * g yodo abs/100 g
fisicas ,quimicas y yodo de muestra
ia actividad
antibacteriana  del | » indice de » mg KOH/g aceite
aceite esencial de acidez ¢ Analisis
hierba o Indice de o mg KOH/g aceite | experimentai
luisa{cymbopogon . .
citratus (DC.) stapt) | Saponificacién
obtenido por el |* Numerode + mg KOH/g aceite
método arrastre con esteres
vapor. + indice de ¢ adimensional

refraccién

R iEh o | DIMENSIONES | INDICADORES | METODOS
X,-Condiciones » Tamafo de e cm + Medicién
para la obtencién muestra longitudinal
del aceite esencial

{de hierba luisa | ¢ Materia prima | e kg ¢ Gravimetria
{cymbopogon
citratus (DC.) stapf.) [ « Volumen de o L ¢ Medicion
por el método de agua volumen
arrastre con vapor
Xz2:Componentes
principales del « Cromatografia
aceite esencial de ‘ de gases
hierba luisa | citral . % acoplada a
(cymbopogon espectrometri
citratus (DC.) stapf.) a de masas
por el método de
arrastre con vapor
Xa-Actividad
antibacteriana del |, ;
aceite esencial de ﬁ?:if::tramén e mide aceite /ml bz.tftqgo de
hierba luisa frente | ... . de medio de flucion en
al Escherichia Coli cultivo caldo
y Staphylococcus (CMI)

Fuente: Elaboracién propia
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3.3. Hipdtesis general e hipotesis especificas

3.3.1. Hipétesis general

El aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf),
obtenido por el método de arrastre con vapor reducen la carga bacteriana
significativamente debido a la actividad antibacteriana de sus

componentes.
3.3.2. Hipoétesis especificas

Hipoétesis especifica N°1

Las condiciones de operacion, asi como el tamafio de la hoja de hierba
luisa y el volumen de agua y cantidad de materia utilizados influye en el
rendimiento de la obtencion del aceite.

Hipotesis especifica N°2

El componente activo mayoritario del aceite esencial de la Hierba Luisa
{(Cymbopogon citratus ‘(DC.) Stapf.), que le confieren un efecto
antibacteriano es ei citral.

Hipétesis especifica N°3

El efecto antibacteriano del aceite de hierba luisa{Cymbopogon citratus
(DC.} Stapf ), sobre el Escherichiacoli y Staphylococcusaureus es

significativo.
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IV. METODOLOGIA

4.1.Tipo de investigacion
Los tipos de investigacién que se realizaran en nuestra tesis son:

a) Por su finalidad: Aplicada
Se aplicara una tecnologia 6ptima y de impécto ambiental minimo en el
| proceso de obtencién del aceite esencial de hierba Luisa por el método

de arrastre con vapor.

b} Por su disefio interpretativo: Experimental
Se realizara la experimentacién en el laboratorio y la interpretacion de
resultados obtenidos en la obtencién, caracterizacion y evaluacién de

la actividad antibacteriana del aceite esencial de hierba luisa.

c) Por el énfasis en la naturaleza de los datos manejados: Cuantitativo
Los datos obtenidos en la obtencién, caracterizacidon y evaluacion de
la actividad antibacteriana del aceite esencial de hierba luisa. son de

caracter cuantitativo.
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4.2.Disefio de la Investigacion .
El disefto de la presente investigécién ha considerado tres etapas, los

cuales se observan en la gréafica 4.1

GRAFICAN° 4.1
ETAPAS DEL DISENO DE INVESTIGACION

.NA

PRIMERA ETAPA DE LA INVEST_IGACION:
Obtencion del aceite esencial de hierba luisa .

Método:
Arrastre con vapor

( SEGUNDA ETAPA DE LA INVESTIGACION:

Determinar las caracteristicas quimicas y fisicas del
aceite esencial de hierba luisa obtenido

\

Método:
Andlisis de iaboratorio segun las Normas tecnicas

\ peruanas Y,

: 4

TERCERA ETAPA DE LA INVESTIGACION:
Determinar la actividad antibacteriana del aceite
esencial de hierba luisa obtenido.

. Método:
Diluciones en caldo

\

Fuente: Elaboracién propia



. 4.3.Poblacién y muestra

4.3.1. Poblacion de estudio
Para esta investigacion se utilizé como materia prima hierba Iuisa,
procedente del anexo Kimiri Sur del distrito La Merced, provincia de

Chanchamayo, departamento de Junin, que _e_sté ubicadoa 751 m.s.n.m.

4.3.2. Muestra
E! tamafio de muestra estuvo conformado por 20 kg de hierba luisa que

se utilizé para la obtencién del aceite esencial. -

4.4.Técnicas e Instrumentos de recoleccién de datos

4.4.1. Técnicas para recolecciéon de datos

Para la recoleccion de datos se usaron las siguientes técnicas:

Recoleccién de datos para evaluar {a velocidad de destilacién:
Para ello se realizaron las lecturas de los volumenes del aceite esencial

recogidos en el vaso florentino que estara correfacionado con el tiempo

Recoleccion de détos de los sigu‘ie.ntes analisis al producto final: -
densidad, indice de refraccion, indice de iodo, indice de acidez, indice de
saponiﬂc;acién', indice de éster, y la composicién de los compuestos del
aceite esencial por cromatografia de masas.

Recoleccién de datos en la evaluacion de la activi_dad antibacteriana:

49



Para determinar unidad formadora de colonias (UFC) se utilizé la técnica

~ de conteo de placa.

4.4.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Para la recoleccién de datos se hizo uso de los siguientes equipos,

materiales y reactivos que usaremos en el laboratorio de operaciones de

procesos unitarios y en el laboratorio de microbiologia del Centro

Experimental Tecnologico.

a.-Equipos:

Equipo destilador de arrastre con vapor
Balanza analitica T.WINER, sensibilidad 0,19
Balanza analitica BOECO sensibilidad 0,0001g
Pi;:németro de SmL

Refractémetro

Termémetro TAYLOR 0° a 200°C

Micropipeta BOECO, 10 - 100 pL

Estufa esterilizadora a calor seco U50 MEMMERT

Incubadora de cultivo B40 MEMMERT

Autoclave 25X ALL AMERICAN

Contador mecanico de colonias D6072 KARLKOLB

Balanza de preciéién: ADVENTURE OHAUS, sensibilidad 0,1g

Bafio Maria XMTD2301 GUTER LEITER
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Congeladora
Vibrador VF10IKA-VIBRO-FIX
Mechero Bunsen

Cromatégrafo de gases AGILENT TECHNOLOGIES 789

b.- Materiales y reactivos:

Tijeras

Probeta de 100miy 1000ml
Frasco ambar de 10mf

Vaso Florentino

Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus

Asa de siembra

Tubos de vidrio con tapa rosca
Gradillas

Espatulas

Pipetas de 5mi y 10 mi

Papel Kraft

Frasco seco con tapas
Agujas estériles de 1mL
Placas Petri

Mechero Bunsen

Vernier
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Agar nutritivo PlateCount

Caldo nutritivo Tryptona de soya
Caldo diluido Tryptona de soya
Jeringas de 1ml

Pinzas

Alcohol etilico 96

Dimetil sulféxido

Gluconato de clorhexidina al 4%
Agua desionizada

Suero fisioldgico

Papel Wathman N°1

Lejia

Papel toalla
Algoddn

Picetas

Frascos de 250 ml

Vaso precipitado de 1000mi
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4.4.3. Metodologia experimental

A. De la obtencion del aceite esencial

A.1 Bases del Disefio

Se estudid la obtencién del aceite esencial de hierba luisa en forma
experimental mediante ei método de destilacion por arrastre con vapor.
Las variables cuantitativas de impbrtancia son: la cantidad de materia
vegetal, volumen de agua y iamaﬁo de particula, siendo la variable de
respuesta el porcentaje fendimiento y tiempo de obtencion del aceite
esencial de hierba luisa.

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Operaciones de
Procesos Unitarios de la Faqu!tad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional del Callao, para determinar los efectos de las variables
mencionadas scbre el rendimiento y tiempo de destilacion. |

Para este caso se seleccioné el disefio factorial para analizar los efectos
causados bor los diferentes factores estudiados durante el proceso de
obtencion, esto nos permitié visualizar la influencia de cada uno sbbre la
obtencidn del aceite esencial y la interaccion éntre ellas. La estructura de
disefio de experimento tiene como modelo 23, donde el 2 representa para
este disefio dos niveles, uno alto y uno bajo, y 3 representa los tres
factqres‘ como la cantidad de hierba luisa, volumen de agua y tamano de

particula dando un total de 8 experimentos.
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TABLA N° 4.1

FACTORES Y NIVELES -

FAGIOR BNIVEISERNIVEL

BATOJ A 1¥LO]
Cantidad de materia (kg) 1,5 2
Volumen de agua (L) 5 6
Tamaiio de particula (cm) 3 5

Fuente: Elaboracion propia

TABLA N°4.2
DISENO FACTORIAL 23 PARA LA OBTENCION POR
ARRASTRE CON VAPOR DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA

LUISA
VAR e
) i\
1 AR Y [ Tamadio Cantidad | sy Tiempo
EX P de Vol:;men de Rendimiento | de
particula a u:(L) materia % destilacién
. (m) | 8 (ke) (min)
0 3 5 1,5 -{-1- Rl tr
2 3 5 2 -l -1+ R2 12
3 3 6 | L5 |-1+]- R3 13
4 3 6 2 R R4 t4
$ 5 5 1,5 +] -1 - RS t5
® 5 5 2 + -1+ R6 t6
7 5 6 1,5 +] + ] - R7 t7
3] 5 6 2 + 4+ |+ R8 t8

Fuente: Elaboracién propia

54




A.2. Parametros a evaluar

De los datos obtenidos en el proceso de la obtencidn del aceite esencial

se obtuvo la velocidad de destilacion y el rendimiento.

¢ Velocidad de destilacion
En una tabla se recolecta los datos del volumen de aceite esencial por
minuto que se recoge, luego con estos datos se hallaron las curvas de

destilacién, gque luego nos ayuda para ser evaluadas

TABLA N° 4.3
VELOCIDAD DE DESTILACION
Tiempo (min) | Volumen (ml)
0 v
1 V2
2 V3
n__ Vn

Fuente: Elaboracion prbpia

. Rendirﬁiento de la obtehcién

Para determinar el rendimiento de obtencién del aceite esencial se

empleé la siguiente ecuacién:
. . w
% Rendimiento = —£ x 100

Donde:
W= peso del aceite esencial obtenido en gramos

Wi = peso de la materia prima en gramos
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B. De la caracterizacién del aceite esencial
Se evaluaron tas caracterizaciones fisicas y quimicas del aceité esencial
de hierba luisa en forma experimental empleando las normas técnicas

peruanas utilizadas por un laboratorio certificado.

« Determinacién de la Densidad Relativa.
Se realizd nuestros ensayos por triplicado en el laboratorio de la
Facultad de Ingenieria Quimica, en comparacién con los requeridos por

un laboratorio certificado que utiliz6 la NTP-1SO 279:2011.

« Determinacién del indice de Refraccién.
Se realizé nuestros ensayos por triplicado en el laboratorio de la
Facultad de Ingenieria Quimica, en comparacion con los requeridos por

un laboratorio certificado que utilizé la NTP-ISO 280:2011.

o Determinacién del indice de yodo
Se utilizd los servicios de un laboratorio certificado que utiliza la

Norma Técnica Peruana: NTP-1SO 3861:2012.

 Determinacion de! indice de Acidez.
Se utilizé los servicios de un laboratorio certificado que utiliza ia Norma

Técnica Peruana: NTP 319 085:1974.
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« Determinacion del indice de Ester.
Se utilizé los servicios de un laboratorio certificado que emplea la

Norma Técnica Peruana; NTP 319 088:1974.

« Determinacion del indice de saponificacién
Se utilizé los servicios de un laboratorio certificado que utiliza la Norma

Técnica Peruana: NTP-ISO 3657: 2016.

+ ldentificacidon y Cuantificacion de los componentes del Aceite
Esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.)
Se empled la técnica por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas realizadas en la Unidad de Investigacion en

productos Naturales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

C. De la evaluacion de la actividad antibacteriana

Se empled el método de dilucidon en caldo, para ello las cepas Escherichia
coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus fueron adquiridas en el
Instituto Nacional de Salud.

