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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad desarrollar y evaluar un jabén liquido
elaborado con aceite esencial de Tagetes minuta, considerando sus propiedades y su posible
aplicacion en higiene personal. Se desarroll6 bajo un enfoque cuantitativo, de tipo experimental
y aplicado, con el objetivo de contribuir al aprovechamiento de recursos naturales con potencial
antimicrobiano. Inicialmente, se proces6 el material vegetal de Tagetes minuta a una
temperatura de 25°C para la obtencion de su aceite esencial mediante destilacion por arrastre
de vapor, técnica que permitidé aislar compuestos volatiles caracteristicos, los cuales fueron
identificados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, tales como D-
limoneno, trans-B-ocimeno y 2,6-dimetil-7-octen-4-ona. Como resultado, se obtuvo un
volumen de 12 mL de aceite esencial, con un rendimiento de 0,16 %. Asimismo, el aceite
obtenido presentd pH de 4,73, densidad de 0,87 g/mL e indice de refraccién de 1,484.
Posteriormente, se formulo el jabon liquido con diferentes concentraciones de aceite esencial,
asegurando homogeneidad y estabilidad del producto. La actividad antibacteriana fue evaluada
frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli mediante el método de difusion en agar por
pozo (Kirby—Bauer modificado) y el ensayo de recuento microbiolégico de superficies
utilizando el método del enjuague. Los resultados mostraron un mayor efecto antibacteriano
frente a Staphylococcus aureus, registrandose halos de inhibicion de 15,77; 18,57 y 21,47 mm
para las diferentes concentraciones, alcanzandose el valor maximo a una concentracion de 1,5
% de aceite esencial incorporado en el jabon. En el caso de Escherichia coli, se obtuvieron
halos de inhibicion de 13,53; 15,37 y 17,60 mm, observandose igualmente el mayor efecto a la
concentracion de 1,5 %. En cuanto al recuento microbioldgico, se obtuvo frente a
Staphylococcus aureus un recuento inicial (No) de 1,4 x 10° UFC/mano y un recuento final
(Nf) de 3,5 x 102 UFC/mano, alcanzando un porcentaje de reduccion de 99,75 %. Por otro lado,
frente a Escherichia coli, se registré un No de 1,5 x 10° UFC/mano y un Nf de 1,3 x 102
UFC/mano, con un porcentaje de reduccion de 99,13 %. Asimismo, el analisis estadistico
mostra diferencias significativas (p < 0,05), evidenciando que la formulacién presento actividad
antibacteriana frente a ambas cepas evaluadas. Se observo ademas que, a mayor concentracion
de aceite esencial, mayor fue la inhibicion bacteriana. Del mismo modo, el efecto antibacteriano
fue superior frente a Staphylococcus aureus en comparacion con Escherichia coli. En conjunto,
estos hallazgos respaldan el potencial del aceite esencial de Tagetes minuta como ingrediente
activo con propiedades antibacterianas.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, jabén liquido, Tagetes minuta.



ABSTRACT

The purpose of this research study was to develop and evaluate a liquid soap made with Tagetes
minuta essential oil, taking into account its properties and its potential application in personal
hygiene. The study was conducted using a quantitative, experimental, and applied approach,
with the goal of contributing to the use of natural resources with antimicrobial potential.
Initially, the plant material from Tagetes minuta was processed at a temperature of 25°C to
obtain its essential oil via steam distillation, a technique that allowed for the isolation of
characteristic volatile compounds, which were identified by gas chromatography coupled with
mass spectrometry, such as D-limonene, trans-p-ocimene, and 2,6-dimethyl-7-octen-4-one. As
a result, a volume of 12 mL of essential oil was obtained, with a yield of 0.16%. Furthermore,
the obtained oil had a pH of 4.73, a density of 0.87 g/mL, and a refractive index of 1.484.
Subsequently, the liquid soap was formulated with different concentrations of essential oil,
ensuring the product’s homogeneity and stability. Antibacterial activity was evaluated against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli using the agar well diffusion method (modified
Kirby—Bauer) and the surface microbiological count assay using the rinse method. The results
showed a greater antibacterial effect against Staphylococcus aureus, with inhibition zones of
15.77, 18.57, and 21.47 mm for the different concentrations, with the maximum value achieved
at a concentration of 1.5% essential oil incorporated into the soap. In the case of Escherichia
coli, inhibition zones of 13.53, 15.37, and 18.50 mm were obtained, with the greatest effect also
observed at a concentration of 1.5%. Regarding the microbiological count, an initial count (No)
of 1.4 x 10° CFU/hand and a final count (Nf) of 3.5 x 10> CFU/hand were obtained for
Staphylococcus aureus, resulting in a reduction percentage of 99.75%. On the other hand,
against Escherichia coli, an initial count (No) of 1.5 x 10° CFU/hand and a final count (Nf) of
1.3 x 102 CFU/hand were recorded, with a reduction percentage of 99.13%. Furthermore,
statistical analysis revealed significant differences (p < 0.05), demonstrating that the
formulation exhibited antibacterial activity against both evaluated strains. It was also observed
that higher concentrations of essential oil resulted in greater bacterial inhibition. Similarly, the
antibacterial effect was greater against Staphylococcus aureus than against Escherichia coli.
Taken together, these findings support the potential of Tagetes minuta essential oil as an active
ingredient with antibacterial properties.

Keywords: Antibacterial activity, liquid soap, Tagetes minuta.
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INTRODUCCION

La higiene de manos constituye una de las intervenciones mas efectivas y econémicas
para la prevencion de enfermedades infecciosas, principalmente en contextos donde el
acceso a productos adecuados es limitado (1-6). Aunque la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) enfatiza la importancia del lavado correcto de manos, en diversas
comunidades peruanas persiste una disponibilidad insuficiente de productos de higiene
que sean de bajo costo, eficaces, accesibles y con menor dependencia de compuestos
sintéticos (1,4,5,7). Esta situacion genera un problema de salud publica, especialmente en
poblaciones vulnerables, donde el uso de jabones comerciales se ve restringido, por la
presencia de quimicos irritantes o por la ausencia de alternativas naturales con actividad
antibacteriana comprobada (1-3,8).

En este escenario, el desarrollo de productos higiénicos basados en recursos naturales
cobra especial relevancia. El huacatay (Tagetes minuta), hierba aromatica originaria del
Per( que crece de forma silvestre en la costa, sierra y selva, posee aceites esenciales con
reconocidas propiedades antimicrobianas (9-11). Su amplia disponibilidad, bajo costo y
renovabilidad lo convierten en una materia prima apropiada para la elaboracion de
jabones con menor impacto ambiental y con beneficios demostrables para la salud
(12,13).

Desde el enfoque tecnoldgico, esta investigacion se diferencia de otros estudios porque
no solo se centra en evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial, sino en
integrarlo dentro de una formulacion real, lo cual implica un nivel adicional de
complejidad y analisis. A diferencia de trabajos que solo estudian el aceite esencial puro
o se limitan a ensayos de laboratorio aislados, esta propuesta aborda todo el proceso: la
obtencion del aceite de Tagetes minuta mediante un método accesible como el arrastre
por vapor, su estabilidad dentro de una matriz tensioactiva y su comportamiento dentro
de un sistema disefiado para el uso cotidiano. Este enfoque permite comprender como
interacttan los componentes naturales en condiciones mas cercanas a un producto final,
lo que representa un avance tecnoldgico frente a formulaciones convencionales basadas
unicamente en ingredientes sinteticos. Ademas, comparar la eficiencia y compatibilidad
del aceite con un jabon base permite generar criterios mas solidos para el desarrollo de

alternativas antibacterianas funcionales, sostenibles y aplicables a la industria, superando



la simple evaluacion de sustancias aisladas y acercando la investigacion a un nivel de
innovacion préctica. Ambientalmente, se propone emplear un recurso vegetal nativo y de
amplia distribucion en el pais, reduciendo la necesidad de insumos sintéticos y la huella
asociada al transporte y la produccién industrial, contribuyendo asi a una alternativa de
menor impacto ecologico. Desde la dimension econdmica, porque utiliza materia prima
local de bajo costo que facilita la disponibilidad de un producto higiénico asequible para
familias y comunidades con recursos limitados; y en términos de salud publica, porque el
desarrollo de un jabon liquido con actividad antibacteriana potencialmente comprobable
ofrece una herramienta preventiva para reducir infecciones cutaneas leves y mejorar
précticas de higiene en entornos donde el acceso a productos comerciales eficaces y no
irritantes es restringido. En conjunto, este proyecto no solo explora la viabilidad técnica
y la seguridad de incorporar aceite esencial de huacatay en una formulacion jabonosa,
sino que también plantea una alternativa sostenible, econémica y orientada a la mejora de
la salud comunitaria.

Diversos estudios experimentales han evidenciado el potencial del aceite esencial de
Tagetes minuta como fuente de compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana. En
un estudio realizado a nivel de laboratorio, evalu6 el rendimiento y la composicién del
aceite esencial de huacatay obtenido por arrastre de vapor a partir de material vegetal
fresco, logrando extraer aproximadamente 40 mL de aceite a partir de 18 kg de muestra.
Asimismo, se identificaron compuestos relevantes como el 3,9-epoxy-mentha-1,8(10)-
diene y la trans-tagetona, confirmando la riqueza quimica del aceite esencial y su
potencial aplicacion en formulaciones con fines sanitarios (14). En concordancia con
estos hallazgos, evaluaron in vitro la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Tagetes minuta frente a Streptococcus mutans, empleando el método de difusion en disco.
Los autores reportaron halos de inhibicion significativos en concentraciones del 50 % y
100 %, mientras que el control negativo (DMSQO) no present6 actividad antibacteriana,
evidenciando que el efecto observado se debe al aceite esencial y no al solvente utilizado
(15). De manera similar, demostraron la actividad antimicrobiana y antifingica de
diferentes extractos metanolicos y acuosos de especies del género Tagetes, incluyendo T.
patula, T. erecta y T. minuta, frente a diversas cepas bacterianas y fungicas. En su estudio
experimental, se destaco la eficacia del extracto de T. patula frente a Bacillus subtilis y
la actividad antifingica del extracto floral frente a P. erythroseptica, confirmando el
potencial del género Tagetes como fuente de compuestos bioactivos con aplicaciones

sanitarias (16). A partir de estas evidencias cientificas, se justifica la necesidad de

2



desarrollar un jabén liquido que incorpore aceite esencial de Tagetes minuta como agente
antibacteriano, con el propdsito de ofrecer una alternativa accesible, eficaz, natural y
ecoldgica que contribuya al cuidado de la salud y a la prevencién de infecciones cutaneas.
Finalmente, el presente estudio tiene como proposito formular un jabon liquido
incorporando aceite esencial de Tagetes minuta (huacatay) y evaluar su actividad
antibacteriana mediante ensayos in vitro y pruebas de recuento microbioldgico realizadas

en voluntarios, frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli (ATCC).

HIPOTESIS

Dado que el aceite esencial de “Tagetes minuta” contiene compuestos bioactivos con
actividad antibacteriana demostrada in vitro, es probable que al formular un jabon liquido
que lo incorpora también presente dicha actividad tanto en ensayos in vitro frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, como en pruebas de recuento microbiol6gico

realizadas en voluntarios.

OBJETIVO GENERAL

Formular un jabén liquido incorporando aceite esencial de Tagetes minuta (huacatay) y
evaluar su actividad antibacteriana mediante ensayos in vitro frente a Staphylococcus
aureus y Escherichia coli (ATCC), asi como mediante pruebas de recuento

microbioldgico realizadas en voluntarios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el aceite esencial de Tagetes minuta mediante destilacion por arrastre de
vapor de agua.

2. Formular un jabon liquido incorporando aceite esencial de Tagetes minuta.

3. Evaluar la actividad antibacteriana del jabén liquido formulado frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli (ATCC)

4. Determinar la eficacia del jabdon liquido formulado mediante pruebas de
recuperacion microbiologica en voluntarios, empleando el metodo de enjuague.

5. Analisis de datos y evaluacion estadistica

TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

La presente investigacion denominada “Formulacion y evaluacion de la actividad

antibacteriana de un jabon liquido con aceite esencial de Tagetes minuta (huacatay)
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mediante ensayos in vitro y pruebas de recuperacion microbiolégica en voluntarios

presenta las siguientes variables e indicadores establecidos en la Tabla 1 y Tabla 2, segun

se detalla a continuacion:

Tabla 1. Variable independiente

_ Dimension / . )
Variable Indicador Unidad
Componente
Caracterizacion
Independiente del aceite esencial ~ Volumen afiadido mL
de Tagetes minuta

Fuente: Elaboracion Propia

Tabla 2. Variable dependiente

Variable Indicador Técnica / Método Unidad

Diametro del halo de
Dependiente:

Actividad

antibacterial

inhibicion

Recuento microbiolégico

de superficies

Método de difusion en
agar por pozo (Kirby—
Bauer modificado

Método de enjuague

Milimetro (mm)

UFC/mano

Fuente: Elaboracion Propia
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

El presente capitulo expone las bases tedricas y los antecedentes cientificos que
fundamentan la investigacion. En este sentido, se aborda el problema sanitario asociado
a la transmisién de enfermedades infecciosas por deficiente higiene de manos, asi como
los aspectos microbioldgicos de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, bacterias de
relevancia clinica. Asimismo, se desarrollan los fundamentos relacionados con la
formulacién de jabones liquidos, el potencial del aceite esencial de Tagetes minuta
(huacatay), ademas de los métodos empleados para la identificacion del material botanico

y evaluacion microbioldgica.

1.1.Problema Sanitario

La higiene de manos insuficiente es una de las principales causas de transmision de
enfermedades infecciosas, ya que las manos contaminadas facilitan el paso de
bacterias y virus a través del contacto directo con la boca, nariz o alimentos. Estudios
cientificos muestran que promover el lavado de manos con agua y jabon puede reducir
hasta un 30 % los casos de diarrea en la poblacion general, comparado con la ausencia
de intervenciones de higiene. Esto se debe a que la practica elimina gran parte de los
patdgenos que se transmiten por la via fecal-oral (17,18).

En cuanto a las infecciones respiratorias agudas (IRA), revisiones sistematicas han
encontrado que la intervencion de lavado de manos esta asociada con una disminucion
de riesgo de aproximadamente 16 % a 24 % en el desarrollo de estas infecciones en
la comunidad, lo que demuestra que una buena higiene de manos también ayuda a
limitar la propagacién de agentes causantes de enfermedades respiratorias (19-21).
Cuando no se realiza un correcto lavado de manos, la incidencia de diarreas,
infecciones respiratorias y otras enfermedades prevenibles se mantiene alta,
representando una carga sanitaria significativa, especialmente en nifios menores de
cinco afios y en comunidades con recursos limitados. Por ello, mejorar las précticas
de lavado de manos es una estrategia de salud puablica altamente costo-efectiva y

esencial para reducir la morbilidad y mortalidad asociada con estas patologias (17,18).

1.2.Caracteristicas generales y clasificacion de las bacterias de estudio

Las bacterias son microorganismos unicelulares y procariotas que han habitado la Tierra
desde hace millones de afios, lo que explica su amplia distribucién y abundancia en

practicamente todos los ecosistemas, incluidos ambientes con condiciones extremas. Se



caracterizan por carecer de nucleo y organulos membranosos, aunque poseen una pared
celular cuya estructura principal es el peptidoglicano, componente fundamental para su
forma y estabilidad. Desde el punto de vista morfoldgico, presentan diversas formas,
como cocos, bacilos y espirilos, con tamafios que generalmente oscilan entre 0,5y 5,0
pm. A pesar de su organizacion celular simple, las bacterias exhiben una notable
capacidad de adaptacion, lo que les permite sobrevivir y multiplicarse en condiciones
adversas, incluso en ambientes con baja disponibilidad de oxigeno (22).

De acuerdo con la estructura de su pared celular, las bacterias se clasifican en Gram
positivas y Gram negativas. Las bacterias Gram positivas poseen una membrana
citoplasmatica rodeada por una gruesa capa de peptidoglicano que contiene acidos
teicoicos y lipoteicoicos, los cuales desempefian un papel importante en la adhesion
celular, la virulencia y la respuesta inmunolégica del huésped. Esta pared celular porosa
facilita el intercambio de metabolitos, aunque también puede inducir respuestas
inflamatorias y dificultar la fagocitosis. Por su parte, las bacterias Gram negativas
presentan una envoltura celular méas compleja, compuesta por una membrana
citoplasmatica, una delgada capa de peptidoglicano y una membrana externa rica en
lipopolisacaridos. Esta estructura les confiere una mayor resistencia frente a diversos
antibidticos y agentes externos. Clinicamente, las bacterias Gram negativas incluyen
microorganismos de importancia médica, responsables de infecciones urinarias,
respiratorias y gastrointestinales, asi como infecciones asociadas a la atencion en salud,

lo que las convierte en un desafio relevante para la salud publica (22-24).