Las variables cuantitativas de importancia son: las concentraciones
iniciales de aceite esencial (por 10 mL de solucién de medio de cultivo
empleado), tiempo de incubacidén (horas), diluciones sucesivas de las
cepas Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus, donde

posteriormente se contabiliza las UFC/ mL que nos servira para hallar la
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concentracién minima inhibitoria en base a la reduccién de la carga

bacteriana.
TABLA N° 4.4
DISENO EXPERIMENTAL PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA
Tiempo de UFC/mL
incubacién Control Concentraciones experimentales de mL de
aproximada ‘g o p: aceite esenciall 10 mL medio cultivo ‘
(horas) | pacteriana)| 1 c2 c3 ..Cm
TO YO X0;1 X0;2 X0;3 X0;m
T1 Y1 X1:1 X1;2 X13 X1;m
T2 Y2 X2 X 2;2 X 22 X2;m
T3 Y3 X 3;1 X 3;2 X33 X3;m
T4 Y4 | X4:1 X4;2 X4;3 X4;m
..Tn ...Yn X n;1 X n,2 Xn,3 Xnmm

Fuente: Elaboracion propia

El porcentaje de reduccién de la carga microbiana lo hallamos segun la

ecuacion:

ch
U Reduccion = 100 - — = 100
Ca
Donde: Ca = Cantidad de UFCImL al inicio, antes de la incubacién

Cb= Cantidad de UFC/mL al final, después de la incubacién
en un tiempo determinado.
Para que un antibiético sea reconocido como tal, debe eliminar en 89,9 %

al microorganismo, segun la NCCLS (Comité nacional de normas de
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laboratorios clinicos) por lo tanto tomandolo como referencia,
evaluaremos esa reduccién para poder hallar la concentracion minima

inhibitoria (CMI} del aceite esencial.

4.5. Procedimientos de recoleccion de datos

4.5.1. Procedimiento experimental:

A. Para la obtencion del aceite esencial de hierba luisa

Se procesaron 1,5 kg para cuatro muestras de 3 cm y 2 kg para cuatro
muestras de 5 cm, mediante un equipo de destilador por arrastre por
vapor, empleando 5 y 6 litros agua destilada durante un tiempo 30

minutos aproximado por experiencia.

A.1.- Acondicionamiento de la materia prima
Luego de ta recepcion la materia prima se procedid a separar las hojas de
los tallos y raiz. Esta etapa tiene como finalidad eliminar las hojas

amarillentas, secas y otros contaminantes como tierra.

A.2.- Picado de la materia prima

La hierba luisa fue cortada a unos 15 cm de su raiz y se descartd la
nervadura central, usando asi sola las hojas. El picado o cortado se realizd
con una tijera para la reduccion de tamafio de la hoja, aproximadamente 3

y S5cm.
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AFIG'URA_ N° 4.1
ACONDICIONAMIENTO Y REDUCCION DE TAMARNO

i

Fuente: Elaboracién propia

A.3.- Obtencion del aceite por arrastre con vapor
Las operaciones de obtencion por el método de arrastre con vapor se
realizaron a nivél piloto y el equipo utilizado consta de un generador de

vapor, un alambique, un condensador y un separador florentino.

e Se depositd 5y 6 litros de agua‘en el generador segln la experiencia
realizada,l el generador esté previsto éon una resiste,n;':ia electrica de
2000 watts,

» Se cargb 15 kg y 2 kg de hierba luisa en el alambique destilador
pfeviamer_mte cortada én trozos éegan la experiencia, la distribucién de

la hierba luisa en interior de la caldera debe ser uniforme, para evitar
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aglomeraciones y se coloca telas metélicas que impiden los arrastres
de materia sélida.

El condensador es de tipo tubular y enfriado con agua. Los vapores
sufren un enfriamiento proporcionado por el agua fria que circula dentro
de los tubos en contracorriente. En esta operacién tiene importancia el
control de la temperatura del condensador y el vblumen de vapor a
utilizarse.

El condesado es una mezcla de agua y aceite, y el tiempo de obtencion
fue de aproximadamente 11 minutos, & partir de cuando notamos la
primera gota. La obtenciébn serd considerara concluida cuando el
condensado es un liquido claro y notamos que ya es constante la
cantidad de aceite obtenido.

Del condensador sale una emulsién formada por agua y aceite esencial,
que se separo al dejarla en reposo, debido a la diferencia de densidades.

En la fase superior tenemos &l aceite esencial como ve en fa figura N°

4.2.

FIGURA N°4.2

Fuente: Elaboracién propia
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B. Para la caracterizécién del aceite esencial de hierba luisa

Se realizaron las siguientes determinaciones fisicas y quimicas al
producto final tomando en cuen;a las normas técnicaé peruanas de
aceites esenciales y por Cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas

Esta técnica permite obtener el espectro de masas de cada componente
del aceite esencial mediante la separacion, identificacién y cuantificacion
de mezclas de sustancias volatiles y semi-volatiles. Esta se llevd a cabo
en un Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890'con detector
espectrometro de masas Agilent Technologies 5975C de fa Unidad de
Investigacién en productos Naturales de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.

C. Actividad antibacteriana

El método aplicado para el andlisis de la actividad antibacteriana fue el
método de dilucidn en caldo, para ello las cepas estandar ATCC
(American Type Culture Collection)  Escherichia coli ATCC 25922 vy
Staphylococcus aureus, fueron adquiridas en el Instituto Nacional de

Salud (Anexo N°'5. N°6 y N°7).

El procedimiento fue el siguiente:
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¢ Se trabajcS para cada cepa estandar ATCC, Escherichia coli ATCC
- 25922 y Staphylococcus aureus con el método de dilucién en caldo por

separado.

e Se activé la cepa bacteriana haciendo una resiembra por estria simple en

una placa con agar Plate Count, luego se incubd a 37 °C por 48 horas.

¢ la preparacion del inéculo fue segln escala de Mc Farland 0.5, para lo
cual se tomé con un asa estéril de 2 a 3 colonias de cepa rde bacterias
(Escherichia coli ATCC 25922 o Staphylococcus aureus) en estudio, que
se ‘transfiriefon a un tubo con 10.ml de solucién éalina estéril (suero
fisiologico), controlando la turbidez del inéculo hasta obteher la misma
turbidez aproximada que el patron de Mc F_arland 0,5, la cual fue diluida
a fin de obtener una suspension de t_rabajo de aproximadamente 1-é X.

108 y 1-2x 10*UCF/mL respectivamente (segiin cepa a experimentar).

‘e Se procedi6 a realizar diluciones de! aceite esencial de hierba luisa
obteniendo varias concentraciones con los tubos esterilizados
- preparados previamente conteniendo :suero fisiolégico estéril y con.

ayuda del dimetilsulféxido como disolvente.

» Se preparé previamente tubos esterilizados conteniendo caldo tryptona

de soya para la adicién de las diferentes concentraciones del aceite
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esencial vy una\ de las cepas (Escherichia coli ATCC 25922 o
Staphylococcus aureus) en estudio. Se procede a realizar diluciones
sucesivas para cada concentracion realizada, luego de estas diluciones
se saca un indculo y se siembra por incorporacion en placas Petri

esterilizadas conteniendo el agar, homogenizando cuidadosamente.

s Después de la siembra, las placas fueron colocadas en la estufa y
llevadas a incubar a 37 °C por un periodo de 24 horas, cada placa fue

examinada y se procedio al conteo con ayuda del contador de colonias.

4.6. Procesamiento estadistico y analisis de datos

Para la evaluacion del efecto del tamafio de particula sobre el
rendimiento; se aplico el analisis de varianza (ANOVA), para lo cual se

usé el programa Minitab.



V. RESULTADOS

5.1.0btencion del aceite esencial de hierba luisa

En el proceso de la obtencién del aceite esencial de hierba luisa, se trabaj

con hojas frescas a ciertas condiciones, estas se muestran en la tabla N°

5.1.
TABLA N° 5.1
B '~ CONDICIONES DE OBTENCION
CONDICIONES EXPERIENCIAS
DE TRABAJO 1 2 3 4 5 6 7 8
Tamafio . ' ;
de 3 3 3 . 3 5 5 1 5 5
particulafcm) '
volumen
‘de 5 5 6 6 5 5 6 6
agua(l}
Cantidad .
de 1.5 2 1,5 2 1,5 2 1,5 2
materia(kq)
Tiempo
de 30 31 30 30 30 31 29 32
operacién(min)
Temperatura
de 100 100 99 100 100 98 100 100
{ destilacién(°C) ' .
Flujo de vapor | 17,11 ] 19,04 } 18,11} 19,07 } 16,45 17,79 | 19,10 } 16,35
{mi/min)

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N° 5.2 realizamos una comparacién del rendimiento teniendo
en cuenta nuestras variables independientes, en las diferentes

experiencias realizadas.
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TABLA N°5.2
VARIABLES QUE INFLUYEN EN LA OBTENCION DE ACEITE
ESENCIAL DE HIERBA LUISA

_-Variables

| Vectorrespuesta .

.ﬁ*?--‘ :'-'WT‘;fﬁaﬁO lCa.ritidad“ Tiempo

o de VoI::nen de Rendimiento de

' § particula agua (L) materia | (%) destilacion
i (em) ] 28 (kg) (min)
e 3 5 1,5 0,373 11

2 . | 3 5 2 0,363 11
w81 3 6 1,5 0,378 10
ESE 3 6 2 0.387 10
G 5 5 1,5 0,350 10
LB 5 5 2 0,361 10
T 5 6 1,5 0,350 9
g 5 ) 2 0,356 1

Fuente: Elaboracion propia

Para evaluar el rendimiento de obtencion de! aceite, en funcién al tamano -

de particula, se presenta la tabla N° 5.3 y en las graficas N° 5.1 y N°5.2

los resultados para el tamafio de particulade 3cmy S5cm. -

TABLA N°5.3
RENDIMIENTO PARA PARTICULAS DE TAMANO 3¢m Y 5¢cm

*Tamano.de particula:3.cm .. [ T é’l_'iiié'ﬁ‘b;‘qgﬁbﬁrtiéuIas_S,’crp' T
Experiencia | %Rendimiento Experiencia | %Rendimiento
1 0,373 - ' 0,350
2 0,363 0,361
3 0,378 0,350
4 0,387 _ 0,356
promedio 0,375 promedio 0,354

Fuente: Elaboracién propia
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Para evaluar el rendimiento de obtencién del aceite, en funcion a la
cantidad de materia, se presenta la tabla N° 5.4 y en las graficas N° 5.3 y

N°5.4 los resultados para cantidad de materia de 1,5 kg y 2 kg.

*

_ TABLA N° 5.4
RENDIMIENTO PARA CANTIDAD DE MATERIA 1,5 kg y 2 kg

Cantidad de materia 1.5kg Cantidad de materia 2 kg
Experiencia %Rendimie_nto Experiencia %Rendimiento
1 0,373 2 - 0,363
3 0,378 4 0,387
5 0,350 6 ' - 0,361
7 0,350 8 0,356
promedio 0,363 promedio 0,367

Fuente: Elaboracién propia

GRAFICA N°5.3
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| ‘ GRAFICA N°5.4 |
CURVA DE DESTILACION PARA CANTIDAD DE MATERIA 2 kg
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Para evaluar el rendimiento de, obtencién del aceite, en funcién al
Co- - . e a wt o

volumen de agua, se presenta la tabla N° 5.5y en las graficas N°'5.5 y

N°5.6 los resultados bafé volumen-de agua,de 5 L)I;f:‘.lT - .
" .. TABLAN°55 '
' RENDIMIENTO PAI}A VOLUMEN DE AGUAS. Ly6 L
~ volumendsagua 5L |8 volumen de agua 6L
{ Experiencia. '-%Rendmiepto_ "“_'c_')tperie_ncia %Rendimiento
L2 0,362 11 L4 . 0,387
w67 0,361 171 8 - 0,356 ¢
{ -promedio |- - 0,362 - - | | promedioc | . 0,368
Fuente: Elaboracion propia T . ' '
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5.2. Caracterizacion del aceite esencial obtenido

5.2.1. Caracterizacion fisica

¢ Determinacién y comparaciéon de la Densidad Relativa

En la Tabla N° 5.6 se presentan los resultados de la densidad relativa

obtenidos en el laboratorio de la FIQ-UNAC y los de un laboratorio

certificado:;

TABLA N° 5.6
DENSIDAD RELATIVA DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA.
Experiencia Laboratorio Facultad Laboratorio certificado
Ingenieria Quimica segun NTP-ISO 279:2011
N°1 0,889
Nz 0,881
N3 0,882 0.887
Promedio 0,884

Fuente : Elaboracién propia

» Determinacién y comparacién del indice de refraccién

En ia tabla N° 5.7 se presentan los resultados de los indices de refraccién

obtenidos en el laboratorio de la FIQ-UNAC y los de un laboratorio

certificado:
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TABLA N° 5.7
INDICE DE REFRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA.

Experiencia Laboratorio Facultad Laboratorio' certificado segtin
Ingenieria Quimica NTP-ISO 280:2011
N°1 ‘ 1,485
N°2 ' 1,483 |
: 1,48
N°3 1,486 _
Promedio 1,484

Fuente: Elaboracion propia

5.2.2. Caracterizacion quimica.

o Determinacion del indice de yodo

En la tabla N° 6.8 se presentah los resultados de los indices de yodo
obtenidos de un laboratorio certificado:

TABLA N°5.8 _
INDICE DE YODO DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA

g de yodo absorbido
- 1100 g de muestra

2,40

Laboratorio certificado
segun NTP-SO 3961:2012

Fuente : Elaboracién propia

o Determinacién del indice de acidez

En la tabla N° 5.9 se presentan los resultados de los indices de yodo
obtenidos de un laboratorio certificado:
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TABLA N°5.9
INDICE DE ACIDEZ DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA

Laboratorio certificado segtn mg KOH/g de aceite
NTP 319 085:1974

2,219

Fuente : Elaboracion propia

« Determinacién del indice de saponificacion

En ia tabla N° 5.10 se presentan ios resultados de los indices de
saponificacion obtenidos de un laboratorio certificado:

) TABLA N°5.10 '
INDICE DE SAPONIFICACION DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA
LUISA

Laboratorio certificado segiin mg KOH/g de aceite

Fuente: Elaboracion propia

s Determinacién del indice de éster

En la tabla N° 5.11 se presentan los resultados de los indices de éster
obtenidos de un laboratorio certificado:

TABLA N°5.11
‘ iNDICE DE ESTER DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA

Laboratorio certificado segin mg KOH/g de aceite

NTP 319 088:1974 4,534

~ nte : Elaboracion propia
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5.2.3. Identificacién y Cuantificacién de los componentes de! aceite
esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) por

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.

En la tabla 5.12 podemos observar el porcentaje de los componentes
mayoritarios proporcionados por el equipo GC-MS

_ TABLA N°5.12
RESULTADOS DE LLOS COMPONENTES MAYORITARIOS
PROPORCIONADOS POR EL EQUIPO GC-MS

Namero Nombre del Tiempo de % en la muestra
compuesto retencion (min)
1 B - mirceno 16,15 14,23
"2 B - citral (Neral) 23,04 29,61
3 a- citral (Geraniai) 23,89 37,88

Fuente: Elaboracion propia

En la figura 5.1 se observa el cromatograma del aceite esencial de hierba
luisa, cada' componente necesité un tiempo de retencién para eluir del
cromatdgrafo de gases; esto se debe a que cada tiempo de retencién es
caracteristico para cada molecula, lo que permite obtener un mayor grado
de seguridad al momento de identificar las sustancias.

Los tiempos de retencidn de cada compuesto se detallan a continuacion:
Tiempo de retencion Geranial (37,88%) = 23,89 min.

Tiempo de retencién Nerai (29,61%) = 23,04min.

Tiempo de retencién 8 - mirceno (14,23 %) =15,15 min.
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FIGURA N° 5.1
CROMATOGRAMA GC-MS DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA
LUISA
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. Fuente: Unidad de investigacion en productos naturates - UPCH

‘5.3. Actividad antibacteriana del aceite obtenido

5.3.1. Determinacion de la Concentracién minima inhibitoria

a.-Escherichia coli ATCC 25922:
Se realizé una bateria de 4 concentraciones mas un control, cuyos
resultados se muestran en la tabla N° 5.13, tabla N°5.14 y en la gréfica

N°5.7.
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TABLA N° 5.13

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA DE ESCHERICHIA COL!
FRENTE A DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL ACEITE

ESENCIAL DE HIERBA LUISA
R UFC/mL . N
,Tiempo Concentrac:ones expenmentales de mL de ace:te
(horas) Control esencial/ 10 mL medio cultivo '
C 0,005 0,01 0,02 0,04
- 0.  . 1 1900000 379000 263027 604750 260000
‘0 52_".‘ 6760830 933254 _ 128825 102329 33113
a _1 ;40\- : 14125375 2454709 288403 9120 3802
1 ,95"' 1 23988329 331 1311 301995 5370 1259
' 2,20 ? 22800004 574700 288403 5500 911
547 | 72443596 | 26786500 | 316228 | 20238000 916
7;40" | 81283052 1744000 31622777 3445333 10471

Fuente: Elaboracién propia

TABLA N°5.14

EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA SOBRE EL
CRECIMIENTO DEL ESCHERICHIA COLI

T:empo }Log UFCImL i
) control Concentraclones experimentales de mL de
- aceite esencial/ 10 mL. medio cultivo
oo : 0,005 0,01 0,02 0,04
_ 0 ' 6,27 5.5 5,42 5,78 5,41
- 0,52 6,83 5,97 511 5,01 4,62
‘ ,_1*‘;40 L 7,15 6,39 5,46 3,96 3,568
) ;,;j1;'95;;ﬂ-';:' 7,38 6,52 548 3,73 3,12
' g,g‘o | 7,36 6,759 5,46 3,74 29
78 -fw, T 786 7,42 55 7.30 2.96
~ "'7 40;.; 7,91 6,24 7.5 6,53 4,02

Fuente: Elaboraci6n propia
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GRAFICA N° 5.7 ‘
CURVA DE CRECIMIENTO DEL ESCHERICHIA COLI A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA.

riata el e lale e AT

Fuente: Elaboracion propia

b.-Staphylococcus aureus : Se realizé una bateria de 4 concentraciones

m&s un control, cuyos resultados se muestran en la siguientes tablas N°

"

5.15 y 5.16 yen la grafica N°5.8.

_ TABLAN°5.15 ‘
UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS FRENTE A DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL
ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA. —

UFCImL
Tiempo Concentraciones experimentales demlL de |
(horas) Control aceite esencial/ 10 mL medio cuitivo
0,01 0,02 0,04 0,08
0 63098 78000 61660 66069 57544
4 297000 6607 4677 3090 1820
6 196125000 3311 1549 979 | 550
85 | 691830971 1738 380 234 141
21 | 467735141 Y) 2 0o 0
‘27 | 561047976 0 0 0 0

Fuente: Elaboracién propia
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TABLA N° 5.16

EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA SOBRE EL
CRECIMIENTO DEL STAPHYLOCOCCUS AUREUS

- Log UFCimL =
Tiempo Concentraciones experimentales de mL de aceite
{horas) | controf esencial/ 10 mL medio cultivo
_ 0,01 0,02 0,04 0,08
0 4,80 4,89 4,79 4,82 4,76
, 5,47 382 3,67 3,49 326
6 8,29 3,52 3,19 2,990 2,74
8,5 8,84 3,24 2,58 2,37 2,15
21 8,67 1,96 0,36 0 7 0
27 8,74 0 0 0 0
Fuente: Elaboracién propiaA
| GRAFICAN°5.8

CURVA DE CRECIMIENTO DEL STAPHYLOCOCCUS AUREUS A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ACEITE ESENCIAL DE
HIERBA LUISA.

Fuente: Elaboracion propia
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5.3.2. Letalidad y Concentracién Mini_ma inhibitoria (CMI)

a.- Escherichia coli ATCC 25922
Se presenta 'los resultados de |a letalidad en la grafica N°5.9

_ GRAFICA N°5.9
LETALIDAD (-K) DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA SOBRE
EL ESCHERICHIA COLI

7
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Fuente: Elaboracion- propia

De las pendientes de la grafica N°5.9 se obtienen los siguientes
resultados en la tabla N°5.17
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| TABLA N° 5.17
CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA Y LETALIDAD DEL ACEITE
ESENCIAL DE HIERBA LUISA FRENTE AL ESCHERICHIA COLI

Concentraciones
experimentales en mi % Letalidad RA2
de aceite esencial/ 10 | Reduccién -K{UFCimL/hora)
mL de medio cuitivo
0,02 99.0805 0,9492 0,9428
0,04 99,9964 1,0974 0,9801

Fuente: Elaboracion propia

b.- Staphylococcus aureus
Se presenta los resultados de la letalidad en la grafica N°5.10

GRAFICA N°5.10

LETALIDAD (-K) DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA SOBRE
EL STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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Fuente: Elaboracion propia
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‘De las pendientes de la grafica~N°5.10" se:-obtiénen Ios siguientes
resultados en la tabla N°5.18

TABLA N° 5.18

CONCENTRAC!ON MINIMAINHIBITORIA'Y LETALIDAD DEL ACEITE
ESENCIAL DE HIERBA LUISA FRENTE AL STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

Fuente: Elaboracidn propia
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5.4. Parael procesamlento estadistlco y anéhsus de datos
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de pé'ﬁicula.

FIGURA N°5.2
ANOVA UNIDIRECCIONAL RENDIMIENTO (%) VS. TAMANO DE
PARTICULA
Método . :
Hipétesis nula Todas-las-medias- son iguales
HlpéteSls alterna .”..POI lo Jnenos una es. diferente
vael de slgn1f1canc1a o= 0.05

[ P

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles valores
Tamafio de particula 2 3:; 5

Analisis de Varianza
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Fuente- GL SC Ajust
Tamafio de particula 1 0.000918
arror 6 0.000379
total 7 0.001297
Model sumary
s R-cuad

0.0079479 70.78%
Medias
Tamafio de particula N Media
3 4 0.35435
5 4 0.37578
Desv.Est agrupada = 0.00794793

MC Ajust

0.000918
0.00063

R_
cuad (adj
65.91%

Desv.Est
0.00521
0.0099%6

Valor F Valor
: P
14.53 0.009
R_
cuad (pred)
48.05%

IC de 95%

(0.34463; 0.36407)
(0.36605; 0.38550)

Fuente: Elaboracién propia

GRAFICA N°5.11_ )
RENDIMIENTO (%) VS TAMANO DE PARTICULA

Fuente Elaboracnon propia

Gréafica de mtervalos de RENDIMIENTO (%) vs. Tamaﬁo de particula
) 95% ICparala media
0.39
6.38
£
O o37
e o
& ——
=
5 036
Z
&
P %1
0.341 N— - S
. .3 ‘ S
Tamafto de particula .
nbvﬁmdm esaindar ccrumda se utliizs pora cafcdar los Infavufos

[P

e+ e e e m————

pm———— e e a—

82




Vl. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1.Contrastacién de hipétesis con los resultados

" a.- Hipétesis General:

e De acuerdo a los resuitados obtenidos en el desarroilo exberimental
se demqstré que el porcehtaje de reduccién de la carga bacteriana del
Escherichia coli fue de 99,9964 % y para el Staphyioc}occus aureus es
89,8820%, entonces se determir_lé una feduccién significativa de la

carga bacteriana cumpliendo asi con la hipétesis general.

b.-Hipétesis Especifica:
Hipétesis 1

e En la etapa de obtencién del aceite esencial se observé; en la tabla
N°5.3 que segln tamaio de pe_arti‘cula.el' _ren‘dimien.to prOmedio para
tamafio de particula' de 3 cm fue.de 0,375 % la cual és mayor en '
comparacion con el dé tamano 5 cm donde se obtuvo el. 0,354 % ,
donde se determiné que ‘a menor tamafio de particula, mayor es el
rendimiento esto sé debe que- hay un mayor contacto con el vapor de

agua; en la tabla N°5.4, tenemos que para la cantidad de materia de _
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2 kg obtuvimos un ligero mayor rendimiento promedio que es 0,367 %
en comparacion con la cantidad de 1,5 kg .do‘nde obtuvimos 0,363%:
en la tabla N°5.5, tenemos que para el volumen de 6L obtﬁvimos un
mayor rendimiento. promedio que es 0,368 % ya que con el volumen
de 5 L obtuvimos 0,362% , esto demostré que estas condiciones de

operacién influyen en el rendimiento de la obtencion del aceite .

Para evaluar mediante el analisis de varianza (ANOVA) en lo que
corresponde al tamao de particula se rechaza Ia hipotesis nula y se
concluye que los tamaﬁos de particulas producen diferencias
éigniﬁcativas en el rendimiento al 95% del nive! de confianza, ya que
representa un valor F calculado de 14.35 superior al F 'tabular.

Ademas, se observa que el P-Valor es menor a 0,05 (p<0.05)

De acuerdo a ios resultados‘ob'tenidos en e! desarrollo experimental
(tabla N°5.2) se establecié que en la obtencién del aceite esencial de
hierba luisa se tuvo un mayor r.endimi.ento (0,387 %) para las
siguientes condiciones: tamafio de particula 3 cm, volumen de agua 6

litros y cantidad de materia 2 kg.
Ademas de la grafica N°5.1, se cbservd de las curvas de destilacion

para tamano de particula de 3 cm, que los datos de la experiencia 1y

experiencia 3 tienden a superponerse, asi mismo se observé la misma
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tendencia en la experiencia 2 y experiencia 4, entonces para estos
casos el volumen de agua no es significativo para la veiocidad de
destilacion, dado que se obtiene la misma cantidad de aceite a una

determinada velocidad de destilacion.

De la grafica N°5.2, se puede observar que las curvas de destilacion
para tamario de particula de 5 cm, en la experiencia 6 y experiencia 8
tienden a superponerse, se observa la misma tendencia para la
experiencia 5 y experiencia 7, entonces como las curvas son
similares, la velocidad de destilacién es independiente al volumen de
agua utilizada.