1.2.1. Staphylococcus aureus

1.2.1.1.Generalidades

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo que forma parte de la microbiota
humana, especialmente en la piel y mucosas; sin embargo, actla también como
patdgeno oportunista altamente virulento, siendo capaz de causar un amplio espectro de
infecciones tanto en entornos hospitalarios como comunitarios; debido a que puede
ocasionar infecciones en la piel, tejidos blandos y asociadas a dispositivos médicos. Es
una de las principales causas de bacteriemia nosocomial en diferentes regiones del
mundo. Se caracteriza por presentar una virulencia que depende de su capacidad de
adhesién, evasion del sistema inmune y formacién de biopeliculas. En cuanto a su
identificacion se distingue por su morfologia, pruebas de coagulasa y catalasa, y su

crecimiento en medios selectivos como agar Baird-Parker y agar sal manitol (25).



1.2.1.2.Fisiopatologia

En el huésped, genera principalmente abscesos, siendo la gravedad de la infeccion el
resultado de la interaccidn entre sus factores de virulencia y la respuesta inmunolégica
del organismo. Las infecciones pueden clasificarse en localizadas, las cuales son
favorecidas por una higiene deficiente, traumatismos o enfermedades dermatoldgicas y
generalizadas, como la bacteriemia, que puede complicarse con endocarditis 0 sindrome
séptico. Asi mismo este patdgeno presenta una notable capacidad para adherirse a las
células endoteliales a través de interacciones especificas (como las MSCRAMM),
facilitando su internalizacion. Esta invasion intracelular protege a la bacteria de los
mecanismos inmunes y de ciertos antibiéticos, contribuyendo a infecciones cronicas o
recurrentes. En el caso de la endocarditis, las cepas involucradas muestran resistencia
al suero, capacidad de adhesién a valvulas cardiacas sanas o dafiadas, y produccion de
enzimas proteoliticas que favorecen la diseminacion. Ademas, la activacion endotelial
por la bacteria puede desencadenar procesos como la formacién de vegetaciones o
trombos. Por otra parte, en la sepsis estafilocdcica se observa una respuesta inflamatoria
intensa mediada por monocitos, macréfagos y otras células inmunes, que liberan
citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8), activando vias del complemento
y coagulacion. Estas respuestas inducen fiebre, hipotension, coagulopatias y disfuncién
multiorganica. Componentes como los peptidoglicanos, el &cido lipoteicoico y la
alfatoxina pueden desencadenar estas respuestas sistémicas, semejantes a las
observadas en infecciones por bacterias gramnegativas. Pese a los avances terapéuticos,
la bacteriemia por S. aureus mantiene tasas de mortalidad elevadas (11 a 43%), con
factores agravantes como edad avanzada, focos infecciosos no removidos, Yy
comorbilidades cardiacas o neuroldgicas. Incluso en ausencia de endocarditis, un

porcentaje importante de pacientes puede desarrollar infecciones metastasicas (26).

1.2.1.3.I1dentificacién

La identificacién de Staphylococcus aureus en el laboratorio inicia con el uso de la
microscopia, empleando la tincion Gram para la observacion de cocos Gram positivos.
Para su confirmacion de la especie, se emplea pruebas bioquimicas como la deteccion
de la enzima coagulasa, debido a que a diferencia de otras especies del género
Staphylococcus, Staphylococcus aureus es coagulasa positivo. De igual forma, se puede
emplear la prueba de catalasa, ya que por medio de la presencia de esta enzima produce

oxigeno debido a su interaccion con el peréxido de hidrogeno. Adicionalmente se



emplea distintos medios de cultivo, siendo el mas empleado para su identificacion y
crecimiento el agar Baird Parker. En este medio, las colonias se observan de color negro
por consecuencia de la reduccion del telurito y un halo transparente debido a la accion
lipolitica sobre la yema de huevo. En cuanto al agar salado manitol, las colonias se
observaran de color amarillo debido a la fermentacion de manitol. Para la identificacion
de cepas patogenas se emplea el agar DNAsa debido a que este agar permite el estudio
de la capacidad del patdgeno de hidrolizar el ADN, por ello se observara la formacién

de halos transparentes en el medio como resultado positivo a esta capacidad (27).

1.2.1.4. Tratamiento

Para el tratamiento de Staphylococcus aureus se emplean diferentes esquemas; para ello
depende diversos factores como el tipo de infeccion, la manifestacion o ausencia de
cepas que sean resistentes a farmacos. En general, la penicilina es un antibidtico de
eleccion para tratar infecciones provocadas por la Staphylococcus aureus, por ello sigue
siendo uno de los farmacos de eleccidn siempre teniendo en cuenta que los aislamientos
sean sensibles; la vancomicina es un farmaco mas dirigido para aquellas cepas de
SARM. Sin embargo, hay cepas que adquirieron resistencia tanto a la penicilina como
la meticilina y a los B-lactdmicos. Por ello se presentan situaciones en las que se necesita
de una terapia alternativa, frecuentemente es necesario la reposicion de liquidos en
cuanto a enfermedades mediadas por toxinas y suspension de dispositivos extrafios en

situaciones de endocarditis, debido a infecciones asociadas a catéteres (27,28).

1.2.2. Escherichia coli

1.2.2.1.Generalidades

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria gramnegativa que forma parte de la microbiota
intestinal normal del ser humano y de diversos mamiferos. En condiciones fisioldgicas,
cumple funciones importantes en el metabolismo, sintesis de vitaminas vy
mantenimiento del equilibrio intestinal. Sin embargo, su alta capacidad de adaptacion
ha permitido la evolucion de mdaltiples cepas patdgenas, agrupadas en distintos
patotipos, que pueden causar infecciones tanto intestinales como extraintestinales. Esta
dualidad convierte a E. coli en un microorganismo de gran interés clinico y
epidemioldgico. Por un lado, actia como comensal beneficioso; por otro, representa un
patdgeno oportunista capaz de desencadenar cuadros como infecciones urinarias,
septicemias, meningitis neonatales e infecciones entéricas, entre otras. La

caracterizacion de sus mecanismos de resistencia y su propagacion en el entorno
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humano y veterinario son elementos clave en el abordaje integral de las enfermedades
infecciosas causadas por esta especie bacteriana. Por ello, es relevante comprender la
epidemiologia de la resistencia antimicrobiana en E. coli para el disefio de estrategias

de vigilancia, control y tratamiento (29,30).

1.2.2.2.Fisiopatologia

La patologia intestinal provocada por Escherichia coli (E. coli) inicia cuando una
persona ingiere a la bacteria, debido a que presenta mecanismos que evaden las defensas
naturales del organismo. Teniendo en cuenta que es una bacteria gramnegativa, la E.
coli posee una estructura compleja y una membrana externa, la cual contiene
lipopolisacaridos (LPS), que pueden desencadenar efectos toxicos si la bacteria se
destruye. Asi mismo existen cepas patdgenas que poseen distintos factores de
virulencia, codificados por plasmidos, transposones o bacteriéfagos. Clasificandose la
E. coli en los siguientes tipos:

Enterotoxigénica (ETEC): Produce fimbrias que le permiten adherirse al intestino. Una
vez unida, libera toxinas (LT y ST) que alteran los niveles celulares de AMPc y GMPc,
estimulando la secrecién de cloro y agua, lo que genera diarrea acuosa.
Enteropatdgena (EPEC): Emplea a los pilis para formar haces y a la proteina intimin
(adhesina) para adherirse a las células intestinales mediante un sistema de secrecion tipo
I11 el cual inyecta toxinas que destruyen las microvellosidades, altera la permeabilidad
celular y afecta a la absorcion de agua y electrolitos.

Enteroagregativa (EAEC): Se adhiere formando un patron en forma de “ladrillos
apilados”. Su virulencia es regulada por AggR, un activador que estimula la produccién
de fimbrias, proteinas de superficie como dispersina y toxinas como Pet, EAST-1 y
ShET. Esto favorece la colonizacion y la diarrea persistente.

Enterohemorragica / productora de toxina Shiga (EHEC/STEC): Libera toxinas Stx1y
Stx2 que bloquean la sintesis proteica al afectar los ribosomas, provocando dafio celular,
inflamacion intestinal y diarrea con sangre. También pueden generar el sindrome
urémico hemolitico (SUH), caracterizado por anemia, disminucion de plaquetas y dafio
renal.

Enteroinvasiva (EIEC): Invade el revestimiento del colon, se multiplica y se propaga
entre células, provocando colitis inflamatoria muy similar a la disenteria.

En cuanto a otras patologias, la E. coli también puede causar infecciones fuera del

intestino como en el tracto urinario que es el sitio mas afectado fuera del intestino,
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especialmente en mujeres, ya que la uretra esta mas cerca del ano; los pulmones pueden
sufrir neumonia, especialmente en personas hospitalizadas con ventilacién mecénica y
en la sangre como bacteriemia, la cual iniciara con infecciones urinarias en adultos

mayores o con infecciones pulmonares en pacientes internados (31).

1.2.2.3.1dentificacién

Su identificacion de cepas patdgenas de Escherichia coli se realiza mediante una
combinacion de métodos tradicionales, ensayos in vitro e in vivo, y técnicas de biologia
molecular. Entre estos, los métodos tradicionales y moleculares son los mas empleados
en el diagnostico clinico y epidemioldgico. El aislamiento bacteriano tradicional parte
del cultivo directo de muestras fecales o hisopados rectales en medios selectivos como
el agar MacConkey, seguido de siembras por estria cruzada e incubacion a 37 °C
durante 18 a 24 horas. Se seleccionan colonias tipicas lactosa positivas; en casos con
diarrea sanguinolenta, también se consideran colonias lactosa negativas por su posible
relacion con EIEC. La identificacién bioquimica se lleva a cabo mediante pruebas en
tubos (TSI, LIA, MIO, citrato, entre otras), mientras que la serotipificacion se aplica
especialmente en laboratorios con disponibilidad de antisueros polivalentes (grupos A,
B, C de EPEC). En sospecha de EHEC, se emplea el agar MacConkey con sorbitol
(SMAC), aunque este no es definitivo, ya que no todas las cepas son sorbitol negativas.
Para incrementar la sensibilidad, se recomienda un preenriquecimiento selectivo
utilizando soya tripticaseina con antibidticos como cefaxima, vancomicina o
novobiocina. Entre las técnicas moleculares, destacan: EI "Colony blot" que permite la
deteccion sensible y especifica de genes como LT, ST, bfp, ial o hlyA y la PCR que se
basa en la amplificacion in vitro de fragmentos especificos de DNA bacteriano ya que
posteriormente los productos se visualizaran mediante electroforesis en gel de agarosa
(32).
1.2.2.4. Tratamiento

El abordaje terapéutico de las infecciones intestinales por E. coli depende tanto del tipo
de cepa implicada como de la manifestacion clinica. EI manejo inicial se centra en el
tratamiento sintomatico, ya que la diarrea puede generar un notable malestar en los
pacientes. Para los casos leves, se prioriza la rehidratacion y el uso de antidiarreicos
como medidas fundamentales. La rehidratacion oral constituye la opciéon de primera
linea siempre que sea bien tolerada, demostrando una eficacia comparable a la

hidratacidn intravenosa. Esta Gltima se reserva para situaciones en las que no es posible
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mantener una adecuada ingesta oral. Ademas, los sintomas severos pueden aliviarse
mediante el empleo de agentes antimotilidad, como el subsalicilato de bismuto y la
inviloperamida. En cuanto a los antibioticos no suelen emplearse como tratamiento
inicial en casos de enfermedad diarreica provocada por E. coli, dado a su potencial para
generar efectos adversos y contribuir a la aparicion de cepas resistentes. Sin embargo,
en pacientes que presentan cuadros clinicos severos como mas de seis evacuaciones
diarias, fiebre, deshidratacion que amerite hospitalizacion, persistencia de la diarrea por
mas de siete dias o presencia de sangre en las heces, el uso de antimicrobianos podria
considerarse adecuado. Segun las recomendaciones actuales de la Sociedad de
Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) y la Sociedad Internacional de Medicina
del Viajero (ISTM), los farmacos indicados incluyen rifaximina, azitromicina y
ciprofloxacino. En contraste, cuando existe sospecha de infeccion por EHEC/STEC, el
tratamiento con antibioticos estd contraindicado, especialmente en poblacion pediatrica
y adultos mayores, debido al riesgo elevado de desarrollar sindrome hemolitico urémico
(33).

Debido a la importancia clinica de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, resulta
fundamental emplear métodos microbioldgicos estandarizados que permitan evaluar la
actividad antibacteriana de nuevos productos. En este contexto, existen técnicas in vitro
e in vivo que posibilitan determinar la eficacia de sustancias antimicrobianas mediante

parametros cuantificables y reproducibles.

1.3.Métodos de evaluacion de la actividad antibacteriana

1.3.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

La determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) mediante el método de
Kirby—Bauer modificado por hoyo en placa se fundamenta en la difusion del agente
antimicrobiano a través del agar inoculado con el microorganismo. La muestra
colocada en los pocillos difunde radialmente en el medio formando un gradiente de
concentracion, inhibiendo el crecimiento bacteriano alrededor del hoyo y generando
halos de inhibicion cuyo diametro se relaciona con la sensibilidad bacteriana y la menor
concentracion capaz de inhibir visiblemente el crecimiento microbiano (34).

a. Método de hoyo en placa

El método de hoyo en placa se fundamenta en la difusion del agente antimicrobiano

desde un pocillo realizado en el agar previamente inoculado con el microorganismo de
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estudio. La muestra colocada en el hoyo difunde radialmente a través del medio de
cultivo, y si presenta actividad antibacteriana, inhibe el crecimiento bacteriano
alrededor del pocillo, formando halos de inhibicién cuyo diametro es proporcional a la

eficacia antimicrobiana de la sustancia evaluada (34).
1.3.2. Método de enjuague

El método de enjuague constituye una técnica importante en microbiologia para la
recuperacion de microorganismos presentes en superficies, mediante la combinacion
de friccion mecénica y el uso de una solucion diluyente estéril. Este procedimiento
permite cuantificar la carga microbiana total, identificar microorganismos pat6genos
especificos y evaluar la eficacia de procesos previos de limpieza o desinfeccion.
Ademas, presenta ventajas como no requerir superficies planas, facilitar la toma de
muestras en zonas de dificil acceso y reducir la manipulacion directa de la muestra
(35).

Las superficies representan un medio potencial para la transferencia y diseminacion de
microorganismos, por lo que su monitoreo microbiolégico constituye una herramienta
importante para el control sanitario y la prevencién de la contaminacion. La presencia
de microorganismos en distintas superficies puede favorecer la transmision de agentes
patégenos y aumentar el riesgo de contaminacion cruzada, especialmente en entornos
donde se requiere un alto nivel de higiene. En este contexto, la evaluacion
microbioldgica de superficies permite verificar las condiciones sanitarias y la eficacia

de las medidas de limpieza y desinfeccion implementadas.

1.4.  Evaluacién de superficies

La evaluacién microbioldgica de superficies consiste en identificar y cuantificar los
microorganismos presentes en superficies vivas o inertes, con el propdsito de garantizar
condiciones adecuadas de inocuidad y calidad sanitaria. Este analisis se fundamenta en
la deteccion de microorganismos patogenos y de indicadores microbiologicos de
contaminacion, permitiendo valorar las condiciones de higiene y seguridad en entornos
relacionados con la manipulacion de alimentos, la elaboracién de productos

farmacéuticos y las areas hospitalarias (36).

Los productos de limpieza desempefian un papel importante en la eliminacion de

impurezas y sustancias presentes en diferentes superficies, siendo ampliamente utilizados
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en diversos ambitos domésticos, industriales y sanitarios. Entre ellos, los jabones destacan

por sus propiedades detergentes y su capacidad para favorecer la remocion de grasas,

suciedad y otros compuestos adheridos. Ademas, dependiendo de su composicion y de

los ingredientes incorporados, pueden presentar propiedades adicionales, como efectos

humectantes, protectores o antimicrobianos.