De la grafica N°5.3, se puede observar que la curvas de destilacion
para la cantidad de materia de 1,5 kg, de la experiencia 1, experiencia
3, experiencia 5 y la experiencia 7 tienden a superponerse, la misma
tendencia se puede observar respecto a la grafica N°5.4 para la
cantidad de materia de 2 kg en Ia experiencia 2, experiencia 4,
experiencia 6 y la experiencia 8, entonces el volumen de agua y
tamano de particula no son significativos para estos casos, se puede
determinar que se obtienen la misma cantidad de aceite a una misma

velocidad de destilacién.
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De la grafica N°5.5, se observd que las curvas de destilacion para el
volumen de agua de 5 L, de la experiencia 2 y experiencia 6 tienden a
superponerse, .la misma tendencia se puede observar para la
experiencia 1 y experiencia 5, entonces la cantidad de materia no es
significativa para estos casos, se puede concluir que obtienen la

misma cantidad de aceite a una misma velocidad de destilacion

De la grafica N°5.6, se observé que las curvas de destilacion para el
volumen de agua de 6 L, de la experiencia 4 y experiencia 8 tienden a
superponersé, la misma tendencia se observa para la expeﬁencia 3y
experiencia 7, entonces como fas curvas son similares, la velocidad

de destilacién es independiente a la cantidad de materia utilizada.

e Adermas segun la tabla N°5.1, con los datos obtenidos en la
destilacion podemos determinar que el tiempo de operaciéon promedio
es de 30,37 minutos siendo 29 minutos el minimo y 32 minutos el
maximo, y el promedio de flujo de vapor fue de 17,8775 mbi/min,

siendo 16,35 ml/min el minimo y 19,10 mL/min el méaximo

Hipo6tesis 2

e El aceite esencial de hierba luisa analizado por GC-MS, tuvo un perfil
cromatografico similar al detaliado en el marco tedrico. El compuesto

que se encuentra en mayor proporcién segun la Tabla 5.12 es el
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Citral, monoterpeno compuesto por dos isomeros geométricos
Geranial {(a - citral) y Neral (8 - citral), alcanzandlp una concentracion
conjunta de 67,49%. A continuacion, aparece el § - mirceno, con una
composicién de 14,23%. Los 3 compuestos dan en conjunto una
composicion de 81,72%, mieﬁtras que, lo restante pertenece a
compuestos con baja composicion, entonces se cumple que el

componente mayoritario es el citral.

Hipotesis 3

Se ha determinado que el aceite esencial de hierba luisa tiene

propiedades antibacterianas:

o En la tabla N° 513 y N° 5.14 se muestran las concentraciones
iniciales empleadas para el Escherichia coli de la cual se obtiene Ia
grafica N° 5.7 en donde se observa las curvas de crecimiento o
inhibicién para cada concentracién, se determina que a medida que
aumenta la concentracién del aceite esencial de hierba iuisa
disminuye la poblacilén' inicial, particularmente se observa que para el
Escherichia coli en la Graf;ca N°® 5.7 a una con;:entracién de aceite
esencial de 0,04 mVIT se tiene uhadisminucién poblacional de manera

significativa en 2,2 horas en comparacion con las demas.
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En la Tabla N° 5.17 para una concentracién de aceite esencial de
0,02 mL su reduccion poblacional es del 99,080 % mientras que para
la concentracién de aceite esencial de 0,04 es de 99,9964 % el cual
éste Ultimo se considera que es el CMI (Concentracidn minima
inhibitoria) ya que cumple el porcentaje de reduccion de 99,9 %. Se
observa ademas en la Grafica N°5.9 y en ta Tabla N° 5.17 se cbserva
que la letalidad del aceite esencial de hierba Luisa se incrementa al

aumentar la concentracion de aceite esencial utilizado.

Segln la Tabla N° 5.17 la velocidad de la letalidad es de 1,0974
UFC/mb/hora para la concentracibn minima inhibitoria (CMI)

encontrada de 0,04 mi aceite esencial de hierba luisa.

Para el Staphylococcus aureus Se observa que en la Grafica N°
5.10 la letalidad ocurre a las 27 horas para todas las concentraciones
de aceites empleados, sin embargo se considera la concentracién
minima inhibitoria (CM! ) segin la Tabla N° 5.18 a la concentracion
de 0,01 ml. de aceite esencial debido a que reduce la pobiacién de
Staphylococcus aureus a un 99,882% (99,9%) en 21 horas
aproximadamente la cual cumple con la reduccién del 99,9% de la
poblacién bacteriana.

Se manifiesta también en la Grafica N°5.10 y en la Tabla N° 5.18 que

la letalidad del aceite esencial de hierba Luisa frente al
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Staphylococcus aureus se incrementa al aumentar la concentracion
de aceite esencial utilizado.
Siendo la velocidad de la letalidad con 0,1581 UFC/mL/hora con la

concentracion de 0,01 ml aceite esencial de hierba luisa.

6.2. éontrastacién de resultados con otros estudios similares

Hipo6tesis general:

¢ En el estudio realizado por Onawunmi GO, Yisak WA, Ogunlana EO,

cuyo trabajo de investigacién titulado:

”Componeﬁtes antibacterianos en el aceite esencial de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf “concluyé que los componentes alfa-citral {(geranial)
y beta-citral (neral) inducen individuatimente accién antibacteriana sobre
organismos -gramnegativos y grampositivos, por o taﬁto el aceite
esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), obtenido
por el método de arrastre con vapor redujo la ca.rga bacteriana
significativamente debido a la actividad antibacteriana de sus
componentes, aquello adémés se determiné experimentalmente
hallando su letalidad y respectivas concentraciones minimas

inhibitorias para cada bacteria.
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Hipoétesis especificas:

Hipo6tesis 1

¢ En el informe realizado por la Ing. Viorica Sianciup S. titulado “Estudio
‘de la extraccién y separacion del aceite _esenciél de hierba luisa
(Cymbopogon citratus Stapf)” las condiciones de operacién a nivel
|aboratorio‘ que realizd fueron las siguientes: Tamano de hojas secadas
al ambiente 1 a 2- cm, masa de hojas: 3,7 a 4,3 kg; Tiempo de
operacion: 40 a 60 minutés; volumen 8el égua:4 a 4.5 L obteniendo un
rendimiento entre 0,40 y 0,51%, en la presente tesis las condiciones de
operacién que se realizé fueron: tamanio de hoja fresca: 3 y 5 cm,
cantidad de materia prima: 1,5 y 2 kg; tiembo de operacién: 29 a 32
minutos; volumen de agua: 5§ y 6 L obteniendo un rendimiento promedio
de 0,375 y 0,354 % respectivamente, por o tanto se determiné que las
condiciones d‘e operacion si influyen en el rendimi:ento de la obtencidn
del aceite de hierba luisa, la éual fue menor en nuestra experiencia
debido principalmente al tamafio de la muestra y al uso de hojés

frescas.

Hip6tesis 2

. Segﬁﬁ la norma ISO 3217: 1974 Oil of lemongrass (Cymbopogon

citratus) sefala que el aceite esencial de hierba Luisa debe tener una
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densidad relativa entre 0,872 - 0,897, en el caso del aceite esencial en
estudio se obtuvo una densidad de 0,887, por lo que se encuentra
dentro de los parametros normales de calidad establecidos para los

aceites esenciales.

Esta norma indica ademas que el aceite debe tener un indice de
refraccion entre 1,4830 — 1,4890, en el caso de la muestra tiene un
valor de 1,484, dicho resultado se encuentra dentro de los parametros
establecidos.

Presenta ademas el analisis de aceite de hierba luisa resultados de
indice de yodo de 2,40 g de yodo absorbido/100 g de muestra, indice
de acidez de 2,219 mg KOH/g de aceite, indice de saponificacion de
6,752 mg KOH/g de aceite y un indice de ester de 4,534 mg KOHIg de

aceite.

Distintos estudios y referencias bibliograficas muestran que el
componente mayoritario del aceite esencial de hierba luisa es el Citral
con una concentracion entre 70% — 85% (Castro, J y Bedoya,l, 20086) ,
de igual manera Guenther (1963) citado por Reevs (1975) indica que
el porcentaje varia enfre 65 y 85 % dependiendo de la variedad de
hierba luisa. Por {0 que se concluye que el porcentaje de citral obtenido
(67,49%) en la tesis corrobora el % alto de este componente

contrastado con estos estudios, ademas considerando que el tiempo de
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almacenamiento del aceite de hierba luisa influye en el contenido final
de citral, la cual disminuye con el trascurrir de los dias.

Hipétesis 3

« La concentracién minima inhibitorfa (CMI) del aceite esenciéi obtenido
de hierba luisa frente Escherichia coli fue de 0,04 mi de aceite / 10
mL _de medio dé' cultivo ,cuyo resuitado confirmd el efecto
antibacteriano signiﬁcativo' que posee fl;ente a esta béctefia Gram
negativa, lo que se contrastd con. ell estudio realizado por el
Lic.Quintana Rojas (2014)’ titulado * Efecto del aceite esencial de
Cymbopogon citratus y de f:ftrus limon en la scbrevivencia de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli “cuya concentracion minima

inhibitoria (CMI) fue de 0,80 ulLde aceite/mL frente a esta bacteria.

‘La concentracién minima inhibitoria (CMI) obt;enido del aceite esencial
de hierba luisa frente al Staphylococbué aureus‘fue de 0,01 mL de
aceite / 10 mL de medio de cultivo, cuyo resultado también confirmé el
efecto antibacteriano signiﬁcatiQo’ que posee frente a esta bacteria
Gram positiva, lo que se contrasté con el estudio realizado por el
Lic.Quintana Rojas (2014) titu.!ado “ Efecto del aceite ésehcial de_
Cymbopogon citratus y de citrus limon eﬁ Ia. sobrevivencia de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli " cuya concentracion minima

inhibitoria (CMI) fue de 0,10 uL de aceite/mt frente a esta bacteria.
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1.

VIl. CONCLUSIONES

Al analizar las caracteristicas fisicas y quimicas del aceite esencial de
hierba luisa, seglin la ﬁorma ISO 3217: 1974 Qil of lemongrass
(Cymbopogon citratus), se determiné que el aceite se encuentra
dentro de los parametros normales de calidad obteniendo los
siguientes resultados: densidad relativa de 0,884, indice de refraccién
de 1,484, ademas parametros como indice de yodo de 2,40 g yodo
absorbido/100 g de aceite, indice de acidez de 2,219, indice de éster
de 4,534 e indice de saponificacion de 6,752 mg KOH/g de aceite,
ademas se determind la concentracién minima inhibitoria, que fue de
0,04 mi de aceite esencial para Esecherichia colli y 0,01 ml para

Staphylococcus aureus.

Se determind las siguientes condiciones para la obtenciéon de aceite
esencial de hierba luisa: para un tamafo de 3 cm de hojas, un
volumen de agua de 6 L y una cantidad de masa de 2 kg, se obtuvo
un rendimiento de 0,3875 % que es mayor en comparacion con las
otras condiciones, determinando asi que éstas influyen de manera

significativa en el proceso de obtencion.

Se determind que el componente principal seglin el anélisis

cromatografico de gases es: el Citral (67,49%), compuesto por dos
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isdbmeros a — citral (neral) y B ~ citral (geranial), con una composicion
de 29,61 % y 37,88 % respectivamente, seguida del B - mirceno, con

una composicion de 14,23%.

De acuerdo a los ensayos microbiolégicos realizados se determiné la
actividad antibacteriana del aceite esencial de hierba luisa frente a las
bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus, conformada por
sus concentraciones minimas inhibitorias que son de 0,04 y 0,01 ml
de aceite respectivamente (en 10 mL de medio de cultivo),y sus
letalidades que son 1,0974 y 0,1581 UFC/mi/hora respectiv-amente,
por lo tanto el aceite esencial de hierba luisa puede ser destinado
como un producto antibacteriano debido a la actividad antibacteriana
que posee debido a los diferentes principios activos presentes,

principalmente por el componente mayoritario: el citral.
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VIil. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda, debidé a las mﬁltiples eipli_caciones que se le da al
aéeite de hierba 1uisa. darle un valor agregado, como, por ejemplo: aditivo
natural en la elaboracién de ar:ticulos de limpieza o de aseo personal
como desinfectantes, jabones, etc. debido a su efecto antibacteriano, para

ello se deben realizar mas pruebas experimentales.

2. Se recomienda empezar ia bﬁsq_ueda de la concentracibn minima
inhibitoria (CMI) de mas microorganismos evaluando diferentes
concentraciones de inhibicidén y letalidad ya que hay diversas cepas de

mucha importancia en la salud publica.
3. Se recomienda experimentar con hojas secadas al ambiente o en

estufa para conocerlla influencia de la humedad de las hojas en el

rendimiento del aceite esencial de hierba luisa.
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901

“CARACTERIZACION Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) OBTENIDO POR EL METODO DE ARRASTRE CON VAPOR

MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLE DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICARORES METODO
o gfml
: Caracteristica: . iodo
lma:: risticas sen isi tas Determinar las caracteristicas Ef aceite esencial de hierba luisa M lnfiacas a sacg::;:sd « Densidad .gbsorhido /10
carac 181635, | grcicas, quimicas y 1a actividad | (Cymbopogon citratus (DG) Stapt.), | Tovces ¥ :
quimicas y fa actividad . antibacteriana del aceite + Indice de yodo Og de muestra
. antibacteriana del  aceite cbtenido por e método de arrastre .
antibacteriana del aceite N " esencial de hierba luisa o [ndice de acidez emg KOH/g
esencial de esencial de esencial de hierba luisa con vapor reducen la carga (Cymbo n Hratus o indice de aceite » Andlisis
{Cymbopogon  citratus  (DC.) bacteriana significativamente Pog , experimental
hierba luisa (Cymbopogon .. i ) {DC.} Stapf.), obtenide por saponificacién *mg KOH/g
Stapf.), obtenido por el | debido ala actividad antibacteriana e
ciratus  {DC)  Stapf.), " dea On VaPO de sus componentes el método de arrastre con + Numero de esteres aceite
obtenido por el método de étodo de arrastre pot. PO . vapor. « indice de refraccisn emg  KOM/g
arrastre con vapor. acette
» adimensional
VARIABLES £
- 0
SUB ~PROBLEMA OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS INDEPENDIENTES DIMENSIONES INDICADORES METOD
Determinar las condiciones .
"m:;:o deben ::’ '7: para la abtencién del aceite Las condiciones de operacidn, asf Z(;mnc‘t;::imn::l pa;:e"I:
hte m’:" de:"‘ aceite | #sencial de hierba luisa | como el tamafio de la hoja de | CESTESR TR SO * Medicién
esencial de hlerba fulsa (Cymbopogen citratus  {DC) hierba luisa v la volumen de agua , (Cym on it * Tamafio de muestra ¢« cm tongitudinal
i . (:C) Stapf.), por el método de cantidad de materia utilizados (C) Sita pfg ) "~ por el + Cantidad de materia « kg s Gravimetria
st;‘ym ¥ gonl ; sl de afrastre Con vapor, influye en el rendimiento de fa &todo de. " castre con | * Volumen deagua o | * Medicién de
apt), por e obtencion del aceite. m g volumen
arrastre con vapor? vapor.
{Cuéles son los Xz Componentes
componentes  principales Detel:minar los componentes El componente active mayoritario principales del aceite "
. 3 principales del aceite esencial . * Cromatografia
del aceite esencial de hierba del aceite esencial de la Hierba Luisa esencial de hierba luisa \
N de hierba luisa (Cymbopogon 3 . + Composicié de gases
luisa {Cymbopogon dtratus . {cymbopogoncitratus {DC) Stapf.), {Cymbopogon dtrotus .
citratus (DC.} Stapf.), obtenido 3 o citral n  quimica acoplada a
{DC.) Stapf.), obtenide por r el método de arrasire con que le confieren un efecto {pC.) Stapf.), obtenido por (%) es ometr!
el método de arrastre con E:por antibacteriano es el citral. el mé&odo de arrastre con a diemasas
vapor? : vapor.
dCudl es la  actividad . wid El efecto antibacteriano del aceite Xa H Actividad
antibacteriana del aceite a nﬁb:x:i:na fa dela aceit: de hierba antibacteriana del aceite eml de aceite
esencial de la hierba fuisa esenciél de la hierba luisa luisa{Cymbopogonsitratus{DC.) esencial de la hierba luisa + Concentracién esencial / mi s Método de
{Cymbopogon citratus {DC.) Stapf ), sobre el Escherichio cofi y {Cymbopogon citratus minima  inhibitoria . dilucidn  de
Stapt.), frente al Escherichla | (YTPopogon ditratus (DC} | o by o ocous  gureus  es | (DC) Stapf), frente al {cmi) de ~ medio | ldg
wfy yr
coli staphylovoteus | SPT frente al Escherichia | Storl Escherichia  coli cultivo
¥ P coli y Staphylococcus aureus. &n ’ Y
oureus? Staphylococeus aureus.




TAXONOMIA DE LA HIERBA LUISA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS o

Universidad del Periy, DECANA DE AMERICA
MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Musen de
Historia
Natutal

[

“A#o del Buen Servicio-al Ciudadano®

CONSTANCIA N°088-USM-2017

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

La muestra vegetal (hojas), recibida de Dennis Antonio LINO BAUTISTA,
estudiante de [a Facultad de Ingenierfa Quimlea de la Universidad Naclonat Del Callag,
ha sido estudiada y dasificada como: Cymbopogon citratus {DC.) Stapf. y tlene Ia
sigutente posicién taxontmica, segin e} Sistema de Clasificacidn de Cronquist (1981):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUB CLASE: COMMELINIDAE
ORDEN: CYPERALES = °
FAMILIA: POACEAE
GENERQ: Cymbopogon '
ESPECIE: Cymbopogon cltratus (DC.) Stapf

Nombre \;u!gar: “hierba luisa”. )
Oeterminado por: Mag. Maria 1. La Torre A.

Se edtiende ta presente constancla a solicitud de la parte Interesada, para fines de
estudlos, . ' '

Fecha, 17 de mayo de 2017

ACEMID
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ANALISIS DEL ACEITE ESENCIAL DE HIERBA LUISA

8.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIER{A .

FACULTAD DE CIENCIAS R e
LABICER (Laboratorio N® 12) ;I,‘ ABICER
ANAUSIS QUIMICO, CONSULTORIA E INVESTIGACION

INFORME TECMICO N° 1042 ~ 17 - L AB. 12

DATOS DEL SOLICITANTE

NOMBRE DEL SOUCITANTE : JOHN FELIX CHAMPI CLARDS

DNI : 42041637

CRONOGRAMA DE FECHAS

FECHA DE RECEPCION : 1710712017

FECHA DE ENSAYO : 19707/ 2017

FECHA DE EMISION : 20107 /2017

ANALISIS SOLICITADO ©t AMALISIS DE ACEITE ESENCIAL

DATOS REFERENCIALES DE LA MUESTRA SEGUN EL CLIENTE

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA 1 01 MUESTRA DE ACEITES ESENCIAL DE HIERBA LUISA

LUGAR DE RECEPCION : LABORATORIO LABICER - FACULTAD GE CIENCIAS

CONDICIONES AMBIENTALES t Temperaturs: 25 *C; Humedad relativa; 65%

EQUIPOS UTILZADOS ©  Refracimetro Lelca 10480 Mark 11 Abbe

RESULTADOS 7

e : HETODO DE
ANALISIS _ RESULTADOS REFERENCIA

Densidad, gimt 0.884 NTP-ISO 278:2011
Densidad refativa, gimi 0.887 NTP-ISC 278:2011
Tndica da iodo, g 6o Yodo absorbido 7 100 a0
o de m 240 NTP IS0 3964:2012
Indice de aciez, mg KOHIg acefa 2210 NTP 3190851574
indico de saponificacion, mg KOHA acel B.752 .[  NTPSD 3857:2016
Himero de dster, mg KOG soete 453 NTP 319.088:1974
Indice de refraccion 148 - NTP ISO 280:2011

VALIDEZ DEL INFORME TECNICO

Los resuttados de esto Informe iécnico son vilido solo para ta muestra proporcionada por el solicitants del
servicio en 1as condiciones indicadas del presents Informe tenico,

Andlista
LABICER -UNI

(') B Laborstorio no et resporrmbiles def muestres m ds b procedingls de fs moestrs,

INFORME TECNICO N° [042.17- LABICER Pigira 1 de |

Av. Tipac Amara 2t0 Lima 31, Penii. Central; 481 1070, Teléfono: 382 0500. E-mail: otiliaGiuni edupe
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COMPOSICION QUIMICA DE ACEITES ESENCIALES POR
CROMATOGRAFIA DE GASES

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de-resuitados
Soflcitante: Dennis Lino Bautista, Universidad Nacional de! Callao
Muestra: Aceite esenclal de “Hlerba Luisa”® '
Anélisis: Composiciébn quimica de aceites esenciales por
Cromatografia de gases acoplada a espectrometifa
de masas, - '

Fechade entrega de Resultados: 12 de julio 2017

RESULTADOS
£n las paginas 2 a 4 del presénte informe.
Atentamente,

p,

Dra. RosarloRojas Durén

Unidad de investigacién en Productos Natursles
LID-Laboratorio 209

e-mall: rosasiorolas@upch pe

pagins web: www.uipn-upch.pe

Telafono: 51-1-3150000 AnExo 2705

Av. Honorio Delgado 430, Lima 31 / Apartado Postal 4314
Central Telefénicd: (5113 3190000 2402 Secretaria Académica-de
Facultad de Ciencins y Filosofia Alberte Cazorla Talleri

Pégina 1de 4
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CIAL DE “

Se Identificaron 21 compuestos que comprénden el 100% de la composiciéh total de! aceite

esencial, :
Nombre def compuesto (NIST08.L)
‘metil-5-Hepten-2-ona '
[ 7 o | 1615 | 1423
3 franspOcimeno 1669 0.54
4 Icis-B-Ociméno ‘ ~1885 | 033
5 ,Ioesconodao (CuF) 1839 | 0.8
8 Ip—Lina!ool = 18.86 102
kB lDesconocido(CmeO) 2003 2.10 I
8 [|oCironelal 2030 ] o015
I 9 [pesconocido i) 2037 | 018
I 10 IDesoonocldo (CroH10) 2057 347
KL *Iogsm*wao‘(c,;n,gd) 217 .95
12 F—Citronelo! 2252 024
13 F-cm "' 23.04 2061
14 ']euan'io'n ] JI 722 | 246
15 lﬁ-Citral' | BP) 3788
I 16 F-Undécahona 2440 067
I 17'7 IAoe‘taio.de Geranio! 2668 020 1
| 8 [froerrenc @@ | o1
Pégina 2de 4
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NORMAS TECNICAS PERUANAS (NTP) -

A. DENSIDAD RELATIVA (NTP- 1SO 279:2011)

NORMA TECNICA ~ NTPIS0279
PERUANA ' 2011 (revisada el 2016)
Direccitn de Normalizacifn - INACAL '

Calle Los Cametias 815, San Isidro (Lima 27) : Lirma Perd

Aceites esenciales. Determinacion de la densidad relativa a
20 °C . Método de referencia "

ESSENTIAL OILS. Determiration of relative density nt 20°C . Refercaoe method

(EQV.ISQ 279:1998 Bssential oils —~ Ducrrulmhon of relntive density at 20 °C - Reforence method)

2016-07-18 1
1" Edicién
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NORMA TECNICA NTP-1SO 279
PERUANA tde?

Aceites esenciales. Determinacién de la densidad relativa a 20
°C . Método de referencia

1 ALCANCE

La presente Norma Técnica Peruana especifica ef método de referencia para la deferminacién
de L densidad relativa de aceites esencinles 1 20°C .

NOTA: §i ¢s necestrio realiz ¢f ensayo 2 una temperatura diferente como cossocuencia de b patumatern
del acelte esencial, se debe menctonar n temperature en b Norma Técnice apropiada ol zoeite esencial en
cuestién, La comeccién promedio en b regién de 20 °C es de 0.0007 2 0,000 § por grado Celsivs,

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Las siguientes normas conticnen disposiciones que af ser citadas en este texto, constituyen
requisitos de csta Norma Técnica Peruana. Las ediciones indicadas cstaban en vigencia en el
momento de esta publicacion. Como toda Norma estd sujeta # revisién, se recomienda a
aquellos que realicen acuerdos con base en cllas, que analicen 1a convenicncia de tsar las
ediciones recientes de las normas citadas seguidamente. El Organismo Peruano de
Normalizacién posce, en todo momento, la informacién de las Normas Téenicas Peruanas en
vigencia.

Norma Técnles Intemacional

150356 Aceites escnciales - Preparacifn de muestras
de prueba
3 TERMINOS Y DEFINICIONES

Pam efectos de la presente Norma Téenica Peruana se aplican los siguientes témincs y
definiciones:
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NORMA TECNICA NTP-ISO 279
PERUANA 2de?

31

Densidad relativaa 28°C

Es Ia relacién enire Ia masa de un volumen dado de aceite a 20°C y ta masa de un volumen
igual de agua destilada 220 °C .

NOTA: Esta cantidad es adimensional y su simbolo es d::

32
Densidad absoluta a 20 “C de un aceile esencial
Es la relacion entre 1a masa de un volumen dado de aceite a 20°C al mismo volumen.

NOTA: Esta cantided sc expresa £n gramos por mililitro.

4 PRINCIPIO

Volimenes iguales de aceite esencial v agua, a 20 °C, son pesados sucesivamente en un
picnémetro.