1.5.Jabones

El jabon es un producto de limpieza obtenido por la saponificacion, una reaccion

quimica entre grasas o aceites y una base alcalina, que forma sales de acidos grasos

con capacidad detergente. El jabdn actda reduciendo la tension superficial del agua y

emulsificando las grasas y suciedad para facilitar su eliminacion, ademas de poder

disminuir la carga microbiana en superficies y piel (37).

Los jabones se clasifican principalmente por su estado fisico y aplicaciones: sélidos

(en barra), liquidos, glicerinados y especializados (medicinales o con aditivos) (38).

1.5.1. Tipos

Los jabones sélidos son los méas tradicionales y se obtienen mediante
saponificacion con hidroxido de sodio (NaOH), produciendo barras que se
utilizan ampliamente para higiene personal y doméstica (37).

Los jabones liquidos se elaboran con hidréxido de potasio (KOH), lo que da
lugar a productos mas solubles en agua y de consistencia fluida o viscosa,
adecuados para dispensadores y usos repetidos de higiene (38).

Los jabones glicerinados contienen mayor cantidad de glicerina, un
humectante natural que mejora la hidratacion de la piel y reduce la irritacion
(70).

Los jabones especializados incorporan compuestos activos como agentes
antibacterianos, humectantes o aromaticos que proporcionan beneficios
adicionales (68,70). Dentro de esta categoria se encuentran los jabones que
incluyen aceites esenciales, los cuales son afiadidos por sus propiedades
aromaticas y potencial actividad bioldgica. Los jabones formulados con
aceites esenciales contienen compuestos volatiles de origen vegetal, tales
como terpenos, fenoles y aldehidos, que pueden conferir propiedades
antimicrobianas, antioxidantes o antiinflamatorias, ademéas de aportar

fragancia natural al producto (40).
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Los componentes con actividad antibacteriana incorporados en los jabones liquidos,

como los aceites esenciales, pueden ejercer efectos bacteriostaticos o bactericidas

dependiendo de la concentracion empleada y del tipo de microorganismo. Estos efectos

se producen mediante diversos mecanismos de accion que interfieren con estructuras y

procesos esenciales para la supervivencia y desarrollo bacteriano.

1.5.2. Mecanismo de accion

Los jabones liquidos con actividad antibacteriana pueden ejercer su efecto

mediante diversos mecanismos que afectan estructuras y funciones esenciales de

las bacterias, ocasionando la inhibicién de su crecimiento o su eliminacion (41).

a.

Alteracion de la pared celular:
Los compuestos con actividad antibacteriana presentes en determinadas
formulaciones pueden afectar la integridad de la pared celular bacteriana,
debilitando su estructura y comprometiendo su estabilidad, lo que favorece el
dafio y la posterior destruccion celular (41).

Alteracién de la membrana citoplasmatica:
Diversos componentes bioactivos, entre ellos los aceites esenciales, pueden
modificar la permeabilidad de la membrana citoplasmatica bacteriana. Esta
alteracion provoca la pérdida de componentes intracelulares esenciales,
afectando la viabilidad y supervivencia de la célula bacteriana (42).
Inhibicion de la sintesis de proteinas:
Algunos compuestos con propiedades antibacterianas pueden interferir con la
sintesis proteica bacteriana, afectando procesos fundamentales para el
crecimiento, mantenimiento y reproduccion de los microorganismos (43).
Alteracion de los acidos nucleicos:
Ciertos agentes bioactivos pueden interferir en la sintesis y funcion del ADN
y ARN bacteriano, dificultando los procesos de replicacion y expresion
genetica necesarios para la supervivencia celular (43).

Inhibicion de procesos metabolicos
Los principios activos con actividad antibacteriana también pueden alterar
rutas metabodlicas esenciales, afectando la produccion de energia y otros

procesos necesarios para el crecimiento y mantenimiento bacteriano (44).

En la basqueda de alternativas naturales con potencial antimicrobiano, diversas plantas
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aromaticas han sido objeto de investigacion por sus propiedades biologicas. Entre ellas,
Tagetes minuta, conocida cominmente como huacatay, que ha despertado interés debido
a la presencia de compuestos bioactivos en su aceite esencial, los cuales han demostrado

actividad frente a diferentes microorganismos de importancia sanitaria.
1.6.Tagetes minuta (Huacatay)

1.6.1. Aspectos generales

La “Tagetes minuta” perteneciente a la familia Asteraceae y popularmente conocida en
Pert como huacatay (en quechua), se cultiva en las tres regiones presentes en el Peru
(costa, sierra y selva), por ello es empleada en su mayoria como condimento en la
gastronomia peruana. Se caracteriza por ser una planta aromética anual de crecimiento
erecto que presenta una diversidad de actividades biologicas, dentro de ellas se
encuentra presente las propiedades medicinales, antioxidantes y antibacterianas. Sin
embargo, no solo cuenta con estas propiedades, sino también cuenta con actividad
insecticida y nematicida. En cuanto a su composicion se caracteriza por la presencia de
una variedad de metabolitos secundarios, por lo que produce aceites esenciales que se
emplean ampliamente en la cosmética, perfumeria, medicina y como agente

aromatizante en alimentos y bebidas (45,46).
1.6.2. Descripcion Botanica

El género Tagetes comprende 56 especies, tanto anuales como perennes, en su mayoria
herbaceas. Una variedad de ellas se cultiva comercialmente en diferentes regiones del
mundo por sus multiples aplicaciones. Entre las mas comunes destacan T. minuta, T.
erecta, T. patula y T. tenuifolia, siendo T. minuta la méas estudiada debido a su
capacidad de producir un aceite esencial de alta calidad, empleado en diversas
industrias como la alimentaria, farmacéutica, perfumera y agricola (47).

1.6.3. Morfologia

Tagetes minuta es una planta herbacea de crecimiento erecto, que puede ser anual o
perenne y alcanza una altura de hasta 4,5 metros. Sus hojas, de un tono verde
ligeramente brillante, estan divididas pinnadamente en cuatro a seis pares de foliolos,
con bordes finamente dentados. La planta presenta numerosas inflorescencias,
normalmente dispuestas en cimas planas, que miden entre 8,0 y 12,0 mm de alto. Cada

flor tiene un &pice con tres a cinco I6bulos, usualmente con tres flores radiales por
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cabeza de 1,0 a 2,0 mm de longitud, y entre tres a cinco flores del disco con corolas de
aproximadamente 2,5 mm. Los frutos (aquenios) son planos, de color marrdn oscuro,
miden entre 6,0 y 8,0 mm, y presenta escamas en el papus de 2,0 a 3,0 mm. En el
reverso de las hojas se observan pequefias glandulas multicelulares de color naranja,
que al romperse emiten un aroma similar al del regaliz; estas glandulas también estan
presentes en los tallos y bracteas involucrales. Cada cabeza floral esta rodeada por
cuatro o cinco brécteas fusionadas. Las semillas poseen un olor desagradable vy, si se

mezclan con granos durante el almacenamiento, pueden disminuir su calidad (19).

1.6.4. Taxonomia

La clasificacion taxondmica permite ubicar a Tagetes minuta dentro del sistema de
organizacion bioldgica, facilitando su identificacion cientifica y diferenciacion respecto
a otras especies vegetales. En la Tabla 3 se presenta la clasificacion sistematica de esta
especie (48).

Tabla 3. Taxonomia de Tagetes minuta (huacatay)

Caracteristicas Descripcion
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Subdivision Embryophyta
Clase Magnoliopsida
Superorden Asteranae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Tagetes
Especie Tagetes minuta L.

Fuente: Elaboracion Propia
1.6.5. Distribucion geografica

La Tagetes minuta es una especie vegetal nativa de Sudamérica que evidencia una

notable capacidad de adaptacion ecoldgica, debido a que se desarrolla en una amplia
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variedad de suelos y condiciones climaticas; sin embargo, su crecimiento 6ptimo se da
en ambientes templados y subtropicales que presenten suelos bien drenados y con
buena exposicion a la luz solar. Su distribucion natural es centrada en la region andina,
especialmente en paises como Peru, Bolivia, Ecuador, Colombia, Argentina y Chile.
Debido a sus mdltiples aplicaciones etnobotéanicas, asi como sus propiedades
aromaticas y medicinales, esta especie ha sido incorporada y naturalizada en diversas
regiones del mundo. Actualmente, se encuentra presente en Ameérica Central y del
Norte (incluyendo México y Estados Unidos), en varios paises africanos como Etiopia,
Kenia, Sudafrica y Madagascar, asi como en naciones asiaticas tales como India, China
y Pakistan. En Europa, su cultivo se da primordialmente con fines ornamentales o
experimentales, mientras que en Oceania ha sido reportada en Australia y Nueva
Zelanda (49-51).

1.6.6. Propiedades terapéuticas

Se le atribuyen propiedades digestivas, carminativas y vermifugas, por lo que se
emplea en el tratamiento sintomatico de trastornos digestivos como dispepsia, gastritis,
flatulencias, indigestion y nauseas, ademas de poseer accion antiparasitaria.
Asimismo, diversos estudios le reconocen actividad antimicrobiana, antiflngica,
antiinflamatoria, antioxidante y antiespasmodica. La infusion de sus hojas se utiliza
tradicionalmente para aliviar dolores gastricos, mientras que la decoccién de flores y
hojas frescas se recomienda para el tratamiento de catarros y bronquitis. Las flores,
por su parte, son empleadas en casos de ataques epilépticos, fiebre, dismenorrea,
varices, hemorroides, conjuntivitis, resfriado comin y como laxante. En la medicina
tradicional china, estas se usan para tratar la tos ferina, las paperas y la mastitis;

mientras que en la India también se aprovechan en la industria perfumera (52).

1.6.7. Composicién quimica de su aceite esencial

El aceite esencial de Tagetes minuta se caracteriza por la presencia predominante de
compuestos terpénicos, entre los que destacan la dihidrotagetona y la tagetona, ambas
cetonas monoterpénicas aciclicas insaturadas, asi como el ocimeno, un hidrocarburo
monoterpénico aciclico insaturado, y el limoneno, un hidrocarburo monoterpénico
monociclico insaturado. Adicionalmente, se ha reportado la presencia de otros
metabolitos secundarios en menores porcentajes como flavonoides, taninos y

alcaloides, los cuales contribuyen a las propiedades bioldgicas del aceite esencial de
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Tagetes minuta (53).

Considerando la creciente incorporacion de compuestos naturales en formulaciones de
higiene y productos con actividad antimicrobiana, resulta pertinente abordar los
fundamentos cientificos relacionados con los aceites esenciales. Estos metabolitos
secundarios de origen vegetal han sido ampliamente estudiados por sus propiedades
fisicoquimicas, composicidn quimica y actividades biolégicas, las cuales sustentan su

potencial aplicacion en el desarrollo de productos con efecto antibacteriano.
1.7.Aceite Esencial

1.7.1. Definicién

Los aceites esenciales son una combinacion de compuestos volatiles que provienen del
metabolismo secundario que se lleva a cabo en las plantas. En cuanto a sus
caracteristicas se reconocen como liquidos, aromaticos y voldatiles. Se localizan en
estructuras especializadas de la planta y cumplen funciones de defensa y atraccion de
polinizadores. Su extraccidén se puede realizar de distintas partes de las plantas e
inclusive de la planta completa a traves de procesos fisicos. Estos compuestos son
ampliamente utilizados en las industrias de fragancias y saborizantes debido a su
aroma caracteristico, su naturaleza oleosa y su elevada volatilidad, que les permite

evaporarse con facilidad al exponerse al aire (54,55).
1.7.2. Propiedades fisicas y organolépticas de los aceites esenciales

Las diferencias presentes en la composicion entre los diversos aceites esenciales
corroboran que se caracterizan por un conjunto de propiedades fisicas comunes como
su coloracién a temperatura ambiente que tienden a ser incoloros o amarillentos, su
menor densidad que presenta en comparacion con el agua (a excepcion de algunos),
débilmente hidrosolubles, elevado indice de refraccion y su solubilidad en alcohol, éter
y solventes apolares. En relacidn con sus caracteristicas organolépticas, dependeran de
los componentes mayoritarios presentes para que establezca su sabor, olor y color
(56).

1.7.3. Composicion quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales estan conformados por mezclas quimicas complejas y altamente
variables de compuestos quimicos, habitualmente entre 20 a 60 componentes, cuya

composicién presenta diversas proporciones y responde en gran medida a su origen
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biogenético. En  términos generales, estos constituyentes  pertenecen
predominantemente a dos grandes grupos: los terpenoides, que representan la fraccion
mayoritaria, y en menor medida, los compuestos aromaticos derivados del
fenilpropano. Esta clasificacion refleja las rutas biosintéticas diferenciadas de ambos
grupos, siendo los terpenoides los componentes mas comunes en la mayoria de las
especies vegetales productoras de aceites esenciales. En cuanto a una perspectiva
biosintética, estos compuestos pueden agruparse en dos grandes clases:
hidrocarbonados y oxigenados. A su vez, la fraccion oxigenada incluye compuestos
como alcoholes, éteres, ésteres, aldehidos y sustancias fendlicas, los cuales no solo
aportan a la diversidad quimica del aceite, sino que también son responsables de
muchas de sus propiedades organolépticas y farmacoldgicas, incluido su aroma
caracteristico. Por lo tanto, su composicién guimica esta estrechamente relacionada
con las propiedades bioldgicas de los aceites esenciales, lo que fundamenta su amplio

uso en fitoterapia, cosmética y otras aplicaciones terapéuticas (55,57).

1.7.4. Actividades Farmacoldgicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales han sido ampliamente estudiados por sus diversas actividades
farmacoldgicas, las cuales estan relacionadas con la naturaleza y proporcion de sus
compuestos volatiles. De manera general, se les atribuyen propiedades antisépticas y
bactericidas, asi como efectos antiinflamatorios, digestivos, respiratorios y
moduladores del sistema nervioso, dependiendo de su composicion quimica. Algunos
compuestos terpénicos y fendlicos presentes en estos aceites contribuyen a su accién
antimicrobiana y antiinflamatoria, lo que ha favorecido su uso tradicional y actual en
aplicaciones tdpicas, respiratorias y digestivas. Asimismo, ciertas esencias pueden
ejercer efectos sedantes o estimulantes sobre el sistema nervioso central, asociados
principalmente a su liposolubilidad y a la interaccién de sus componentes con distintos
receptores bioldgicos. En conjunto, estas propiedades han posicionado a los aceites
esenciales como ingredientes de interés en la fitoterapia, la cosmética y el desarrollo de
productos de uso topico, reconociendo que su eficacia y seguridad dependen de su
composicién y forma de aplicacion (28, 29-36).

La extraccion de aceites esenciales requiere técnicas que permitan obtener los compuestos
volatiles de la planta preservando sus propiedades quimicas y bioldgicas. La seleccién
del método depende de la especie vegetal y de la parte de la planta utilizada, y resulta

clave para garantizar la calidad y actividad del aceite esencial en aplicaciones terapéuticas

20



0 antibacterianas.

1.7.5. Métodos de extraccion de aceites esenciales

El método de extraccion para un aceite esencial va a depender de la especie botéanica,
debido a que el método es Unico para cada caso. Los métodos de extraccion de aceites
esenciales son: prensado, destilacion por arrastre de vapor, extraccion con solventes
volétiles y con fluidos supercriticos. Siendo la destilacion por arrastre de vapor, la
técnica méas habitual para obtener aceites esenciales (64).

1.7.5.1.Prensado

El prensado, también Ilamado expresion mecéanica, es un método fisico de extraccion
de aceites esenciales que se basa en la aplicacion de fuerza mecanica sobre el material
vegetal para liberar los compuestos volatiles (principalmente de asas, cortezas o partes
ricas en glandulas oleosas). Es especialmente usado en cortezas de citricos, donde los
aceites se encuentran en sacos resinosos superficiales y pueden liberarse eficientemente
sin aplicar calor significativo, preservando asi los compuestos termolabiles. El aceite se
recolecta tras la presion y usualmente se filtra para separar impurezas. Este proceso no
utiliza solventes quimicos y mantiene la integridad de los aromas delicados asociados a

los citricos (64).

1.7.5.2.Arrastre por vapor de agua

En una cuba de metal inerte como el cobre o el acero inoxidable, con un tamiz en el
fondo para que las plantas no entren en contacto directo con el agua. El vapor generado
atraviesa la planta y extrae las microgotas del aceite esencial. Este vapor de agua
aromatico se enfria en un serpentin mediante un circuito de agua fria. A la salida del
serpentin, se obtiene una mezcla de agua aromatica y aceite esencial. El aceite esencial,
de menor densidad que el agua, flota, lo que permite recuperarlo por la diferencia de

densidad mediante un vaso florentino o esenciero (64,65).