5 REACTIVOS

Agua destilada, recién hervida y posteriormente enfriada a aproximadamente 20 °C .

6 APARATOS
Aparatos de uso comin en laboratorio v los siguientes.

6.1 Picndmetro de vidrio, de una capacidad nominal ménima de 5 ml.
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NORMA TECNICA NTP-ISQ 279

PERUANA 4de?
9 PROCEDIMIENTO

9.1 Preparaciéan del picnémetro

Limpigr cuidadosamente el picndmetro {6.1) y luego enjuagarto, por ejemplo, con etanof y
acetonq, fvego secar ef interior con una corriente de aire seco.
De ser necesario, limpiar el exterior con un trapo seco o un papel de filtro,

Cuando se alcance ¢l equilibrio de temperatura entre la cAmara de la balanza y ¢! picnémetro,
considerando su tapdn; realizar el pesado con una precisién de 1 mg .

9.2 Pesado del agua destilada
Llenar ¢} picnometro con agua destilada (5.1).

Sumergir el picndmetro en bafio marfa (6.2). Después de 30 min , Henar con agpa hasia la
marce, en caso sea necesario. Inserte ¢ tapdn, si lo hubiese, y secar ¢l exterior como antes,
€ON un trapo seco o papet de filtro,

Cuando se afcance el equilibrio de ternperatura entre la cimara de 1a balanza y el piendmetro,
considerando su tapon; realizar €l pesado al 1 mg mis cercano.

9.3 Pesado del aceite esencial
Vaciar el picndmerro, luego lavario y secarlo como se especifica en al aparindo 9.1 .

Proceda como se indica en 9.2, reemplazando €l agua por la muestra de prueba preparada
segiin lo especificado en el capitulo 8 .
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NORMA TECNICA . NTP-150 279
PERUANA 5de?

10 EXPRESION DE LOS RESULTADOS

La densided relativa, dJ . se da por la sipuiente ecuacién:

mz- ply
iy - 1y
donde:
mo s la msa, en gramos, del picnémetro vacio determinado en el apartado 9.1 .
il es In masa, en’ gramos, -del picﬁ(»mc:ro Henado con agua, determinndo
oonforme al apartado 9.2 . ’
mz es 1a masa, en gramos, del picnémetro llenado con aceite esencial, determinado

conforme al apartado 9.3 .
Expresar ¢l resultado con tres decimales. '

NOTA 1: ¥n la priieticn, no'sz reatizn rlingug{a comoockin pam <] empuje ascendente debido al abe.

NOTA 2; Los instrumentos clectronicos con frecuencia registran niveles mis exactos.

Si se requiere la densidad absolura del acéite esencial, multiplicar el valor obtenido parz 1a
densidad relativa por la densidad absoluta del agua a 20 °C {por ejemplo 0,998 23 g/ml).

11 INFORME DEL ENSAYO
El infarme del ensayo indicard:

- €l método utilizado;
- el resultado obtenidory .
- si s¢ ha verificado la repetibilidad del resulindo fina! oMenido.

O 150 1998 - © INACAL 2016 - Todos los derechos son reservados
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B.- INDICE DE REFRACCION (NTP - ISO 280:2011)

NORMA TECNICA NTP-ISO 280
PERUANA 2011 (revisada el 2016)
Direccitin de Nommalizacién - INACAL

Chlle Las Camelias 815, San ksidro (Lima 27) Lima Peri

Aceites esenciales. Determinacion del indice de refraccién

ESSENTIAL OILS. Determination of refractive index

(EQV. 1S 280 {998 Essential oils ~ Determinntion of refractive index)

2016-07-18
1* Edicién
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NORMA TECNICA NTP-1S0 280
PERUANA 1deb

Aceites esenciales. Determinacion del indice de refraccion

1 ALCANCE

Esta Norma Técnica Peruana especifica un método para In determinacién del fndice de
refraccitn de aceites esenciales.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Las sigutentes normas contienen disposiciones que al ser citadas en este texto, constituyen
requisitos de esta Norma Técnica Pernana. Las ediciones indicadas estaban en vigencia en el
momento de esta publicacién. Como toda Norma esta sujeta a revision, se recomienda a
aquellos gue realicen acuerdos con base en ellas, que analicen la conveniencia de usar las
ediciones recientes de las normas citadas seguidamente. El Organismo Peruano de
Normalizacion posee, en todo momento, la informacién de las Normas Técnicas Peruanas en
vigencia.

Norma Técnica Internaclonal

150 356 Aceites esenciales - Preparacién de muestras
de pruchs

3 TERMINO Y DEFINICION

Para fines de esta Norma Técnica Peruana, se aplica el siguiente 1&rmino y definicion.
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NORMA TECNICA B NTP-I50 280
PERUANA : 2de 6

kR

indice de refracclén, ﬂ:,

Es la relaci6n entre ef seno del fngulo de incidencia y o seno del dngulo de refraccitm,
cuando un rayo de fuz de longitudes de onda definidus pasa desde el aire hacia el aceite
esencial conservado a temperatura constante.

NOTA: La lnngitud de anda especificada es S89.3 am £ 0.3 nm que comesponde n fas lineas Dy y Dy
del espectro del sodio,

4 PRINCIPIO

De acuerdo ol tipo de instrumento utilizado, yo sca por medida directa del dngulo de
refraccién o que el fmite de reflexi6n total sea observado. siendo mantenido el aceite hajo
condiciones de isolropismo y transparencia.

) REACTIVOS

51 Productos estndar, de pgrodo refractométrico, para  ajustar  cf
refractometro, como sigue: .

5.4 Agua deslilada de Endice de refraceién 1,333 00 20°C .

T 512 p-Cimeno de (ndice de refmecion 1,490 62 20 °C .
513 Benzilhenzoato de fndice de refraccion 1,568 5220°C .

514 1-Bromoneftalina de indice de refraccitn 1,658 5220°C.
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NORMA TECNICA NTP-ISO 280

PERUANA 4deb
R PROCEDIMIENTO
8.1 Preparacién de la moestra de ensnyo

Preparir la muestra de ensayo, de acuerdo con la ISO 356 . Llevar ta muesira de cnsayo a
la temperaiura en fa que se hardn las medicioncs.

8.2 Regulacidn del refractémetro

8.2.1 Regular ¢ refractometro (6.1) midiendo ¢l indice de refraccion de los
productos estindares descritos en los apartados 5.1.1a5.1.4 .

NOTA: Alganos instrumenias pueden ajustarse por miedio de una placa de-vidrio (6.4), de acuerdn
con las indicaciones proporcionadas por ef fabricante del instrumento,

8.2.2 Verificar que ¢l refractémetro (6.1) se conserva a la temperatura en la que se
harén las lecturas,

Esta temperatura no diferird de 1o temperanrs de referencia por més de 0,2 °C durante cl
CNsayo.

La temperatura de referencia es 20 °C . excepto para aguellos aceiles que no son liquidos a
esta temperatura, en cuyo caso se usarfi una temperatura de 25 °C 6 30 °C , dependiendo
del punto de fusidn de estos aoeites esenciales.

9 DETERMINACION

Colocar la muestra de ensayo, preparada de acuerdo con ¢l apunade 8.4, en e
refractémetro. Esperar hasta que la temperatura sea estable y hacer las mediciones.
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NORMA TECNICA NTP-1S0 230
PERUANA S5deé

10 CALCULO
El indice de refraccién H;, , a ln temperatura especificada ¢, estd dado por la ecuacidn:
nfy = ny +0,0004(1' 7}

donde:

o™~

es la lectura tomada a 1a temperatura de trabajo, ¢’ ¢n la que Tue realizada
verdaderamente la determinacién.

Expresar el resultado con 4 decimales.

il REPETIBILIDAD

La diferencia absolota entre 2 resuitados independientes obtenidos de pruebas individuales
usando el mismo método en un aceite esencial idéntico, en &l mismo taboratorio y
realizados por el mismo operador usando el mismo equipo con un intervalo corto de
tiempo, no serd en mds del 5 % de casos, mayor a + 0,000 2.

12 INFORME DE ENSAYO
El informe de ensayo contendrd la siguiente informacion:

- Todos los detalles necesarios para la identificacién completa del producto;
- Elmétedo de muesireo usade. si es eonocido:

- El método de ensayo usada con referencia a esta Norma Técnica Peruang;
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C.- INDICE DE ESTER (NTP 319.088:1974)

NORMA TECNICA NTP 319.088

" PERUANA 1974 (revisada el 2016)
Dircecifn de Normalizacion - INACAL
Cable Las Camelins &1 5, San Isidro (Lima 27)  Lima Peri

ACEITES ESENCIALES. Determinacién del indice de
éster

ESSENTIAL OILS. Desermination of esier index

20160718
1* Edicitn
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NORMA TECNICA NTP 319.088
PERUANA 1des

ACEITES ESENCIALES. Determinacion del indice de éster

NORMAS A CONSULTAR
NTP 319077 ACEITES ESENCIALES. Preparacitn de
la muestra pars andlisis
NTP 319.079 ACEITES ESENCIALES. Extrmccitn de
mugstras
NTP319.085 ACEITES ESENCIALES. Detemminacién
del indice de acidez
1 OBIETO
1.1 La presente Norma Téenica Peruana establece ¢l métedo de determinacidn

del indicc de éster de los acciles esencinles, .

12 Este métedo no es aplicable a los aceites esenciales que conticnen clevada
proporcitn de aldehidas.

2 PEFEINICIONES Y CLASIFICACION

2.1 Indice de Ester (TE.} de una aceite esencial: Es el ndmero de miligramos

de hidréxido de potasio neocsarios para neutralizar los dcidos liberados por hidrélisis dc
los éstercs contenidos en | g de aceite esencial.
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NORMA TECNICA NTP 319.088

PERUANA 2de5
3 EXTRACCION DE MUESTRAS Y RECEPCION

il Se realizarfi de acuerdo a lo indicado en la NTP 319079 .

4 METODOS DE ENSAYO

4.1 Preparaclfn dé 1s muestra a ensayar

4.1.1 Se realiza de acuerdo a lo indicado en 1a NTP 319.077 .

4.2 Princlpio de! método

4.2.1 Se basa en la hidrélisis de los ésteres bajo determinadas condiciones, por

"una solucién de titufo conocido y valoracién del exceso de 4lcali.

4.3 Aparatos

43.1 Burcta con ilave, de 25 ml groduada ot 0,1 .

432 Pipetn volumérricade 25 mi .

43.3 Pipetas volumétricade S mi,

434 Dispositivo para saponificacin, compuesto de un bal6n de vidrio resistente

a los flcalis, de 200 ml dc capacidad, con cucllo esmerilado, provisto de un tubo de vidrio
de por los menos 1 m de longitud y aproximadamente 1 cm de didmetro interno.

43.5 Fragmentos de picdra pémez .
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NORMA TECNICA NTP 319.088

PERUANA 3de5
44 Reactivas
44.1 Etanol, solucién al 95 % (v/v) a 20 °C , recientemente neutralizada por la

solucibn de hidréxido de potasio (véase apartado 4.4.2) en presencia de fenolftalefna

(véase apartado 4.4.4) o de rojo de fenot (vEase apartado 4.4.5) cuando el aceite esencial:

pose: constituyenles que contiench grupos fenolicos.

442 Hidréxido de potasio, soluc.ién 0.5 N en etanol.

443 Agidu clorhidrico & &cido sulfiirico, salucidn titulada G5 N

444 Fenclftaleina, solucién de 2 g por litro, e etanol de 95 % (viv) .

445 Rojo de fenol, sotui:i(m_de 0.4 g por litro en etanol de 20 % (viv) . -

45 Procedimfentn

45.1 Se pesn (') 2 g 005 g de muestr, con aproximeciin del miligramo.

452 Se introduce la mucstr pesada, en ¢l balén del dispositivo de saponificacién

conteniendo unos fragmentos de piedra pémez, se afiaden 25 ml de hidréxido de potasio
{véase apanado 4.4.2) (") y se lleva a ebullicién suave durante un tiempo que sc establece
en la norma técnica de cada aceite esential.

453 A continvacibn se deja enfriar. Se afiaden 20 mi de agua destitada, lvego
cinco gotas de fenobfialeing (véase apartedo 4.4.4.) (salvo en el caso de aceites eseaciales
fentilicos parn tos que es necesario emplear 5 gotas de rojo de fenol (véase apartado 4.4.5))
y se neutealiza In solucidn obtenida con el acido clorhidrico (véase apartedo 4.4.3) 6 el
fcido sulfirico (véase apartado 4.4.3) .
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4.54

Prueha en blanco

4.54.1 Paralelamente a la determinacitn y en las mismas condiciones operatorias,
se efeciia una prueba en blanco.

4.6

4,61

Vi

4.6.2

NOTA: Exta determinucion puede electuarse sobre fa solucidn proveniente de la determinacion del
indice de acidez con fis condicion de afadic 5 mi de etanol (apartado 4.4.5) en 12 prueba en blanco
antes de Jos 25 ml de hidréxido de potssio (apartado 4.4.2) (E1 volumen de etanol comesponde al
volnien introdurido en ¢l momento de In determinacitn del indice de acider (véase NTP 319.085).