1.7.5.3.Extraccion con solventes volatiles

La extraccion con solventes volatiles consiste en poner en contacto el material vegetal
seco y molido con solventes organicos de bajo punto de ebullicion (como hexano,
cloroformo o etanol). Estos solventes solubilizan los aceites esenciales y otros
compuestos de interés. Tras la evaporacion del solvente, el aceite esencial queda como
residuo junto con ceras y otras sustancias, por lo que suele requerir purificacion

adicional (por ejemplo, mediante destilacion al vacio) para obtener un producto de
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mayor pureza. Esta técnica es util cuando los compuestos aromaticos son fragiles o

cuando la destilacion por vapor no es eficiente (64).

1.7.5.4.Extracciéon con fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos utiliza las propiedades disolventes de ciertos
fluidos a temperaturas y presiones criticas, permitiendo obtener extractos libres de
solventes y de manera mas répida que los métodos tradicionales. Con diéxido de
carbono, se pueden extraer compuestos valiosos como aceites esenciales, pigmentos y
antioxidantes, a temperaturas moderadas y con alta selectividad. Este método ofrece
ventajas como mayor rendimiento, menor tiempo y control sobre la composicion del
extracto, aunque también puede extraer ceras y compuestos de alto peso molecular (66).
Para caracterizar los componentes quimicos presentes en los aceites esenciales, se
emplean métodos analiticos avanzados que permiten su separacion, identificacion y
cuantificacion con alta precisién. Son fundamentales para determinar la composicion
quimica, evaluar la pureza y relacionar los componentes con sus propiedades bioldgicas.
Entre los métodos més utilizados destacan la cromatografia de gases, la espectrometria
de masas y la combinacion de ambas técnicas (GC-MS), las cuales proporcionan
informacién detallada sobre los compuestos volatiles y no volatiles presentes en los

aceites esenciales, asegurando un analisis confiable y reproducible.

1.7.6. Métodos analiticos aplicados para la identificacién de componentes quimicos

en aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos quimicos volatiles obtenidos
de plantas aromaéticas. Para identificar sus componentes se utilizan métodos analiticos
como la cromatografia de gases (GC), cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS), HPLC y técnicas espectroscopicas. Estas técnicas permiten separar,
identificar y analizar los compuestos presentes, siendo fundamentales para el control de

calidad y estudio de sus propiedades (67,68).
1.7.6.1. Cromatografia de gases (GC)

En la cromatografia de gases, la muestra es transportada por una fase mévil gaseosa
inerte, generalmente helio, a través de una columna capilar que contiene la fase
estacionaria y se encuentra alojada en un horno con control de temperatura. La
separacion de los componentes se basa en su diferente afinidad por la fase estacionaria,
lo que determina sus tiempos de retencion, influenciados principalmente por la presion
de vapor de cada compuesto. Los analitos separados pueden ser identificados y
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cuantificados mediante detectores adecuados. La introduccion de la muestra en la
columna puede realizarse mediante los modos split, splitless u on-column, segun la
naturaleza y concentracion de los compuestos a analizar. Para el andlisis de sustancias
volatiles presentes en matrices solidas, se emplea la técnica de extraccion en espacio de
cabeza (headspace), la cual permite transferir los compuestos volatiles a la fase gaseosa

y analizarlos de manera eficiente mediante cromatografia de gases (69).

1.7.6.2.Espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica de alta precision
ampliamente utilizada tanto en investigacion como en analisis de rutina y control de
calidad. Se caracteriza por su elevada capacidad de identificacion y cuantificacion de
compuestos, gracias a la obtencion de espectros de masas especificos para cada
molécula. Destaca por su alta sensibilidad, permitiendo detectar sustancias a
concentraciones muy bajas, asi como por su capacidad para proporcionar informacién
estructural e isotopica. En esta técnica, la muestra es ionizada mediante diferentes
métodos, siendo el impacto electronico uno de los més empleados. Durante la
ionizacion se generan iones moleculares y fragmentos caracteristicos, los cuales son
acelerados y separados en funcion de su relacion masa-carga. La deteccion de estos
iones produce un espectro de masas distintivo que puede ser comparado con bases de

datos para la identificacion del compuesto analizado (69).

1.7.6.3.Acoplamiento cromatografia de gases-espectrometria de masas

La cromatografia de gases (GC) es una técnica eficaz para la separacion de mezclas
complejas; sin embargo, la identificacion de los compuestos se basa principalmente en
el tiempo de retencion, lo cual resulta insuficiente para una identificacion inequivoca
cuando se analizan muestras con numerosos componentes. Por su parte, la
espectrometria de masas (MS) permite identificar compuestos con alta especificidad,
aungue requiere que estos se encuentren previamente separados para evitar la
superposicién de espectros. La combinacién de ambas técnicas da lugar a la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), una herramienta
analitica que integra la capacidad separativa de la GC con el poder de identificacion
de la MS, permitiendo el analisis confiable de mezclas complejas. En este sistema, los
componentes separados en la columna cromatografica ingresan de manera sucesiva al
espectrometro de masas, donde son detectados e identificados mediante sus espectros

caracteristicos. Ademas, el espectrometro de masas actia como detector
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cromatografico al registrar la corriente idnica total, generando el cromatograma
correspondiente. Para el andlisis de mezclas altamente complejas o la busqueda
selectiva de compuestos especificos, puede emplearse la técnica de registro de iones
seleccionados (SIR), la cual incrementa la sensibilidad y selectividad del método al
monitorear Unicamente masas de interés, reduciendo interferencias y facilitando la

identificacion de los analitos (69).

24



CAPITULO II

25



CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1.Lugar de ejecucion

El presente trabajo fue desarrollado en los laboratorios F-303, H-203 y H-403 de la

Universidad Catdlica de Santa Maria (sede central) Arequipa, Perd.
2.2. Materiales
2.2.1. Material bioldgico
= Staphylococcus aureus ATCC 25923
= Escherichia coli. ATCC: 25922,
= Seres humanos
2.2.2. Material Botanico
= Tagetes minuta

2.2.3. Reactivos quimicos

= Agua destilada, grado laboratorio.
= Cloruro de sodio USP
= Alcohol etilico 70 % v/v.
= Polisorbato 80 (Tween® 80), pureza > 99 %.
* Dimetilsulféxido (DMSO), pureza > 99,5 %.
» Hidréxido de potasio (KOH), pureza > 85-90 %.
= Lauril sulfato de sodio (SLS), pureza > 95 %.
= Soluciones buffer estandar
- pH 4 (&cido acético/acetato de sodio)
- pH 7 (fosfato monobéasico/fosfato dibasico)
- pH 10 (carbonato de sodio/bicarbonato de sodio)

2.2.4. Medios de cultivo

= Agar Manitol Salado, grado microbiolégico, medio deshidratado (OXOID)

= Agar Miller-Hinton, grado microbiolégico, medio deshidratado (COMEDCO)
= Agar MacConkey, grado microbiologico, medio deshidratado (COMEDCO)

= Caldo nutritivo, grado microbiolégico, medio deshidratado (HIMEDIA)
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2.2.5. Materiales de laboratorio

= Balones de fondo redondo de 100 mL y 500 mL (Pyrex®)
= Picnémetro (Pyrex®)

= Matraces aforados de 50 mL y 100 mL. (Pyrex®)

= Vasos de precipitados de 50 mL, 100 mL y 250 mL (Pyrex®)
= Baguetas de vidrio.

= Placas Petrie 100 mm de diametro (Pyrex®)

= Probetas graduadas de 10 mL, 50 mL y 100 mL (Pyrex®)
= Termometros de laboratorio.

= Tubos de ensayo dimensiones 16 x 150 mm. (Pyrex®)

= Embudos (Pyrex®)

= Mortero de porcelana.

= Pistilo de porcelana.

= Tubo refrigerante (Pyrex®)

= Pinza universal de tres dedos con doble ajuste.

= Soporte universal.

= Pera de decantacion (Pyrex®)

2.2.6. Aparatos y equipos

= Extractor de esencias por arrastre de vapor (EM 15)
= Refractometro de mano (MASTER-10a)

= Cabina de flujo laminar (Labconco)

= Cocina eléctrica de laboratorio (Hanna Instruments)
= Balanza analitica (Ohaus Pioneer)

= Incubadora microbioldgica (Thermo Scientific)

= Refrigeradora de laboratorio (Bosch)

= Contador de colonias (Fisherbrand)

= Agitador magnético (Scilogex)

= Estufa eléctrica de laboratorio (Thermo Scientific)

= Autoclave (Systec)

= Potenciémetro (Hanna Instruments)

= Desecador (Pyrex®)

= Regla Vernier (calibrador) (Starrett)

= Micropipetas automaticas
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= Micropipeta 100 uL (Eppendorf)
= Micropipeta 1000 pL (Eppendorf)

2.2.7. Otros
= Asade Kolle

= Frasco de vidrio transparente/ambar con gotero

= Mechero Bunsen (Fisher Scientific)

= Gradilla para tubos de ensayo (Al)

= Papel aluminio

= Céamara digital (Canon)

= Espatula (Al)

= Guantes quirurgicos estériles (Alkhofar)

= Guantes de latex estériles (Alkhofar)

= Gasas estériles (Alkhofar)

= Lépiz marcador indeleble

= Papel filtro (Whatman®)

= Gotero (Pyrex®)

= Pinza (Al)

= Parafilm® (Bemis®)

= Discos de antibiograma (ciprofloxacino), concentracién estandar 5 pg, marca
(Oxo0id®)

2.3.Métodos

2.3.1. Obtencion del aceite esencial de “Tagetes minuta”

Material botanico

El material botanico utilizado en este estudio correspondié a hojas flores, y tallos
frescos de Tagetes minuta L. (huacatay), seleccionadas en buen estado para garantizar
su calidad. La identificacion taxondmica del material vegetal fue confirmada por el
Herbarium Arequipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin, mediante

la constancia N° 009-2025-HUSA, asegurando la correcta determinacion de la especie.

Recoleccion
La recoleccion de Tagetes minuta se realiz6 de manera manual el 22 de mayo de 2025

a las 11:00 a. m. en el distrito de La Joya, provincia de Arequipa, Per(, ubicado
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aproximadamente a 1645 m s. n. m., con coordenadas geograficas cercanas a 16°25' S
y 71°49' O. Durante la recoleccidn se registré una temperatura ambiental aproximada
de 25 °C y una humedad relativa cercana al 50 %, caracteristicas de la zona célida y
seca de La Joya. Se seleccionaron plantas adultas y en buen estado fisioldgico. El
material recolectado fue trasladado en contenedores limpios y protegidos de la luz
directa para evitar la pérdida de compuestos volatiles y preservar sus caracteristicas
organolépticas

Secado

El material recolectado se sometié a un proceso de secado de 5 dias a temperatura
ambiente, en un ambiente ventilado y protegido de la luz solar directa, con el fin de
minimizar la degradacion de los componentes aromaticos. EI material vegetal se
distribuy6 en bandejas limpias en una Gnica capa, permitiendo una adecuada circulacion

de aire.

Extraccion del aceite esencial

Se realiz6 mediante el método de arrastre de vapor, utilizando el extractor de aceites
esenciales por arrastre de vapor modelo EM 15. La extraccién se realizd6 mediante
generacion de vapor de agua a temperatura cercana a 100 °C. En este sistema se proceso
un total de 7,5 kg de material vegetal fresco, distribuidos en cuatro dias de trabajo.
Durante los tres primeros dias se realizaron dos corridas diarias de 1 kg cada una, con
una duracion aproximada de 6 horas por corrida. En el Gltimo dia se procesé 1 kg
seguido de una corrida final de 500 g, completando el total establecido. La presion del
sistema se mantuvo por debajo de 30 psi, monitoreada mediante manémetro y valvula
de seguridad del equipo para evitar riesgos como sobrepresurizacion o fugas de vapor.
El vapor generado atravesé el material vegetal, arrastrando los compuestos volatiles
hacia el condensador, donde se obtuvo el destilado compuesto por hidrolato y aceite
esencial. Posteriormente, el destilado fue sometido a un proceso de purificacion. En
primer lugar, se adiciono una sal quimica (NaCl) para facilitar la separacion clara de las
fases aceite — hidrolato por sobresaturacion. Luego, la fase oleosa fue recuperada
cuidadosamente y tratada con sulfato de sodio anhidro, con el fin de eliminar la
humedad residual y obtener un aceite completamente seco. Finalmente, el aceite
esencial purificado fue almacenado en un frasco ambar hermético y conservado en

refrigeracion hasta su analisis.
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2.3.2. Evaluacion organoléptica del aceite esencial

La evaluacion organoléptica se realizd6 tomando una pequefia cantidad de aceite

esencial. Se registraron las caracteristicas de color, olor, textura y sabor (70).

2.3.3. Determinacion de propiedades fisicoquimicas del aceite esencial

a. Determinacion de la densidad (método del picnémetro)

La densidad del aceite esencial se determind empleando un picnémetro previamente
limpio y seco. Primero se registro la masa del picnometro vacio utilizando una balanza
analitica. Luego, el picnébmetro se llend con agua destilada hasta la marca de aforo y se
registrd6 nuevamente su masa a 20 °C para permitir el célculo del volumen real del
recipiente. Posteriormente, el picndmetro se llend con el aceite esencial y se midio6 su
masa. Con estos tres valores (picnémetro vacio, con agua y con aceite esencial) se aplicd
la relacion entre masa y volumen para calcular la densidad del aceite; dicha prueba se
efectud por triplicado (70). Ademas, para la determinacion de la densidad se emplea la

siguiente formula:

Pmuestra = M x Pagua
(P1— Po)
Donde:
Po = peso del picnémetro vacio y seco ()
P1 = peso del picnometro lleno con agua destilada (g)
P2 = peso del picnémetro lleno con la muestra (g)

Pagua = densidad del agua a la temperatura de trabajo (0,997 g/mL a 25 °C)

b. pH

La medicion del pH se realiz6 utilizando un potenciémetro (Hanna Instruments). Antes
de cada determinacion, el electrodo fue calibrado con soluciones buffer estandar de pH
7 (fosfato monobaésico/fosfato dibasico), pH 4 (acido acético/acetato de sodio) y pH 10
(carbonato de sodio/bicarbonato de sodio) garantizando la precision de las lecturas;

dicha determinacion se efectuo por triplicado (70).

c. Indice de refraccion
El indice de refraccién se determind utilizando un refractémetro de mano (MASTER-

10a), previamente calibrado con agua destilada a 20 °C. Posteriormente, se colocé una
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gota de aceite esencial sobre la superficie de lectura, se cerrd la lamina del equipo y se
procedié a realizar la medicion correspondiente; dicha evaluacion se efectué por
triplicado (68).

d. Solubilidad

Se evalud cualitativamente utilizando cuatro solventes: etanol al 70 %, agua destilada,
DMSO y cloroformo. En tubos de ensayo separados se midieron 1 mL de cada solvente
y se afiadieron 100 pL de aceite esencial. Las mezclas se agitaron suavemente y se
observaron los cambios inmediatamente y después de 5 minutos, se registré la
miscibilidad o presencia de separacién de fases; dicha evaluacion se efectué por
triplicado (70).

2.3.4. Anélisis cromatografico (GC-MS)

El perfil quimico del aceite esencial fue determinado mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) en el laboratorio externo “Laboratorios
Slab Peru”. Para el analisis se empled una muestra de 20 pL de aceite esencial, la cual
fue procesada conforme a los procedimientos estandarizados del laboratorio para la
identificacion de compuestos volatiles.

La identificacion de los componentes se realizé mediante el software GCMS Solution®
del equipo SHIMADZU, utilizando la libreria espectral NIST 2014. El grado de
coincidencia entre los espectros obtenidos y los de referencia se expres6 mediante el
indice de similitud (Similarity Index, SI), considerando aceptables valores
comprendidos entre 85 y 100.

El analisis semicuantitativo de los compuestos se efectué mediante el calculo del area
relativa de cada componente, empleando la formula: area relativa del compuesto (%) =
(APi / TAP) x 100, donde APi corresponde al area del pico individual y TAP al area

total de los picos cromatogréficos.

2.3.5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Tagetes minuta

Preparacién del indculo bacteriano
Se emplearon cepas ATCC de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. De cada
microorganismo se seleccionaron tres colonias aisladas de un cultivo reciente en
agar Mueller-Hinton y se transfirieron a un tubo de ensayo que contenian 5 mL de caldo

nutritivo. Las suspensiones se homogenizaron por agitacion suave. Los tubos se
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incubaron a 37 °C durante 6 horas, hasta obtener una turbidez equivalente al estandar

0.5 de la escala de McFarland, correspondiente a aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL

(72).

a. Aplicacion de la técnica de siembra en manto
Las placas de agar Mueller—Hinton previamente solidificadas se inocularon utilizando
un hisopo estéril sumergido en el indculo ajustado. El hisopo se presiond contra la pared
del tubo para retirar el exceso de liquido y se procedié a sembrar la superficie del agar

en tres direcciones, asegurando una cobertura uniforme (72).

b. Preparacion de las soluciones de aceite esencial
Para la preparacion, el aceite esencial de Tagetes minuta se diluyé en dimetilsulféxido
(DMSO) debido a que en estudios previos sobre aceites esenciales de Tagetes se ha
demostrado que la dilucion en DMSO permite una adecuada dispersion en medios de
cultivo, favoreciendo la interaccion del compuesto con los microorganismos. Siguiendo
metodologias similares, se prepararon concentraciones de 75%, 50% y 25% del aceite
esencial de Tagetes minuta para evaluar su efecto antibacteriano, permitiendo establecer
una relacion dosis-respuesta y comparar la actividad en diferentes niveles de
concentracion. Cada solucion se dispuso en un volumen final de 100 pL por pocillo
para asegurar uniformidad y reproducibilidad de los ensayos. Para ello, se mezclaron
25 pL de aceite esencial con 75 uL. de DMSO para obtener la concentracion de 25%,
50 pL de aceite esencial con 50 uL. de DMSO para la concentracion 50%, y 75 pL de
aceite esencial con 25 uL de DMSO para la concentracion 75%. En todos los casos, el
volumen final aplicado en cada pocillo fue de 100 pL. EI DMSO se empled ademas
como control negativo (100 uL de DMSO puro), mientras que como control positivo se

emple6 discos de ciprofloxacino a 5 pg por disco/pocillo (71).

c. Formacidn de los pozos en el agar
Con un sacabocados estéril se realizaron pocillos de 6 mm de diametro en el centro de
cada placa previamente inoculada. Los cilindros de agar retirados fueron descartados
con un asa estéril. Cada pocillo se llené cuidadosamente con 100 pL de la muestra
correspondiente (concentracion evaluada o control). Las placas se dejaron en reposo por

una hora, para permitir la difusion del aceite esencial en el agar (72).

Posteriormente las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas, tras lo cual se

observaron los pozos y se midieron los halos de inhibicion para evaluar la actividad
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antibacteriana. Cada concentracion y control se evaluo por triplicado, empleando un total
de seis placas, tres correspondientes a Escherichia coli y tres a Staphylococcus aureus,
con el fin de asegurar la reproducibilidad y confiabilidad de los resultados (71).

2.3.6. Formulacion del jabon liquido con diferentes concentraciones de aceite esencial
de Tagetes minuta

Se formularon tres versiones del jabon liquido, incorporando diferentes porcentajes de
aceite esencial de Tagetes minuta (0,5%, 1,0% y 1,5%) con el fin de evaluar cémo la
concentracion del aceite influye en las propiedades fisicas, sensoriales y la actividad
antimicrobiana del producto, considerando que los aceites esenciales pueden emplearse
en concentraciones de 0,5 a 2,0% en productos de higiene para obtener efecto bioldgico
sin comprometer la seguridad del usuario (74,75). Las formulaciones se disefiaron con
el objetivo de integrar el aceite esencial como agente activo de origen natural,
aprovechando sus beneficios funcionales sin comprometer la estabilidad y calidad del
jabon. Para ello se emple6 una base detergente suave y natural, compatible con
compuestos lipofilicos, que permite incorporar de manera homogénea el aceite esencial
sin afectar la estabilidad fisica del producto. Dichas formulaciones se presentan en la
Tabla N° 4, cada una con un volumen final de 300 mL (100 %). En estas, el aceite de
oliva funciona como base grasa saponificable, proporcionando los triglicéridos
necesarios para la reaccion de saponificacion y otorgando propiedades hidratantes y
emolientes a la piel, mientras que el hidroxido de potasio (KOH) actia como agente
saponificante alcalino, facilitando la conversion de los acidos grasos en jabon y
glicerina, y garantizando un producto liquido y estable. De esta manera, se logra un
equilibrio entre eficacia de limpieza, suavidad cutdnea y la incorporacion de

compuestos activos.
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Tabla 4. Composicién de la formulacion del jabon liquido con 1,5% aceite esencial de

Tagetes minuta

Componente F1 (0,50 %) F2(1,00%) F3 (1,50 %) Rol
Aceite de oliva 14,50 % 14,50 % 1450%  Base grasa saponificable
o ) Agente saponificante
Hidrdxido de potasio 3,55 % 3,55 % 3,55 % )
alcalino
. Humectante y
Glicerina 7,25 % 7,25 % 7,25 % )
suavizante
Aceite esencial de Agente antibacteriano y
) 0,50 % 1,00 % 1,50 %
Tagetes minuta colorante

Agua destilada c.s. p 100,00 % 100,00 % 100,00 % Medio de reaccion

2.3.7. Elaboracion del jabon liquido con diferentes concentraciones de aceite esencial
de Tagetes minuta

Antes de iniciar la elaboracion, se prepararon tres formulaciones de jabon liquido con
diferentes concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta (0,5 %, 1,0 % y 1,5%),
aplicando el mismo procedimiento de elaboracion para cada una. Cabe indicar que a
continuacion se presenta el procedimiento de elaboracion unicamente de la formulacion
con 1,5 %, ya que fue la concentracion seleccionada para la evaluacion de la actividad
antibacteriana en sujetos. Se realiz6 la medicién de los materiales requeridos: 43,50 g
de aceite de oliva, 10,65 g de hidroxido de potasio (KOH), 21,75 g de glicerina vegetal,
219,60 g de agua destilada y 4,50 mL (1,5%) de aceite esencial de huacatay. El proceso
de elaboracién comenzo6 vertiendo 100 mL de agua destilada en un vaso de precipitado,
al cual se adiciond lentamente el KOH (10,65 @), bajo agitacion constante con una
varilla de vidrio, hasta asegurar su completa disolucién. Durante este proceso se produjo
un incremento de temperatura debido al caracter exotérmico de la disolucién del KOH
La solucion obtenida se dejo enfriar de manera controlada hasta alcanzar una
temperatura aproximada de 30 a 35 °C. De forma paralela, se coloc6 un matraz en bafio
Maria y se calentaron 43,50 g de aceite de oliva hasta aproximadamente 60 °C. Al
alcanzar dicha temperatura, la solucion de KOH se incorpord lentamente al aceite
caliente para favorecer una mezcla uniforme, aplicando agitacion con una batidora a
baja velocidad (200 a 400 rpm) durante 10 a 15 minutos. La mezcla resultante se
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mantuvo en bafio Maria a una temperatura de 60 a 70 °C durante aproximadamente 2
horas, con agitacion intermitente (5 minutos de agitacion por cada 15 minutos de
reposo), hasta obtener una pasta homogénea. A esta pasta aun tibia se afiadi6 la glicerina
vegetal (21,75 g), mezclandose durante 3 minutos para favorecer su homogeneizacion.
La pasta obtenida fue pesada y diluida con 219,60 g de agua destilada a 60 °C, agregada
de forma gradual bajo agitacion suave con la batidora. El producto se dejé reposar
durante 12 horas a temperatura ambiente y, una vez alcanzada una temperatura inferior
a 40 °C, se incorporaron 4,50 mL (1,5%) de aceite esencial de huacatay, mezclandose
durante 5 minutos para asegurar su adecuada dispersion.

El jabon liquido formulado se mantuvo en reposo durante 24 horas y se envaso en
frascos de vidrio ambar previamente esterilizados, los cuales fueron rotulados con la
informacidn correspondiente (nombre del producto, lote, fecha de elaboracion y

concentracion de aceite esencial).

2.3.8. Control de calidad del jabon liquido con aceite esencial de Tagetes minuta

Permite verificar que el producto cumpla con parametros fisicoquimicos y de estabilidad
adecuados. Para ello se evaluan caracteristicas como pH, porcentaje de humedad y solidos
totales, sustancias volatiles y densidad. Estas pruebas aseguran la calidad, seguridad y

eficacia del jabon (76).

a. Determinacion de pH

El ensayo se realizd en las tres formulaciones de jabon liquido con diferentes
concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta (0,5 %, 1 % y 1,5 %), asi como en
el jabon liquido base y en un jabdn liquido de origen comercial utilizado como referencia.
Para ello, el equipo fue calibrado con soluciones buffer estandar; empezando con un
buffer de pH 7 (fosfato monobasico/fosfato dibasico), luego con un buffer de pH 4 (acido
acético/acetato de sodio) y finalizando la calibracion con un buffer de pH 10 (carbonato
de sodio/bicarbonato de sodio), previamente a su uso. A continuacion, se tomé 1 mL del
jabon liquido correspondiente y se afiadié a 100 mL de agua destilada en un vaso de
precipitados. El electrodo del potenciometro (Hanna Instruments) se coloco en la
solucion durante un par de minutos, hasta obtener una lectura estable. Una vez registrado
el valor correspondiente, el electrodo fue enjuagado con agua destilada antes de proceder
con las mediciones subsecuentes. Dicho ensayo fue realizado por triplicado (77).

b. Evaluacion del porcentaje de humedad y sustancias volatiles
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El ensayo se realizd en las tres formulaciones de jabédn liquido con diferentes
concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta (0,5 %, 1 % y 1,5 %), asi como
en el jabon liquido base y en un jabon liquido de origen comercial utilizado como
referencia. Se tomdé 1 g de la muestra y se colocd en una cépsula de porcelana
previamente pesada. El conjunto fue sometido a un proceso de secado a temperatura
110 °C de en estufa y, posteriormente, enfriado en un desecador para registrar su nueva
masa. Este ciclo de secado, enfriamiento y pesada se repitio de manera sucesiva hasta
obtener un valor de peso constante, criterio que indica la eliminacion de la humedad
presente en la muestra; dicho ensayo se realizo por triplicado (78). Ademas, para la
determinacion del porcentaje se emplea la siguiente formula:

] . (P1-P2)
% Humedad y sustancias volatiles = WX 100

Donde:
Po = peso del recipiente vacio y seco (g)
P1 = peso del recipiente + muestra antes del secado (g)

P2 = peso del recipiente + muestra después del secado (g)

c. Determinacion de sélidos totales

El ensayo se realiz6 en las tres formulaciones de jabon liquido con diferentes
concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta (0,5 %, 1 % y 1,5 %), asi como
en el jabon ligquido base y en un jabon liquido de origen comercial utilizado como
referencia. La determinacién se efectu6 a partir del porcentaje de humedad previamente
obtenido, por lo cual se calculé por diferencia, considerando que corresponde a la
fraccion de material remanente luego de la eliminacion de la humedad. Este
procedimiento nos permitié evaluar de manera precisa la composicién y estabilidad del
producto analizado; dicho ensayo se realizd por triplicado (78). Ademas, para la

determinacion del porcentaje se emplea la siguiente formula:

% Solidos totales = 100 — % Humedad y sustancias volatiles

d. Determinacion de densidad (método del picndmetro)
El ensayo se realizd en las tres formulaciones de jabdn liquido con diferentes

concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta (0,5 %, 1 % y 1,5 %), asi como
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en el jabon liquido base y en un jabon liquido de origen comercial utilizado como
referencia. La densidad se determin empleando un picnémetro previamente limpio y
seco. Primero, se registrd la masa del picndmetro vacio utilizando una balanza analitica.
Luego, el picnémetro se llen6 con agua destilada hasta la marca de aforo y se registro
nuevamente su masa a 20 °C, lo que permitio calcular el volumen real del recipiente.
Posteriormente, el picndmetro se llen6 con el jabon liquido formulado y se midi6 su
masa. Con estos tres valores (picnémetro vacio, con agua y con jabdn liquido) se aplico
la relacion entre masa y volumen para calcular la densidad del jabon. Dicho ensayo se
efectud por triplicado (70). Ademas, para la determinacién de la densidad se emplea la

siguiente formula:

p . _ (P2—-"Po) p
mues m_(Pl—Po)x agua

Donde:

Po = peso del picnémetro vacio y seco (g)

P1 = peso del picnémetro lleno con agua destilada (g)

P2 = peso del picnometro lleno con la muestra (g)

Pagua = densidad del agua a la temperatura de trabajo (0,997 g/mL a 25 °C)

2.3.9. Evaluacidn de la actividad antibacteriana in vitro del jabon liquido con aceite

esencial de Tagetes minuta

Preparacion del jabon liquido con diferentes concentraciones del aceite esencial

de Tagetes minuta

Se prepararon tres formulaciones de jabdn liquido con aceite esencial de Tagetes
minuta a concentraciones de 0,5 %, 1,0 % y 1,5 %, utilizando un volumen final de
300 mL de solucion detergente base. Para ello, se incorporaron 1,5 mL, 3,0 mL y
4,5 mL de aceite esencial, respectivamente. De cada formulacion se aplicaron 100
pL por pocillo. La solucion detergente base se utilizé como control negativo (100
ML), mientras que como control positivo se emplearon discos de ciprofloxacino de

5 ug, de acuerdo con los estandares de sensibilidad antimicrobiana.

a. Preparacion del inéculo bacteriano

Se emplearon cepas ATCC de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. De cada
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microorganismo se seleccionaron tres colonias aisladas de los cultivos tanto agar
Manitol Salado y MacConkey respectivamente y se transfirieron a un tubo de
ensayo que contenian 5 mL de caldo nutritivo. Las suspensiones se
homogenizaron por agitacion suave. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 6
horas, hasta obtener una turbidez equivalente al estandar 0.5 de la escala de

McFarland, correspondiente a aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL (72).

b. Aplicacion de la técnica de siembra en manto

Las placas de agar Mueller—Hinton previamente solidificadas se inocularon
utilizando un hisopo estéril sumergido en el in6culo ajustado. El hisopo se
presiono contra la pared del tubo para retirar el exceso de liquido y se procedio a
sembrar la superficie del agar en tres direcciones, asegurando una cobertura

uniforme (72).

c. Formacidn de los pozos en el agar

Con un sacabocados estéril se realizaron pocillos de 10 mm de diametro en el
centro de cada placa previamente inoculada. Los cilindros de agar retirados fueron
descartados con un asa estéril. Cada pocillo se llen6 cuidadosamente con 100 pL
de la muestra correspondiente (concentracion evaluada o control). Las placas se
dejaron en reposo por una hora, para permitir la difusion del aceite esencial en el
agar (72).

Posteriormente las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas, tras lo cual
se observaron los pozos y se midieron los halos de inhibicion para evaluar la
actividad antibacteriana. Cada concentracion y control se evalu6 por triplicado,
empleando un total de seis placas, tres correspondientes a Escherichia coli y tres
a Staphylococcus aureus, con el fin de asegurar la reproducibilidad y confiabilidad

de los resultados (71).

2.3.10. Evaluacion de la actividad antibacteriana del jabon liquido con aceite esencial de

Tagetes minuta en voluntarios mediante el método enjuague

l. Aprobacion del Comité de Etica
La presente investigacion, al involucrar la participacion de sujetos voluntarios
sanos para la evaluacion mediante el método de enjuague, fue sometida a la

evaluacion y aprobacion del Comité de Etica correspondiente. El estudio se
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desarrollo respetando los principios éticos de la investigacion en seres humanos.
Todos los participantes fueron informados sobre los objetivos y procedimientos
del estudio, asi como sobre los riesgos minimos asociados, y otorgaron su
consentimiento informado de manera voluntaria. Asimismo, se garantizo la
confidencialidad de la informacion y el derecho de los participantes a retirarse del

estudio en cualquier momento.