Expresion de resultados
Sea:

el peso, en gramos, dc ls muestra tomada

el volumen en mililitros de fcido clorhidrico (véase 4.4.3) utilizado para la
determinacién

el volumen ¢n mililitros de #&ido clorhidrico (véase 4.4.3) utilizado para la
prueba en blanco

el valor del indice de acidez. determinado segdn la NTP 319.085

El indice de éster TE estd dado por la farmula siguicnte:

2805(V~V)
5 1A

NOTA: Cuande la determinacion €5 efectunda sobre 1a solucitn proveniente de la determinacidn del
fadice de acidez, o fndice de ésier IE, estd dado por la férmala siguiente:

28,05 (Vi - V)
P
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463 El indice de éster sc debe expresar con dos cifras significativas si es inferior
a 100 y con tres cifras significativas si es igoal o superior a H)0.

464 Precisién de los resnlizdos

4.64.1 En e caso de aceites esencisles que contengan &steres fAciimente
saponificables, tales como el acetato de linalilo, la variacién de resultados entre diferentes
laboratorios pueden llegar a 2, en el caso de los aceites esenciales que contengan ésteres
dificilmente saponificables, esta variacién puede Hegar 2 4 (estas ciftas no son vélidas sino
en el caso de que (Vi — V) sea por lo menos igual a 10y,

4.7 Informe

471 El informe del ensayo debe mencionar, ademds de los resultados, el método
empleado, cualquier particularidad observada durante las determinaciones y cualquier
detaile no sefialado en esta Norma Téenica Peruana o considerada como opeional, pero que
pueda haber influido sehre los resuitados,
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D.- DETERMINACION DEL iNDICE DE ACIDEZ (NTP 319.085:1974)

NORMA TECNICA
PERUANA

NTP 319.085
1974 (revisada el 2016)

Acidez

2016-07-18
lera Edicidn

ACEITES ESENCIALES. Determinécién del indice de
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1 OBJETO
1.1 La presente Norma Técnica Peruana establece el método de

determinacion del indice de acidez de los aceites esenciales.

2 DEFINICIONES Y CLASIFICACION
indice de acidez del aceite esencial (I.A.): Es la cantidad de miligramos
de hidroxido de potasio, necesario para nheutralizar los acidos libres

contenidos en 1 g de aceite esencial.

3 EXTRACCION DE MUESTRAS

La toma de muestras se realizara segin la NTP 319.079 .

4 METODOS DE ENSAYO

4.1 Preparacion de la muestra

4.1.1 La muestra se prepara segun la NTP 319.077 .

4.2 Principio del método

4.2.1 Se basa en la neutralizacién de los acidos libres por una solucién
alcohdlica de hidréxido de potasio.

4.3 Aparatos

4.3.1 Bureta de 25 mi, con llave, graduada al 0,1 .

4.3.2 Pipeta volumétrica de 5 mi .

4.3.3 Dispositivo de saponificacién formado por un balén de vidrio

resistente a los alcalis, de 100 ml a 200 ml de capacidad, al cual se puede
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adaptar con miras a la determinacion ulterior del indice de éster, un tubo
de vidrio que sirva de refrigerante a reflujo, con una longitud no menor de

1 m y con aproximadamente 1 cm de diametro intermo.

4.4 Reactivos

4.4.1 Etanol: Solucién al 95 % (V/V) a 20 °C recientemente neutralizado
con {a solucién de hidréxido de potasio (apartado' 4.4.2) en presencia de
fenolftaleina (apartado 4.4.3) o de rojo de fenol (apartado 4.4.4), cuando
el aceite esencial posee componentes que contienen grupos fenolicos.
4.4.2 Hidroxido de potasio: Solucién de aproximadamente 0,1 N {0 de
normalidad indicada enla Non"na especifica del aceite esencial) en etanol,
controlada diariamente.

4.4.3 Fenolftaleina: Solucién de 2 g por litro en etanol al 95 % (VIV).

4.4.4 Rojo de Fenol: Solucion de 0,4 g por litro en etanol al 20 % (V/V).
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4.5 Procedimiento _

4.5.1 Una vez pesada la muesfra, ésta se introduce en el dispositivo de
saponificacion.

4.5.2 Se agregan 5 ml de etanol (apartado 4.4.1), 5 gotas de fenolftaleina
(apartado 4.4.3) (excepto en el caso de aceites esenciales fendlicos en
los cuales es necesario usar 5§ gotas de rojo de fénol (apartado 4.4.4)) y
se neutrali;:a la solucién con hidroxido de-potasio (apartado 4.4.2) hasta ‘Ia
aparicién de una coloracién que pe;'s‘ista por ,algunoé segundos.

453 Eventualmehte, se reserva el baldn y su contgnido para la

determinacion del indice de éster (véase NTP 319.088)

4.6 Expresion de los Resultados

4.6.1 Sea:

P : El peso, en gramos, de‘la muestra ensayada;

V el volumen, en mililitros, de hidroxido de potasio (apartado 4.4.2)

utilizado

El indice de acidez se encuentra por la siguiente formula y se expresa con

un decimal.

5,6i xV
P
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E.- DETERMINACION DEL INDICE DE YODO (NTP- ISO 3961:2012)

| NORMA TECNICA NTP-1SO 3961:2012 |
| PERUANA

Determinacion del indice del yodo

'2012-02-10
12 gdicién
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1. ALCANCE
Esta’ Norma Técnica Peruana establece el método de referencia para
determinar el indice de yédo en grasas y aceites animales y vegetales, de

aqui en adelante denominados como grasas.

3. TERMINOS Y DEFINICIONES

Para los propédsitos de esta Norma Técnica Peruana, se aplica la siguiente
definicion:

3.1 indice de yodo (W/). Masa del halégeno, expresado como yodo,
absorbido por la porcion de ensayo siguiendo los procedimientos
especificados, dividido por la masa de porcién de ensayo.

4. PRINCIPIO

Se basa en la disolucién de una porcién de ensayo en un soivente y la
adicion del reactivo de Wijs. Después de un tiempo especificado, se
adiciona yoduro de potasio y agua, y se titula el yodo liberado con una
solucion de tiosulfato de sodio.

5. REACTIVOS

Se utilizan Unicamente reactivos de grado analitico reconocido, y agua
que cumpla con el grado 3 dé la 1ISO 3696.

5.1 Yoduro de potasio (Kl), solucién, concentracion de masa, p(Kl) = 100

g/t gue no contenga yodato o libre de yodo.

133



5.2 Solucidn de almidén: Mezclar 5 g de almidén soluble en 30 ml de
agua y adicionar a 1000 mi de agua hirviente. Hervir por 3 minutos y dejar
enfriar. Preparar solucion de almiddn todos los dias

5.3 Tiosulfato de sodio: Solucién patrdn volumétrica, cantidad de
sustancia concentrada, ¢(Na2S203.5H20) = 0,1 mol/l, estandarizado
como maximo 7 dias antes de usar.

5.4 Solvente: Preparado por la mezcla de un volumen de ciclohexano y
un

volumen de acido acético glacial (50 ml + 50 ml).

5.5 Reactivo de Wijs: que contiene monoclorhidrato de yodo en &cido
acético.

Puede utilizarse el reactivo de Wijs disbonib!e comercialmente. Se debe

tener en cuenta el tiempo de vida til dei reactivo.

6. APARATOS

Aparatos comunes de laboratorio y en particular lo siguiente:

6.1 Cuchara de vidrio para pesar, adecuado para la porcion de ensayo y
para ser insertado en los matraces (6.2).

6.2 Matraces cénicos, de 500 mi de capacidad, con tapones de vidrio
esmerilados y completamente secos.

6.3 Balanza analitica, capacidad de pesada con una precision de + -
0,001g.

6.4 Fiola, capacidad de 1 000 ml, ISO 1042[2] clase A
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6.5 Pipeta, capacidad de 25 ml, . automatica o ISO 648[1] clase”A

equipada con una bombilla de succion.

9. PROCEDIMIENTO

9.1 Porcién de ensayo-y preparacion de.la solucién en blanco

8.1.1 De acuerdo al indice de yodo esbergdo para la muestra, pesar con
apfoximacién de '0,001 g, en urna cuchara de ‘_vfdrio para pesar (6.1), la
mésa de la porcion de ensayo indicada en la Tabla 1..

TABLA1- Masa de 1a parcién de ensayo

Indice de yodo ésperado Masa de Ia porcién de Volumen del solvente
iy " ensayo (g) - ' (ml)
(8/100g) : . .

S W<15 1500 25
1.5<F<25 10,00 25
25<W< S5 300 , 20
S<Wp< 20 - 1,00 . 20

20< ;< 50 ‘ . 040 f - 20
50 < W< 100 020" - - 20
100 <W <150 ) 0,13 : 20
1150 < Wi <200 0,10 ‘ - 20

9.2 Deter‘minaeién

9.2.1 Colocar‘la.cucl:ﬁarg de vidric para pesar conteniend'o\-la porcién de
ensayo en el matraz de 500 mi (6.2) y afiadir el volurhen del solvente (5.4)
~indicado en {a Tabla 1.

Anadir 25 .ml del reactivo de Wijs (5.5) con la pipeta (6.5). Insertar el
fapén. darle vue,'l.tas al contenido y colocar el matrazra. oscurés.

9.2.2 Preparar un blanco-con el'sclvente y el reactiveo como en 9.2.1pero
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omitiendo la porcién de enséyo.

| 9.2.3 Para muestras que contienen un indice de yodo por debajo de 150,
dejar los-matraces en la oscuridad por uné hora. |

- Para muestras que bontienen un -indice d_é yodo sobre 150 y para
productos polimerizados y aceites con écidos grasos dOnjugadbs (como
aceite de tung y aceite de castor deshidréta_do) y .cu_alquier aceite que
contenga ceto acidos grasos (tales comc; algunos grados de aceites de
<':astor\ hidrogenado_s) y productos oxidados de una -extension

considerable, dejar los matraces por 02 horas en la oscuridad.

9.2.4 Al finalizar el tiemp;) de reaccion (9.2.3) afadir 20 ml de- 'yoduro de
potasio (5.1) y 150 m| de agua.

Titular con solucién estandar de tiosulfato de sodio (5.3) hasta que ef color
amarillo debido al yodo casi ‘héya desaparecido. Ahadir unas pocas gotas
de solucién de almidén (5.2) y continuar la titulacion hasta que el color
azul casi deSéparezca desp;Jés de una fv.igofosa agitacion. Registrar el
volumen, V2, de la solucién de _tiosulfato de sodio requerida para alcanzar
el punto final. Notar que ia determinaéiéh potenciométrica del punto final
es permisible.

9.2.5 Simultaneamente realizar ia determinacion usando la soluciéon eh-
blanco (9.2.2). En ia deter;_minacién en blanco, en 9.2.4, registrar el

volumen
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de solucién de tiosulfato de sodio requerido para alcanzar el punto final

como V1.

10. EXPRESION DE RESULTADOS
El indice de yodo, 'WI, expresado en gramos por 100 g de grasa, esta

dado por la ecuacidn:

Donde:

c: es el valor numérico de la concentracién de la solucién de tiosutfato de
sodio {5.3) en moles por litro;

V1. es el valor numérico del volumen, e'n' mililitros, de solucién de
tiosulfato usado para la prueba del blanco;

V2: es. el valof numérico del volumen,' en mililitros de la solucién de
tiosulfato de sodio usado para la determinacfén;

m: es el valor nﬁmérico de la masa, de la porcion de énSayo, en gramos.

TABLA 2 - Redondec de los resultados
Valores en gramos por 100 g

Ry Redondeo n -
£N00y : '
w;<20 0,1
20 < ;< 60 05
W > 60 1
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CONSTANCIA EMITIDA POR EL INSTITUTO DE INVESTIGACION DE

ESPECIALIZACION EN AGROINDUSTRIA

INIVERSIDAD NACIONAL DEL CALLAO
Vicerrectorado de Investigacién
Instituto de Investigacidn de Espéecializacién
en Agroindustria.

Yo et . vt o D™
CONSTANCIA N° 013-2017-11EA/VRI

Bellavista, 08 de.agosio del 2017

La Directora del Tnstituto de Javestigneibn de Espaeinlizacitn en Agroindusiria
de In Universidad Nacional del-Callno, que suseribe hace CONSTAR:

Que. los Sefores:
Jofin Félix Champi Claros y
Dennis Antonio Lifio Bautista

Bachilleres de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Univeesidad Nncional
del Callno, han realizaido la parte experimental de 1 tesis “Caracterivacién y
avalnncién de ln actividad antibacteriana el neeite. ezencial de hisrha luiss
(Cymbopogon citratus (DC.J Stapf.) oltenido por el nitodo do arrastre con
vapor™ en ef Laboratorio de Microbiologin-del Instituto dn [nvestigacién de

Eepecinlizacién en Agroindustria, en el perioda comprendido entre of 03 ile

julio 2017 al 07 de ngosto-del 2017,

Se expide la presente Constancin, a solizitud del interesido para fos fines qua
estime conveniente.