. Consentimiento informado

Previo a la ejecucion del ensayo, mediante el método de enjuague, se solicito la
participacion voluntaria de los sujetos de estudio, a quienes se les proporciond
informacion clara, completa y comprensible sobre los objetivos del estudio, los
procedimientos a realizar, los posibles riesgos y beneficios, asi como la
confidencialidad de los datos obtenidos. A cada participante se le explicd
detalladamente el procedimiento experimental, incluyendo la exposicion
bacteriana artificial, el lavado de manos con los diferentes jabones liquidos y la
posterior recuperacion bacteriana. Asimismo, se enfatizé que la participacion era
completamente voluntaria y que los sujetos podian retirarse del estudio en
cualquier momento. El consentimiento informado fue otorgado de manera escrita
por cada participante antes del inicio del estudio, dejando constancia de su
aceptacion libre y consciente para formar parte de la investigacion. Se garantizo
en todo momento la proteccién de la integridad fisica de los participantes,
seleccionandose Unicamente sujetos con piel integra a nivel de manos y
antebrazos, y empleandose procedimientos de asepsia y desinfeccién para evitar
cualquier riesgo.

La informacion personal de los participantes fue tratada de forma confidencial y
utilizada exclusivamente con fines académicos y cientificos, respetando los
principios éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki y las normativas

nacionales vigentes para investigaciones que involucran seres humanos (79).

II. Muestra de estudio

La muestra de estudio estuvo constituida por nueve sujetos, de ambos sexos, con
edades comprendidas entre 20 a 30 afios, quienes presentaban la piel integra a
nivel de manos y antebrazos. Los participantes fueron distribuidos en tres grupos

experimentales: el Grupo 1, conformado por tres sujetos en los cuales se evaluo
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la base del jabon liquido; el Grupo 2, integrado por tres sujetos en cuyas manos
se evaluo el jabon liquido formulado con aceite esencial de Tagetes minuta; y el
Grupo 3, compuesto por tres sujetos en los que se evalud un jabdn antibacterial

de origen comercial.

IV.  Agentes microbioldgicos empleados

Para la evaluacion antibacteriana se emplearon las cepas Staphylococcus aureus
y Escherichia coli, las cuales fueron previamente activadas y cultivadas en agar
Mueller-Hinton. A partir de los cultivos obtenidos, se seleccionaron colonias
representativas que fueron transferidas a un recipiente estéril con caldo nutritivo,
preparandose posteriormente una suspension bacteriana mediante dilucion en
suero fisioldgico estéril. La preparacion de esta suspension se realizd el mismo
dia del ensayo, con la finalidad de asegurar la viabilidad y homogeneidad del

indculo (78).

V. Procedimiento estandarizado de asepsia de manos

Previamente, los sujetos fueron instruidos mediante el protocolo de higiene de
manos estandarizado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (8), con el
proposito de uniformizar el procedimiento de lavado y minimizar la influencia de
variables intervinientes, tales como el tiempo de ejecucién y el grado de
escrupulosidad, que podrian afectar los resultados del estudio. Con este fin, se
proporciond a los participantes un material informativo ilustrado que describia de

manera clara y secuencial el procedimiento correcto de lavado de manos.

VI.  Asepsia de manos

Las manos de los sujetos fueron previamente desinfectadas y lavadas con jabon
liguido no antibacterial, aplicada sobre la superficie ahuecada de la palma
izquierda. El producto fue distribuido con la mano contraria mediante
movimientos uniformes, manteniéndose el lavado durante un tiempo aproximado
de 10 a 15 segundos de manera vigorosa. Este procedimiento incluyo, ademas, la
higiene de la porcion distal del antebrazo, con el fin de asegurar una limpieza
homogénea de la zona evaluada. A continuacion, las manos fueron enjuagadas
bajo un chorro continuo de agua durante aproximadamente 30 segundos, tras lo
cual los sujetos procedieron al secado de las manos y mufiecas, asegurando la

eliminacion del exceso de humedad. Con el proposito de reforzar la asepsia, se
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aplico alcohol al 70 % mediante un frasco atomizador, permitiendo

posteriormente que los sujetos secaran sus manos de forma natural.

VII.  Exposicion bacteriana artificial palmar

Se utilizaron gasas estériles previamente impregnadas con 30 mL de la suspension
bacteriana. Dichas gasas fueron aplicadas de manera uniforme sobre toda la
superficie palmar y los espacios interdigitales de los sujetos. Posteriormente, se
permitio el secado natural de las manos, sin el empleo de material absorbente,
durante un periodo establecido. Una vez completado el secado, se procedio a la
recuperacion de los microorganismos mediante la aplicacion del método de

enjuague (78).

VIII. Aplicacion de los jabones liquidos

Luego de la recuperacion bacteriana, se procedi6 a la aplicacion de los diferentes
jabones liquidos en los sujetos, de acuerdo con el grupo experimental asignado.
Para ello, cada participante realizé el lavado de manos empleando el jabdn liquido
correspondiente. La cantidad de jabon liquido se aplicd sobre la superficie de cada
mano, tras lo cual se efectud el lavado siguiendo el procedimiento correcto de
higiene de manos establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

).

IX.  Recuperacion bacteriana

Este procedimiento se realizd en cuatro oportunidades en cada sujeto, las dos
primeras se llevaron a cabo para la recuperacion y cuantificacion de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli antes de la aplicacion del jabén liquido
correspondiente, con el fin de determinar el nimero inicial de microorganismos.
Las dos evaluaciones posteriores se efectuaron tras la aplicacion del jabén liquido
correspondiente, permitiendo establecer la carga microbiana restante. Para la
recuperacion bacteriana se emplearon guantes estériles de talla grande. Una vez
colocado el guante, se introdujo una solucién neutralizante, realizdndose un
masaje cuidadoso de palmas y dedos durante un minuto para favorecer la
liberacion de los microorganismos. Posteriormente, se tomé una alicuota de la
solucion recuperada, la cual fue sometida a diluciones seriadas y sembrada en el
medio de cultivo correspondiente, cada determinacion se llevé a cabo por

triplicado. Finalmente, los sujetos fueron desinfectados siguiendo el
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procedimiento de desinfeccidn previamente establecido (80-84).
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2.4. Diagrama de flujo de actividades
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Figura 1. Flujograma de actividades
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.0btencioén del aceite esencial de “Tagetes minuta”

La obtencion del aceite esencial de Tagetes minuta se realizd6 conforme al
procedimiento descrito en la metodologia (85). A partir del procesamiento de la biomasa
vegetal se obtuvo un volumen total de 12 mL de aceite esencial. El rendimiento de
extraccion obtenido fue de 0,16 % (v/v), valor que se encuentra dentro del rango
reportado para Tagetes minuta, cuyos rendimientos oscilan entre 0,10 y 0,25 %
dependiendo del método de extraccion y las condiciones de destilacion (85-87). La
variacion en el rendimiento de extraccion puede atribuirse al estado de la materia prima
y a las condiciones del proceso, tal como ha sido reportado por otros autores, quienes
sefialan que el contenido de aceites esenciales y el tiempo de destilacion influyen
directamente en la eficiencia de extraccién (86—89). El rendimiento obtenido puede
considerarse adecuado para una especie aromatica como Tagetes minuta, ya que se trata
de una planta cuyo contenido de aceite esencial suele ser bajo a moderado en
comparacion con otras especies utilizadas con fines industriales (90,91). En este
sentido, el valor alcanzado sugiere que la biomasa empleada presentd caracteristicas
favorables para la extraccion, lo que permite inferir que el material vegetal fue apto para
el proceso. Asimismo, la obtencion del aceite esencial bajo estas condiciones confirma
que la destilacion por arrastre de vapor es un método eficiente para este tipo de matriz

vegetal, permitiendo la recuperacién de los compuestos volatiles sin evidenciar pérdidas

relevantes (91). El desarrollo del calculo correspondiente se presenta en el Anexo 3.

Figura 3. Materia prima vegetal empleada Figura 2. Equipo de dest_i!acién por
en la obtencién del aceite esencial de arrastre de vapor y separacion del aceite
Tagetes minuta (huacatay). esencial mediante pera de decantacion
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Figura 5. Purificacion mediante Figura 4. Secado y purificacién mediante
tratamiento con solucién sobresaturada de tratamiento con sulfato de sodio anhidro y
sal quimica y secado con sulfato de sodio obtencion del aceite esencial libre de

anhidro. humedad

3.2 Evaluacion organoléptica del aceite esencial

Las caracteristicas organolépticas del aceite esencial de Tagetes minuta obtenidas en
el presente estudio se presentan en la Tabla N° 5 y concuerdan con lo reportado por
otros autores, quienes describen un aceite de color amarillo a ambar, con olor
penetrante y especiado caracteristico de la especie, atribuible a su composicion rica
en monoterpenos y cetonas (85,92,93). Estas caracteristicas sensoriales son
consideradas propias del aceite esencial de T. minuta y constituyen un indicador
preliminar de su calidad y autenticidad. Asimismo, la textura viscosa observada, tal
como se detalla en la Tabla N° 5, puede estar relacionada con la composicién quimica
del aceite esencial y las condiciones del proceso de destilacion, tal como indican
estudios previos sobre aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor (85,87).
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Tabla 5. Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de Tagetes minuta

(huacatay).
Parametro Descripcion
Color Ambar
Olor Penetrante y especiado caracteristico
del huacatay
Textura Viscosa
Sabor Ligeramente picante y amargo

Fuente: Elaboracion Propia

3.3 Determinacion de propiedades fisicoquimicas del aceite esencial

En la Tabla N° 6, la evaluacion fisicoquimica del aceite esencial de Tagetes minuta
evidencio resultados concordantes con los parametros reportados en la literatura para esta
especie, lo que sugiere una adecuada calidad y conservacion de sus propiedades. EI pH
promedio obtenido (4,73 *+ 0,058) se encontrd dentro del intervalo descrito para aceites
esenciales, generalmente comprendido entre 4,0 y 6,0. Este comportamiento podria
atribuirse a la presencia de compuestos oxigenados, como alcoholes y cetonas, los cuales
influyen en las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del aceite, incluyendo su
potencial actividad antimicrobiana (94). La densidad registrada (0,87 + 0,006 g/mL) fue
inferior a la del agua, resultado esperado para aceites esenciales ricos en terpenos y
terpenoides. Este parametro constituye un indicador importante de identidad y pureza, ya
que variaciones significativas pueden asociarse con modificaciones en la composicién
quimica, el método de extraccion o incluso posibles adulteraciones. El valor obtenido
coincide con el rango reportado para este tipo de metabolitos (95). Asimismo, el indice
de refraccion promedio (1,484 + 0,001) se encontr6 dentro de los valores descritos para
Tagetes minuta (93), lo que podria indicar estabilidad en la composicién quimica del
aceite esencial y una adecuada concentracion de sus componentes volatiles. Este
parametro es ampliamente utilizado como criterio de control de calidad, debido a que
puede reflejar cambios relacionados con la presencia de impurezas o alteraciones en la
composicion quimica. En relacién con la solubilidad, la insolubilidad en agua y la alta
solubilidad en alcohol etilico, cloroformo y DMSO son coherentes con la naturaleza
lipofilica de los aceites esenciales, los cuales presentan mayor afinidad por solventes

organicos (96). En conjunto, los resultados obtenidos por triplicado y expresados como
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promedio + desviacion estandar evidencian una buena reproducibilidad experimental y
confirman que el aceite esencial evaluado cumple con los pardmetros fisicoquimicos de

calidad reportados para Tagetes minuta en estudios previos (97-99).
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Tabla 6. Parametros fisicoquimicos de control de calidad del aceite esencial de Tagetes

minuta (huacatay) (n=3)

Desviacién Coeficiente de variabilidad

Parametro Ensayos Promedio
estandar (%)
pH 4.80, 4.70, 4.70 4.73 +0.058 1.23
Densidad
0.87, 0.88,0.87 0.87 +0.006 0.69
(g/mL)
Indice de
1.483, 1.484,
refraccion 1.48 +0.001 0.07
1.485
(20 °C)
Solubilidad !
No presentd
en agua - — — —
) solubilidad
destilada
Solubilidad Presentd
en alcohol disoluciéon — — —
etilico homogénea
Presentd
Solubilidad ) y
disolucion
en — — —
completa e
cloroformo ) ]
inmediata
Presentd

Solubilidad disolucion
en DMSO completa e

inmediata

Fuente: Elaboracion Propia

3.4 Analisis cromatografico (GC-MYS)

La Tabla N° 7 muestra los principales componentes quimicos identificados en el
aceite esencial de Tagetes minuta mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS), asi como su porcentaje de area relativa.
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Tabla 7. Principales componentes identificados

Componente Identificado Clase quimica Area relativa

(%)

2,6-Dimetil-7-octen-4-ona Cetona 34.21
monoterpenica

trans-p-Ocimeno Monoterpeno 29.79

D-Limoneno Monoterpeno 5.14

(2)-2,6-dimetil-5,7- Cetona 4.59
octadien-4-ona monoterpenica

(E,2)-2,6-dimetil-2,4,6- Monoterpeno 2.37

octatrieno

Cariofileno Sesquiterpeno 0.94

Germacreno D Sesquiterpeno 0.21

Linalool Alcohol 0.18

monoterpénico
Terpinen-4-ol Alcohol 0.09

monoterpénico

Fuente: Elaboracion Propia

El andlisis cromatografico mediante GC-MS del aceite esencial de Tagetes minuta
evidencié una composicion dominada por monoterpenos y cetonas monoterpénicas,
compuestos ampliamente asociados a actividad antimicrobiana (92,100). EI componente
mayoritario fue la 2,6-dimetil-7-octen-4-ona (34,21 %), seguido del trans-B-ocimeno
(29,79 %) y el D-limoneno (5,14 %), los cuales han sido reportados como responsables
de la actividad antibacteriana del huacatay (87,92,93,100,101) Asimismo, se identificé la
presencia de otros terpenoides como linalool, terpinen-4-ol, cariofileno y germacreno D,
aunque en menor proporcion, podria contribuir mediante un efecto sinérgico que potencia
la actividad antimicrobiana observada en los ensayos in vitro e in vivo del jabon liquido
formulado (87,88,92).

3.5 Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Tagetes minuta

En las Tablas N° 8 y 9 se muestran los resultados obtenidos, los cuales evidencian
una relacion dosis—respuesta, donde el incremento de la concentracion del aceite

esencial de Tagetes minuta (25 %, 50 % y 75 %) produjo halos de inhibicion
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progresivamente mayores frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
indicando mayor eficacia antibacteriana a concentraciones mas altas. Este
comportamiento concuerda con estudios nacionales que reportaron zonas de
inhibicidn crecientes de T. minuta al aumentar su concentracion, especialmente frente
a S. aureus y E. coli mediante métodos de difusién en agar (102). De igual forma,
otras investigaciones con T. minuta frente a diferentes bacterias también describen
mayor inhibicidn a concentraciones elevadas y ausencia de efecto en controles
negativos, validando el método empleado (93,102,103). El efecto antibacteriano se
atribuye a terpenos del aceite esencial (como ocimeno, limoneno y linalool) capaces
de alterar la membrana bacteriana, mecanismo descrito para T. minuta frente a
bacterias Gram positiva como Staphylococcus aureus y Gram negativa como
Escherichia coli (103). En conjunto, los resultados obtenidos confirman que el aceite
esencial de Tagetes minuta presenta actividad antibacteriana dependiente de la

concentracion y respaldan su uso potencial en formulaciones como jabdn liquido.

a) Staphylococcus aureus ATCC

Tabla 8. Halos de inhibiciéon (mm) obtenidos para Staphylococcus aureus frente a

diferentes concentraciones del aceite esencial (n= 3)

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio Desviacion

Coeficiente de

Tratamiento ) variabilidad
(mm) (mm) (mm) (mm)  estandar
(%)
Aceite 25 % 10.20 10.50 10.10 10.27 0.21 2.05
Aceite 50 % 13.40 13.80 13.60 13.60 0.20 1.47
Aceite 75 % 16.50 16.80 160.60 16.63 0.15 0.90
Control negativo
6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
(DMSO)
Control positivo
(Ciprofloxacino 5 24.50 24.80 24.60 24.63 0.15 0.61

1g)

Fuente: Elaboracion Propia
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b) Escherichia coli ATCC

Tabla 9. Halos de inhibicion (mm) obtenidos para Escherichia coli frente a diferentes

concentraciones del aceite esencial (n=3)

! ... Coeficiente de
Ensayol Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio Desviacion

Tratamiento (mm) (mm) (mm) (mm) A, variabilidad
(%)
Aceite 25 % 8.1 8.4 8.2 8.23 0.15 1.85
Aceite 50 % 11.3 11.6 114 11.43 0.15 1.34
Aceite 75 % 14.2 145 143 14.33 0.15 1.07
Control negativo 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
(DMSO)
Control positivo
(Ciprofloxacino 5 22.1 22.4 22.3 22.27 0.15 0.69

Hg)

Fuente: Elaboracion Propia

Con la finalidad de verificar el cumplimiento del supuesto de normalidad de los datos
correspondientes a los halos de inhibicién (mm), se aplico la prueba de Shapiro-Wilk,
recomendada para muestras pequefias (n < 50). El resultado obtenido se presenta en la
Tabla N° 10, el cual mostré un valor de significancia p = 0,265 (> 0,05), lo que indica
que no se rechaza la hipétesis nula de normalidad y, por tanto, los datos no presentan
indicios de desviarse de una distribucion normal. En consecuencia, se considera
adecuado emplear una prueba estadistica paramétrica, especificamente un analisis de

varianza (ANOVA), para evaluar las diferencias entre los grupos estudiados.
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Tabla 10. Resultados de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para el halo de inhibicién

(mm)

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.
Halo (mm)

0.938 18 0.265

En la Tabla N° 11 se presenta el analisis por medio de la prueba de Tukey de la actividad
antibacteriana del aceite esencial realizado para evaluar el efecto de la concentracién del
aceite esencial de Tagetes minuta y el tipo de bacteria sobre el didmetro del halo de
inhibicidn frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los resultados obtenidos
mediante ANOVA de dos vias, indican que la concentracion del aceite esencial de
Tagetes minuta ejerce un efecto estadisticamente significativo sobre el crecimiento
bacteriano, observandose diferencias significativas entre todas las concentraciones
evaluadas (p < 0,05). En este sentido, el mayor didmetro del halo de inhibicion se obtuvo
con la concentracion del 75 %, seguida de las concentraciones del 50 % y 25 %, lo que
evidencia un incremento progresivo de la actividad antibacteriana conforme aumenta la
concentracion del aceite esencial.

Las medias del didmetro del halo de inhibicidn obtenidas para las concentraciones del 75
%, 50 % y 25 % fueron de 15,48 mm, 12,52 mm y 9,25 mm, respectivamente, y las
comparaciones multiples realizadas mediante la prueba post hoc de Tukey confirmaron
que las diferencias entre cada par de concentraciones fueron estadisticamente
significativas (p = 0,000). Este comportamiento concuerda con lo reportado en la
literatura, donde se describe que el efecto antibacteriano de los aceites esenciales es
dependiente de la concentracion, debido a una mayor disponibilidad de compuestos
bioactivos capaces de alterar la integridad de la membrana celular bacteriana (104,105).
Asimismo, el analisis de varianza evidencié que el tipo de bacteria también influye
significativamente en el didmetro del halo de inhibicion, observandose una mayor
susceptibilidad de Staphylococcus aureus en comparacion con Escherichia coli. Esta
diferencia puede atribuirse a la estructura de la pared celular, ademas las bacterias Gram

positivas presentan una membrana mas permeable a los compuestos lipofilicos presentes

53



en los aceites esenciales, mientras que las bacterias Gram negativas poseen una
membrana externa que actia como barrera adicional (105,106). Por otro lado, no se
encontrd una interaccion significativa entre la concentracion del aceite esencial y el tipo
de bacteria, lo que indica que el efecto de la concentracion es consistente en ambas
especies bacterianas evaluadas.

Finalmente, el cumplimiento del supuesto de homogeneidad de varianzas confirma la
validez del anélisis estadistico aplicado. En conjunto, estos resultados demuestran que el
aceite esencial de Tagetes minuta presenta una actividad antibacteriana significativa,
especialmente frente a Staphylococcus aureus, y que dicho efecto se incrementa de
manera proporcional al aumento de la concentracion, lo que respalda su potencial uso

como agente antimicrobiano natural.

Tabla 11. Comparacion de medias de los halos de inhibicién entre concentraciones del

aceite esencial mediante prueba de Tukey (HSD)

Comparaciones multiples

HSD Tukey
Intervalo de
@ <) Diferencia
Desv. confianza al 95%
Concentracion Concentracion de medias Sig.
Error Limite Limite
(o) (%) d-J)
inferior superior
%o, 50% -3,267°0.0991 0.000 -3.531 -3.002
’ 75% -6,233"  0.0991 0.000 -6.498 -5.969
30%; 25% 3,267°  0.0991 0.000 3.002 3.531
0
75% -2,967°  0.0991 0.000 -3.231 -2.702
ey 25% 6,233"  0.0991 0.000 5.969 6.498
’ 50% 2,967 0.0991 0.000 2.702 3.231
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Gréafico 1 Analisis de varianza (ANOVA de dos vias) del efecto de la concentracion del
aceite esencial de Tagetes minuta y el tipo de bacteria sobre el diametro del halo de

inhibicion. Bacteria: m Staphylococcus aureus m Escherichia coli

3.6 Obtencion del jabon liquido con diferentes concentraciones de aceite esencial de
Tagetes minuta

Como resultado del proceso de elaboracion, se obtuvieron tres formulaciones de jabén
liquido con diferentes concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta (0,5%, 1%
y 1,5%), las cuales presentaron un aspecto amarillento y olor caracteristico del aceite
esencial. El producto final de las tres formulaciones mostré una adecuada fluidez,
textura homogénea y estabilidad visual, sin evidencia de separacién de fases ni
precipitacion. Estas caracteristicas estuvieron influenciadas tanto por la incorporacion
del aceite esencial de Tagetes minuta como por el tipo de materia grasa saponificable
empleada (aceite de oliva), la cual ha sido ampliamente reportada como una de las
principales materias primas utilizadas en la elaboracion de jabones, debido a su

disponibilidad y a su contribucion a la calidad del producto final (77).
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En este sentido, se evidencid que las formulaciones basadas en aceite de oliva, junto
con la adicion de diferentes concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta,
presenta un comportamiento favorable en el desarrollo del jabon liquido sin
comprometer la estabilidad del producto y la compatibilidad entre la matriz detergente

y el aceite esencial de Tagetes minuta incorporado.

Figura 6. Insumos para la Figura 7. Preparacion del
elaboracion jabén liquido base

Figura 8. Incorporacmn Figura 9. Jabon IquIdo
del aceite esencial de con aceite esencial de
Tagetes minuta Tagetes minuta
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3.7 Control de calidad del jabon liquido con aceite esencial de Tagetes minuta

Una vez obtenidas las formulaciones de jabén liquido con diferentes concentraciones de
aceite esencial de Tagetes minuta (0,5 %, 1 % y 1,5 %), se realizaron los controles de
calidad correspondientes tanto a las tres formulaciones, como al jabon liquido base y al
jabén liquido de origen comercial. En el presente capitulo se expone mediante las Tablas
N° 12, 13 y 14, los resultados de las diferentes formulaciones con fines comparativos y
de referencia metodoldgica. La evaluacidn de los distintos parametros fisicoquimicos se
Ilevé a cabo por triplicado, con el fin de determinar la reproducibilidad y estabilidad de

los parametros analizados.

En la Tabla N° 12 se presentan los resultados de los parametros fisicoquimicos evaluados
de la formulacién con 0,5 % de aceite esencial de Tagetes minuta, los cuales se expresan
como valores promedio, evidenciandose una adecuada concordancia entre los ensayos

realizados.
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Tabla 12. Resultados de los parametros fisicoquimicos del control de calidad del jabon

liquido con aceite esencial de Tagetes minuta (huacatay) al 0,5 %. (n=3)

] Ensayo Ensayo Ensayo . Desviacion CV
Parametro Muestra Promedio
1 2 3 Estandar (%)
Jabon
liquido
pH con aceite 8,85 8,88 8,82 8,85 0,03 0,34
esencial
0,5 %
Jabon
% de o
liquido
humedad y )
_ con aceite 86,40 86,55 86,35 86,43 0,10 0,12
sustancias )
| esencial
volatiles
0,5%
Jabon
% de liquido
solidos con aceite 13,60 13,45 13,65 13,57 0,10 0,74
totales esencial
0,5 %
Jabon
_ liquido
Densidad .
con aceite 0,99 0,99 0,98 0,99 0,01 1,01
(9/mL) .
esencial
0,5%

Fuente: Elaboracion Propia

En la Tabla N° 13 se presentan los resultados de los parametros fisicoquimicos evaluados
de la formulacién con 1,0 % de aceite esencial de Tagetes minuta, los cuales se expresan
como valores promedio, evidenciandose una adecuada concordancia entre los ensayos

realizados.
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Tabla 13. Parametros fisicoquimicos del control de calidad del jabén liquido con aceite

esencial de Tagetes minuta (huacatay) al 1,0 %. (n=3)

_ Desviacion CV
Parametro Muestra Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Promedio i
Estandar (%)
Jabon
liquido
pH con aceite 8,70 8,68 8,72 8,70 0,02 0,23
esencial
1,0 %
Jabén
% de .
liquido
humedad y .
) con aceite 87,10 87,05 86,95 87,03 0,08 0,09
sustancias )
; esencial
volatiles
1,0%
Jabon
% de liquido
solidos con aceite 12,95 13,05 13,00 13,00 0,05 0,38
totales esencial
1,0%
Jabo6n
) liquido
Densidad )
con aceite 0,98 0,98 0,98 0,98 0,00 0,00
(9/mL) .
esencial
1,0%

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla N° 14 se presentan los resultados de los parametros fisicoquimicos evaluados
de la formulacién con 1,5 % de aceite esencial de Tagetes minuta, los cuales se expresan
como valores promedio, evidenciandose una adecuada concordancia entre los ensayos
realizados. En relacion con el pH, la base de jabén liquido presento un valor promedio de
(9,33 £ 0,02), mientras que el jabon liquido formulado con 1,5% de aceite esencial de
Tagetes minuta mostrd un pH ligeramente inferior de (8,59 + 0,02). Esta disminucién

puede atribuirse a la incorporacion del aceite esencial, cuyos componentes quimicos,
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como terpenos y compuestos oxigenados, pueden interactuar con el sistema detergente e
influir en el equilibrio &cido—base de la formulacion, tal como ha sido reportado para
aceites esenciales incorporados en productos cosméticos y detergentes (107,108). Por su
parte, el jabdn antibacterial comercial registré un pH promedio de (8,20). Este valor, al
igual que los obtenidos para la base de jabdn liquido y el jabén formulado con aceite
esencial, se encuentra dentro de los rangos aceptables para productos detergentes de uso
topico, los cuales suelen presentar un pH ligeramente alcalino, generalmente
comprendido entre 8 y 10 (109-111). En este sentido, los resultados evidencian que la
incorporacion del aceite esencial de Tagetes minuta no generd alteraciones en el pH de la
formulacién.

Respecto al porcentaje de humedad y sustancias volatiles, la base de jabdn liquido
present6 un valor promedio de (86,04 + 0,08 %), mientras que el jabon formulado con
1,5% de aceite esencial registrd (87,00 £ 0,08 %) y el jabdn antibacterial comercial (88,04
+ 0,10 %). El ligero incremento observado en la formulacion con aceite esencial puede
atribuirse a la presencia de compuestos volatiles propios del aceite esencial, como
monoterpenos y sesquiterpenos, los cuales contribuyen al aumento de la fraccion volatil
del producto (112). Asimismo, la naturaleza higroscopica de los sistemas detergentes
liquidos, asociada a la presencia de agua y glicerina, favorece la retencién de humedad,

lo que concuerda con lo reportado en formulaciones cosméticas similares (110).

En relacion con el porcentaje de solidos totales, la base de jabén liquido presentd un valor
promedio de (13,96 + 0,08 %), el jabon liquido con 1,5% de aceite esencial (13,00 + 0,08
%) y el jabdn antibacterial comercial (11,96 + 0,10 %). Estos resultados evidencian que
la incorporacion del aceite esencial no produjo variaciones en el contenido de solidos,
manteniendo caracteristicas fisicoquimicas comparables a las de un producto comercial.
Finalmente, la densidad mostro valores promedio de (0,98 + 0,00 g/mL) tanto para la base
de jabon liquido como para el jabon liquido con 1,5% de aceite esencial, mientras que el
jabon antibacterial comercial presentd una densidad ligeramente superior (1,01 + 0,00
g/mL). La similitud en los valores de densidad entre la base y la formulacion con aceite
esencial indica que la adicién del aceite esencial no afectd en esta propiedad, lo que
sugiere una adecuada compatibilidad entre la matriz detergente y el componente natural
afiadido. En conjunto, los resultados fisicoquimicos obtenidos evidencian que el jabon
liqguido formulado con aceite esencial de Tagetes minuta presenta caracteristicas

comparables a las de un jabon antibacterial comercial, manteniendo parametros
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adecuados para su uso como solucion detergente y demostrando estabilidad y

reproducibilidad en los ensayos realizados.

Aunque en formulaciones cosméticas se suele considerar una variacién cercana al 3 %
entre concentraciones como un cambio claramente perceptible en algunos parametros
fisicoquimicos (113-115), en el presente estudio se observaron variaciones menores entre
las formulaciones con 0,5 %, 1 % y 1,5 % de aceite esencial. Este comportamiento puede
explicarse por el bajo porcentaje de incorporacion del aceite esencial en relacién con la
matriz total del jabon liquido, donde la base formulada actia como un sistema
amortiguador que atentia cambios bruscos en propiedades como pH, densidad y contenido
de solidos (115). Asimismo, diversos autores sefialan que, cuando los aceites esenciales
se incorporan en concentraciones bajas a moderadas, los cambios fisicoquimicos pueden
ser graduales y no necesariamente proporcionales, especialmente en sistemas acuosos con
agentes tensioactivos (113,115). En este sentido, las variaciones observadas, aunque
inferiores al 3 %, son técnicamente aceptables, reproducibles y coherentes con
formulaciones cosméticas estables, sin afectar la calidad ni la funcionalidad del producto

final.
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Tabla 14. Parametros fisicoquimicos del control de calidad del jabén liquido con aceite

esencial de Tagetes minuta (huacatay) al 1,5 %. (n=3)

) _ Desviacion CV
Parametro Muestra Ensayos Promedio i
Estandar (%)

Base de jabon liquido 933 931 9.35 9.33 0.02 0.21
Jabdn liguido con aceite 0.02 0.23

’ 859 857 8.61 8.59

pH esencial al 1.5%

Jabon antibacterial 0.02 0.24

] 820 8.18 8.22 8.20

comercial

Base de jabon liquido 86.04 86.12 85.96 86.04 0.08 0.09
% de humedad y Jabdn liquido con aceite 0.08 0.09

) ) 87.00 87.08 86.92 87.00
sustancias esencial al 1.5%

volatiles  jah6n antibacterial 0.10 0.11
) 88.01 88.15 87.95 88.04
comercial
Base de jabon liquido 13.96 13.88 14.04 13.96 0.08 0.57
) Jabon liquido con aceite 0.08 0.62
% de sélidos \ 13.00 12.92 13.08 13.00
esencial al 1.5%
totales
Jabon antibacterial 0.10 0.84
) 11.99 11.85 12.05 11.96
comercial
Base de jabon liquido 0.98 0.98 0.98 0.98 0.00 0.00
Jabodn liquido con aceite 0.00 0.00

) ] 098 0.98 0.98 0.98
Densidad (g/mL) esencial al 1.5%

Jabon antibacterial 0.00 0.00
] 1.01 1.01 1.01 1.01
comercial

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 12.

Figura 10. Figura 11. D I 0
IR Determinacion de la eterminacion de % de
Determinacion de pH densidad humedad y sustancias

volatiles

3.8 Evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro del jabon liquido con aceite

esencial de Tagetes minuta

La actividad antibacteriana in vitro de los jabones liquidos formulados con diferentes
concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta fue evaluada mediante el
método de difusion en agar por pozos frente a cepas ATCC de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Tras 24 horas de incubacion a 37 °C, se observo la formacion
de halos de inhibicidn en las muestras que contenian aceite esencial, cuyo diametro
aumentd conforme se increment6 la concentracion, evidenciando una relacién dosis—
respuesta. Staphylococcus aureus presenté mayor susceptibilidad que E. coli. El
control negativo no mostro actividad antibacteriana, mientras que el control positivo
(ciprofloxacino) presentd halos bien definidos. Estos resultados confirman que el
jabén liquido formulado con aceite esencial de Tagetes minuta posee actividad

antibacteriana in vitro dependiente de la concentracion.
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Figura 13. Activacion Figura 14. Inoculo en
de bacterias ATCC escala de 0.5 de McFarland

Figura 15. Preparacion
de jabdn liquido a
diferentes
concentraciones de
aceite esencial

Figura 16.
Incubacién de placas

Figura 17. Lectura de resultados
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En la Tabla N° 15 se presentan los resultados de la actividad antibacteriana del jabon
liquido formulado con diferentes concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta,
evaluada mediante el método de difusion en agar por pozos frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Se muestran los valores de los halos de inhibicion obtenidos por
triplicado, asi como el promedio, la desviacidn estandar y el coeficiente de variacion (CV

%), incluyendo el control positivo y el control negativo.