Atentamente,

O Ankey
SPCHE A NEANT

< Delharivia
o I ea.‘:ufmq 2 {311} 4637223
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IDENTIFICACION DE BACTERIA ESCHERICHIA COLI ATCC 25922

4 Centro Naclonal de w, - L
., -salud pablica - Aflo del Buen Servicio al Clucl

- I S

DATOS GENERALES:

Narhbre: Escherchie colil ATCC
- Codigo. 25922

IDENTIFICACION:

Medlo de cuttive: 18 ~ 24 hores , 37°C, Atmosfera normal

Agar McConkey. colonias rajas

Coloractn GRAM: bacilo GRAM negelivo miden 0.5 u x 3u largo

! Prucoas bioquimicas minimas:
Agar TSi: K/A {atcaling / acido} con gas y sin hidrbgeno sulfurado
Agar LIA: K/K (alcalino / alcaling) sin hidrdgeno sulfurado @ Iridol positivo

Pruebas bioguimicas complementanas:
Ciralo  : Negativo

Wovilidag: Posilivo

tndol : Positive

Qmilina : Pasifivo

Urea : Negativo

; Lac ccpa se manmne en:
; - Temperature ambiente: Agar lriplicasa soya debidamente sellado y rotufado.
- Ciionensarvacion: Caldo glicorol peptona 2 -20°C y a. 80°C

CONDICIONES DE BIOSEGURIDAD: :
Escharichia colt dobe manipularse de acuerdo al nivel 2 de bioseguridad, oorrespondlente aila
 clasificacian infernacional de riesgo NBS 2,

R !e del RN de nteropatégenos
Ccmro Nacional de Salud Publica
Instituin Nacionat de Satud

Caoer Yupangu! No. 1430, Jesis Murls, Lima 11
Caonedl, 637 0200 - Fax; 817 5244
e-mail posimaster@@ans gobpe 7 Pegms Web:' yve iy goh.o
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IDENTIFICACION DE LA BACTERIA STAPHYLOCOCCUS AUREUS

SRR

AR s et st g

. _VL S A R [ v ,.‘1:1‘«3- Ccmm Nacional de »
Fzm bR g m ud Pumlca Ano dal Buen Séwiclo al Clutdadano]
- —r P e R -

DATOS GENERALES,
Nembrg Sffrphybcqccus avreus
, Procedencia: Cepa referondal
lDENTTFlr‘AC!O'i
* Medio ds' cigtiva: 18 - 24 horas , 37°C, Atmostera normal
Agar sangre: aolonias blancas. Famma redondeadz, tamafio mediano. Sin hemelisls.
Ager TSA: eolenias blancas pequefias y redondeadas.
Manitol salade. colonias amatrllas, pequetas y redondeadas.

| Cotoracion GRAM: GRAM positivo

Pruehas bioquimicas minfmas;
Agar TS AIA {&cido [ 4¢%do} sin gas  sin hidrogeno suffurado.
Jgar LIA: 1GA talsafing  &eido)

Pryghat ogdimicas complomentarias:
o Catalass  : Postivo
= Oxidasp  :Negalivo

CONDICIGNES DE ALMAGENAMIENTO Y CONSERVACION:

La cepa se mantesc o,
Temparatura ambicnlo: Agar tiplicasa soya debidamiente seflado y ro:u!ado
Cricconservacidn; Caldo glicerl peptona a-20"Cya 80°C |

CONDICIOMEB DE BIOSEGURIDAD: .
{ S'apytomcr‘uu aurcus debe manipularse de acuerdo af nivet 2 de bmsegundad comespondiente ala
; Clasificacién fntemacional de desgo NBS 2.

ey
<30roRannie Gavilan Chavez
Responsable de! LRN de Enteropatdgenos
. Contro-Naciona! de Salud Pablica
Insfituto Nacional de Salud

zr

Capac Yuidsqui N 1409, Jeeln Maria Uma 11
Conmh BITSIO-Foy €57 8244
G Mt poskratier@ins got.pe ! Paging Wt vaiw ins ot
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- PRUEBAS EXPERIMENTALES EN LABORATORIO DE OPERACIONES
Y PROCESOS UNITARIOS
Equipo de obtencién

Seleccién y cortado Por arrastre con vapor

Aceite esencial de

" hierba luisa
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PRUEBAS EXPERIMENTALES EN LABORATORIO DE

MICROBIOLOGIA DEL CET -UNAC

Bacterias solicitadas al Instituto Nacional de Salud
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Prueba de sensibilidad mediante halo de inhibicion del . Escherichia

coli ATCC 25922 frente al aceite esencial de hierba luisa

Prueba de sensibilidad mediante halo de inhibicién del

Staphylococcus aureus frente al aceite esencial de hierba luisa.
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

EXPERIENCIA N°1

TIEMPO{min) | VOLUMEN(mL)
o 0
1 1
E 25
3 3
— S
5 4
6 45
7 , 5
8 55
9, 6
10 3
1 65
12 65

DATOS DE ENTRADA

Tamafio d¢ particala 3
(cm)

L

W materia prima(g) L5

1 Volumen de agua (L) 5

“Temperatura (:C) 100
DATOS OBTENIDOS
{\’olmeh(mn' 6.5 ‘
Peso aceite (g) T 5504
{ Rendimiento(3) 0373 |

Aceite esencial{ml) vs tiempo de
destilacion (min)

2 & 6

tiempo de destilacion{min)

2 P ———

o e L o S £ P R b e i e oo it}

10 12 14
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"EXPERIENCIA N°2

TIEMPO(min) | VOLUMEN(mL).

0 0
1 1
2 2
} 3 4
4 5
8 535
6 65
7 7

) 75
9 8
10 9
i1 Y-
12 935

4

DATOS DE ENTRADA -
Tamafio de particala 3
t (cm)
Womateria prima(kg) 2
’ Volumen de agua (L) 5 t
Temperstura(*C) 10?
DATOS OBTENIDOS
] Volumea(ml) 95 !
 Pesoacelte(g) | 727
{Rendimiento(%) 0363 |

volumen aceite esencial{ml).

A -
=] M

-]

&

-2

Aceite esencial(ml)

vs tiempo de

destilacion {(min)

wn
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k

EXPERIENCIA N°3 il

Pl

mmm.;)

VOLUMEN(nL) DATOS DE ENTRADA
0 : |'fam:ﬁo departicaln 3
(cm)

1 - -1 W materia prima(Kg) 1.5

2 ‘ 2 lCantidnd desguadl) 6 ]

3 35 Temperztara CC) 100

4 4

5 " 48 - DATOS OBTENIDOS

6 G ]\-‘ommen(mn 65 |
.1 55 - - Peso aceite (g) 5.673

8 55 {Rendimieato(%) 037 |

9 6 _ _ -

10 6.5

11 6.5 :

12 55

o A ———— e airtee = ettt et g AT A-O'-'h.-'-\a-.—nv<}

[¥]

volumen aceite esencial (ml)
[T S R TR . N

Aceite esencial .(mi] vs tiempo de
destilacion (min)
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TIEMPO(min) DATOS DE ENTRADA -
R 0 . l;famm‘io de particnla 30 (
: cm) _
1 W materia prima(g) 2000
3 Cantidad deagua @) 6 - |
5 temperatura 100
e . = _ .
GE T DATOS OBTENIDOS
. 7 | Volumen(eal) 9 |
8 Peso aceite (g) a 1.75
8 ' {Rendimiento(%) 0387 |
Y :
R
i ' ‘ ‘ | .
' 12 9 ' '

Aceite esen

cla

~ destilacion (min)

I {ml) vs tiempo de

-

volumen aceite esencial {mi)
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EXPERIENCIA 5

TIEMPO(min) | VOLUMEN(mL)
0
0
1 1
2 28 .
3 =
4 35
.S 45
6 5
T 55
8 6
9 "6
10 65
1 65
12 6.5

o p—

DATOS DE ENTRADA
Tamafio de particula § l

1m)
W materis primafg) 1500

ICanﬁdad deagua(l) 5 '

temperatura ' 100
DATOS OBTENIDOS
I Volumen{ml) 65 l
Peso aceite (g) 5.256
"' [Rendimiento(%) 0.350 |

]
O e o B DB O

volumen aceite esencial (mL)

G
u

4

Aceite esencial {ml) vs tiempo de
destilacion {min} -

TRRIS

- T T

—-r
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EXPERIENCIA 6

TIEMPO(win) | VOLUMEN(mL)
i
0
2 2
3 4
4 S
¢ &5
o 7 7
8 75
9 8
b 85
1 as
iz as

DATOS DE ENTRADA

(cm)
Wmateria primafg) 2000

! Cantidad de agua (L) & 1

temperatura 100
DATOS OBTENIDOS
[ Volamen(al) 85
Peso aceite (g) 7213

LRendimitnto(%) 0.361]_1

volumen aceite esencial{mL)

5

Aceite esencial (ml) vs tiempo de
destifacion (min)

Tamafio de parﬁcﬁh 5 l
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EXPERIENCIA 7 , : . _
TIEMPO{min) | VOLUMEN(mL) DATOSDEENTRADA
- 0 "} Tamafio de particala 5 E
0 {cm) _ :
' 1 1 W materia prima(Kg) 1.5
_ 2 25 ]C—anﬁdad de agna (L) 6 |
3 35 ~ temperatura 100
4 4
5 . as ' DATOS OBTENIDOS
6 ' 5 ' Volumen(m}) 6 l
' 7 R . Pesoaceite(y) 548
3 . s Bendimm'om)'
. 5 , — e
10 K 6 '
12 .
]
5 P o C
Aceite esencial (ml) vs tiempo de
. | 3 destilacion (min) 5
7]
= .
. -1
n
@
' 2 }
8
-
. s
£
S i
{ - {

' : : 151




. s, )
’ EXPERIENCIAS , :
) + [TIEMPO(min) | VOLUMEN(mL) * DATOSDE ENTRADA
0 . Tamafio de particnls 5 l
0 { (mm)
1 1. , " Wmateria prima{g) 2000
2 28 'Cnnﬁdlddtagma') [3
. 3 L remnptrature 100
. 4 45 '
N -5 s DATOS OBTENIDOS
6 6 !\’o‘lnmrn(ml) 85 i
7 ; " Pesoaceite® .. 11
8 75 [ Rendimiento(%) 0356 |
= P
10 g '
11 85 -
. 12 85
. Aceite esencial {m!) vs tiempo de
; jary . destilacion (min)
g 0 . . .
B
3]
e 7
3.
@
2 5
B ¢
o
R o 3
€, ’
£ ,
: -1 oo
> i
tiempo de destilacion {min)




	00000001
	00000001
	00000002
	00000003
	00000002
	00000003
	00000004
	00000005
	00000006
	00000007
	00000008
	00000009
	00000010
	00000011
	00000012
	00000013
	00000014
	00000004
	00000015
	00000016
	00000017
	00000018
	00000019
	00000020
	00000021
	00000022
	00000023
	00000024
	00000025
	00000005
	00000026
	00000027
	00000028
	00000029
	00000030
	00000031
	00000032
	00000033
	00000034
	00000035
	00000036
	00000037
	00000038
	00000039
	00000040
	00000041
	00000042
	00000043
	00000044
	00000045
	00000046
	00000047
	00000048
	00000049
	00000050
	00000051
	00000052
	00000053
	00000054
	00000055
	00000056
	00000057
	00000058
	00000059
	00000060
	00000061
	00000062
	00000063
	00000064
	00000065
	00000066
	00000067
	00000068
	00000069
	00000070
	00000071
	00000072
	00000073
	00000074
	00000075
	00000076
	00000077
	00000078
	00000079
	00000080
	00000006
	00000081
	00000082
	00000083
	00000084
	00000085
	00000086
	00000087
	00000088
	00000089
	00000090
	00000091
	00000092
	00000093
	00000094
	00000095
	00000096
	00000097
	00000098
	00000099
	00000100
	00000101
	00000102
	00000007
	00000103
	00000104
	00000105
	00000106
	00000107
	00000108
	00000109
	00000110
	00000111
	00000112
	00000113
	00000114
	00000115
	00000116
	00000117
	00000118
	00000119
	00000120
	00000121
	00000122
	00000123
	00000124
	00000125
	00000126
	00000127
	00000128
	00000129
	00000130
	00000131
	00000132
	00000133
	00000134
	00000135
	00000136
	00000137
	00000138
	00000139
	00000140
	00000141
	00000142
	00000143
	00000144
	00000145
	00000146
	00000147
	00000148
	00000149