Tabla 15. Diametros de los halos de inhibicion (mm) obtenidos frente a Escherichia coli
mediante difusion en placa (n=3)

Concentracion del Halo de inhibicion : 4
] ) Promedio Desviacin
aceite esencial en el (mm) )
=) . (mm) estdndar CV (%)
Jabon liquido 1 2 3
0.5% 1320 13.60 13.80 13.53 0.31 2.29
1.0% 1510 15.40 15.60 15.37 0.25 1.63
15% 1730 17.60 17.90 17.60 0.30 1.70
Control positivo
) ) 32.10 31.80 32.40 32.10 0.30 0.93
(Ciprofloxacino 5ug)
Control negativo
6.00 6.00 6.00 6.00 0.00 0.00

(jabén liquido base)

NOTA: Los valores corresponden al didmetro del halo de inhibicidn expresado en milimetros (mm),
incluyendo el diametro del pozo (6 mm). Los ensayos se realizaron por triplicado frente a la cepa

bacteriana evaluada mediante el método de difusion en agar por pozos.

Con la finalidad de verificar el cumplimiento del supuesto de normalidad de los datos
correspondientes a los halos de inhibicion (mm), se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk,
recomendada para muestras pequefias (n < 50). El resultado obtenido se presenta en la
Tabla N° 16, el cual mostré un valor de significancia p = 0,314 (> 0,05), lo que indica
gue no se rechaza la hipétesis nula de normalidad y, por tanto, no existe evidencia de que
los datos se desvien de una distribucion normal. En consecuencia, se justifica el uso de
una prueba estadistica paramétrica, especificamente un andlisis de varianza (ANOVA),

para evaluar las diferencias entre los grupos estudiados.
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Tabla 16. Resultados de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para el halo de inhibicién

(mm)

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk

Halo de inhibicién Egfadistifo gl Sig.

(mm) 0.910 9 0314

En la Tabla N° 17 se presenta el analisis de varianza (ANOVA) aplicado a los halos de
inhibicion de Escherichia coli frente a diferentes concentraciones del aceite esencial de
Tagetes minuta “huacatay” en el jabon liquido. Los resultados muestran diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones evaluadas (p = 0,000), lo que
evidencia un efecto dependiente de la dosis. EI diametro promedio del halo de inhibicién
aumento proporcionalmente con la concentracion del aceite esencial de Tagetes minuta
“huacatay” en el jabon liquido: 13,53 mm para 0,5 %, 15,37 mm para 1,0 % y 17,60 mm
para 1,5 %, confirmando que a mayor concentracion existe mayor actividad
antibacteriana.

Estos resultados fueron corroborados por la prueba post hoc de Tukey (Tabla N° 18), la
cual evidencio que todas las concentraciones difieren significativamente entre si (p <
0,05). Esto indica que cada nivel de formulacion produjo efectos antibacterianos distintos
sobre E. coli, estableciendo claramente una relacion dosis-respuesta. Este
comportamiento concuerda con estudios previos realizados con aceites esenciales, donde
se reporta gue el incremento en la concentracion genera halos de inhibicién mas amplios

frente a microorganismos como E. coli (107-109).

Asimismo, investigaciones que emplean el método de difusion en agar han reportado un
incremento significativo del efecto antibacteriano al aumentar la concentracion del aceite
esencial de Tagetes minuta, lo que respalda el uso de pruebas estadisticas como el
ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey para la comparacion entre distintos niveles de
tratamiento. En particular, diversos estudios sefialan que el aceite esencial de Tagetes

minuta presenta una actividad antibacteriana dependiente de la concentracién frente a
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bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, resultados que concuerdan con la tendencia observada en el presente
estudio (107,109,110).

Este efecto se atribuye a la presencia de compuestos bioactivos caracteristicos del aceite
esencial de Tagetes minuta, como monoterpenos y cetonas, los cuales pueden alterar la
permeabilidad de la membrana celular bacteriana, provocando la fuga de componentes
intracelulares y la posterior muerte celular. Dicho mecanismo ha sido descrito
principalmente para Staphylococcus aureus, donde la ausencia de una membrana externa
favorece una mayor susceptibilidad, mientras que en Escherichia coli la presencia de una
membrana externa rica en lipopolisacaridos puede limitar la accidn del aceite esencial.
Este comportamiento explica por qué el efecto inhibitorio es mas marcado a
concentraciones elevadas y es consistente con los resultados obtenidos en esta
investigaciéon (83,93,107,109,111).

En conjunto, los resultados confirman que la actividad antibacteriana del jabén liquido
formulado con aceite esencial de Tagetes minuta frente a E. coli es dependiente de la
concentracion, y que incrementos en el porcentaje de aceite esencial dentro de la matriz

del detergente conducen a una mayor inhibicién del crecimiento bacteriano.

Tabla 17. Anélisis de varianza (ANOVA) del Halo de inhibicion de Escherichia coli
frente a diferentes concentraciones del aceite esencial de Tagetes minuta “huacatay” en

el jabon liquido

Fuente de Suma de al Media F Sig.
variacion cuadrados cuadrética
Entre grupos 24,887 2 12,443 151,338 0,000
Dentro de 0,493 6 0,082 — —
grupos
Total 25,380 8 — — —
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Tabla 18. Comparacion multiple de medias entre concentraciones mediante la prueba de

Tukey

() J) Diferencia Desv.  Sig. IC 95% IC 95%

Concentracion Concentracion de medias error Limite Limite
(1-9) inferior superior

0,5% 1,0% -1,8333* 0,2341 0,001 -2,552 -1,115

0,5% 15% -4,0667* 0,2341 0,000 -4,785 -3,348

1,0% 15% -2,2333* 0,2341 0,000 -2,952 -1,515

180

170

&0

150

Halo de mmhibicion (nm)

140

=

5% 10% 15%

120

Concentracion de aceite esencial (%)

Gréafico 2. Analisis de varianza (ANOVA) del Halo de inhibicién de Escherichia coli
frente a diferentes concentraciones del aceite esencial de Tagetes minuta “huacatay” en

el jabon liquido
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En la Tabla N° 19 se presentan los resultados de la actividad antibacteriana del jabon
liquido formulado con diferentes concentraciones de aceite esencial de Tagetes minuta,
evaluada frente a Staphylococcus aureus mediante el método de difusién en agar por
pozos. Se muestran los halos de inhibicidn obtenidos por triplicado, asi como el promedio,
la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV %), incluyendo el control positivo

(Ciprofloxacino 5 pg) y el control negativo (jabon liquido base).

Tabla 19. Diametros de los halos de inhibicion (mm) obtenidos frente a Staphylococcus

aureus mediante difusion en placa (n= 3)

Concentracion del Halo de inhibicion \ y
) y Promedio  Desviacion
aceite esencial en el (mm) ]
N/ 4 (mm) estandar
jabon liquido 1 2 3 (%)
0.5% 1540 15.80 16.10 15.77 0.35 2.22
1.0 % 18.20 18.60 18.90 18.57 0.35 1.89
1.5% 21.10 2150 21.80 21.47 0.35 1.63
Control positivo
33.20 33.60 34.10 33.63 0.45 1.34

(Ciprofloxacino 5ug)
Control negativo 6.00 6.00 6.00 6.00 0.00 0.00
(jJabon liquido base)

NOTA: Los valores corresponden al didmetro del halo de inhibicién expresado en milimetros (mm),
incluyendo el diametro del pozo (6 mm). Los ensayos se realizaron por triplicado frente a la cepa bacteriana

evaluada mediante el método de difusion en agar por pozos.

Con la finalidad de verificar el cumplimiento del supuesto de normalidad de los datos
correspondientes a los halos de inhibicion (mm), se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk,
recomendada para muestras pequefias (n < 50). Los resultados obtenidos se presentan en
la Tabla N° 20, los cuales mostraron un valor de significancia p = 0,252 (> 0,05), lo que
indica que no se rechaza la hipétesis nula de normalidad; por tanto, los datos pueden
considerarse distribuidos normalmente. En consecuencia, resulta adecuado aplicar una
prueba estadistica paramétrica, especificamente un analisis de varianza (ANOVA), para

comparar los grupos analizados.
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Tabla 20. Resultados de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para el halo de inhibicién

(mm)

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.

Halo de inhibicion
Staphylococcus 0.900 9 0.252

aureus

En las Tabla N° 21, se muestra el andlisis de varianza (ANOVA) sobre el halo de
inhibicién de Staphylococcus aureus frente a diferentes concentraciones del aceite
esencial de Tagetes minuta “huacatay” en el jabon liquido, mostro diferencias altamente
significativas en los halos de inhibicion de Staphylococcus aureus frente a distintas
concentraciones del aceite esencial de Tagetes minuta “huacatay” en el jabon liquido (F
= 197,595; p = 0,000), evidenciando un efecto dependiente de la dosis. El diametro
promedio del halo aumenté con la concentracién: 15,77 mm (0,5 %), 18,57 mm (1,0 %)
y 21,47 mm (1,5 %).

La prueba de Tukey (Tabla N° 22) confirmd diferencias estadisticamente significativas
entre todas las concentraciones evaluadas (p < 0,05), lo que indica que cada nivel de
tratamiento produjo un efecto antibacteriano distinto. Este comportamiento dosis—
respuesta concuerda con estudios que reportan un incremento del diametro del halo de
inhibicidn de Staphylococcus aureus al aumentar la concentracion del aceite esencial de
Tagetes minuta en ensayos de difusién en agar, evidenciando una relacién directa entre
la dosis aplicada y la actividad antibacteriana (109,112).

A nivel mecanistico, compuestos como monoterpenos y fenoles alteran la permeabilidad
de la membrana bacteriana y los procesos metabdlicos, generando mayor inhibicién a
concentraciones mas altas (122). En conjunto, los resultados confirman que la actividad
antibacteriana del jabon liquido con Tagetes minuta frente a S. aureus es directamente

proporcional a la concentracion del aceite esencial.
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Tabla 21. Analisis de varianza (ANOVA) del halo de inhibicion de Staphylococcus
aureus frente a diferentes concentraciones del aceite esencial de Tagetes minuta

“huacatay” en el jabon liquido

Fuente de Suma de Media )
o 9 - F Sig.
variacion cuadrados cuadratica
Entre grupos 48,740 2 24,370 197,595 0,000
Dentro de grupos 0,740 6 0,123 — —
Total 49,480 8 — — —

Tabla 22. Comparacion multiple de medias entre concentraciones mediante la prueba de

Tukey
) Diferencia IC 95% IC 95%
y J) . Desv. ] 1. [
Concentracio » de medias Sig.  Limite Limite
Concentracion error ) ) )
n (1-9) inferior  superior
0,5 % 1,0% -2,8000* 0,2867 0,000 -3,680 -1,920
0,5% 1.5% -5,7000* 0,2867 0,000 -6,580 -4,820
1,0% 1.5% -2,9000* 0,2867 0,000 -3,780 -2,020
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Gréafico 3. Analisis de varianza (ANOVA) del halo de inhibicion de Staphylococcus
aureus frente a diferentes concentraciones del jabon liquido con aceite esencial de

Tagetes minuta (“huacatay’)

Con el propésito de evaluar el supuesto de normalidad, se aplicé la prueba de Shapiro-
Wilk a los datos analizados. El resultado obtenido se presenta en la Tabla N° 23, el cual
mostrd un valor de significancia p = 0,316 (> 0,05), lo que indica que no se rechaza la
hipétesis nula de normalidad y, por tanto, no se evidencia una desviacion significativa
respecto a una distribucion normal. En consecuencia, resulta apropiado emplear una
prueba estadistica paramétrica, especificamente un analisis de varianza (ANOVA), para

comparar los grupos estudiados.
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Tabla 23. Evaluacion del supuesto de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk
para el anélisis ANOVA

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.
Halo (mm)

0.942 18 0.316

El anélisis de los resultados confirmo el cumplimiento del supuesto de homogeneidad de
varianzas (p > 0,99), validando el uso de pruebas paramétricas. Se observaron diferencias
altamente significativas segun el tipo de bacteria: Staphylococcus aureus present6
mayores halos de inhibicién (18,60 mm) que Escherichia coli (15,50 mm; p = 0,000), lo
que indica mayor susceptibilidad de S. aureus. Este comportamiento concuerda con
reportes donde bacterias Gram positivas suelen ser mas sensibles a aceites esenciales que
las Gram negativas, debido a diferencias estructurales en la pared celular (109,111).

Respecto a la concentracion, se evidencié un efecto dosis—respuesta: 14,65 mm (0,5 %),
16,97 mm (1,0 %) y 19,53 mm (1,5 %), con p = 0,000. Este patrén coincide con estudios
de difusion en agar que muestran incremento del halo al aumentar la concentracion de
aceites esenciales (120-122). La interaccion bacteria—concentracion fue significativa,
indicando que el efecto del aceite esencial de Tagetes minuta en el jabon liquido varia
segun la bacteria; S. aureus mostré un incremento mas marcado, coherente con su mayor
sensibilidad. La prueba de Tukey confirmé6 que todas las concentraciones difieren entre
si (p < 0,05). En conjunto, los resultados demuestran que la actividad antibacteriana del
jabon liquido con aceite esencial de Tagetes minuta depende tanto del tipo de bacteria

como de la concentracidn, siendo S. aureus la mas susceptible.
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Grafico 4 Comparacion del halo de inhibicion en S. aureus y E. coli seglin concentracion
del aceite esencial de Tagetes minuta “huacatay” en el jabon liquido

Bacteria: m Staphylococcus aureus m Escherichia coli

3.9 Evaluacion de la actividad antibacteriana del jabdn liquido con aceite esencial de

Tagetes minuta en voluntarios mediante el método de enjuague

La actividad antibacteriana del jabén liquido con 1,5% de aceite esencial de Tagetes
minuta fue evaluada en 9 voluntarios mediante el método de enjuague, comparandose
con la base del jabon liquido y con un jabdn antibacterial de origen comercial. Tras la
aplicacion de las formulaciones, se obtuvo los siguientes resultados presentados en
las Tablas N° 24, 25, 26, 27, 28 y 29; en las cuales se presenta el recuento de unidades
formadoras de colonias por mano (UFC/mano) obtenidas antes y posteriormente en

tres ensayos realizados a tres sujetos diferentes.
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Tabla 24. Resultados del recuento microbiologico antes del tratamiento del Grupo 1

(Sujetos sometidos a la aplicacién de jabon liquido base) frente a S. aureus (n= 3)

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Sujeto
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

1 1,46x10° 1,49x10° 1,50%10°
2 1,50x10° 1,52x10° 1,51x10°

2 1,49x10° 1,52x10° 1,52x10°

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano (UFC/
mano) de Staphylococcus aureus recuperadas antes del tratamiento aplicado en el Grupo 1,
determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por
triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una

baja variabilidad entre los ensayos realizados.

Tabla 25. Resultados del recuento microbiol6gico posterior al tratamiento del Grupo

1 (Sujetos sometidos a la aplicacion de jabén liquido base) frente a S. aureus (n= 3)

Ensayo

Sujeto 1 2 3
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

1 9.8x10* 9.2x10* 9.5x10*
2 8.7x10* 8.9x10* 9.1x10*
3 9.3x10* 9.0x10* 9.4x10*

Nota: Los valores expresan el namero de unidades formadoras de colonias por mano (UFC/
mano) de Staphylococcus aureus recuperadas posteriormente al tratamiento aplicado en el
Grupo 1, determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y
analizada por triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano),

observandose una baja variabilidad entre los ensayos realizados.
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Tabla 26. Resultados del recuento microbioldgico antes del tratamiento del Grupo 2
(Sujetos sometidos a la aplicacion de jabdn liquido formulado con 1,5% de aceite

esencial de Tagetes minuta) tras la recuperacion bacteriana frente a S. aureus (n= 3)

Suiet Ensayol Ensayo2  Ensayo3
ujeto
) (UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

4 1,37x10° 1,39x10° 1,38x10°
5 1,40x10° 1,42x10° 1,41x10°

6 1,40x10° 1,42x10° 1,41x10°

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano (UFC/
mano) de Staphylococcus aureus recuperadas antes del tratamiento aplicado en el Grupo 2,
determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por
triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una

baja variabilidad entre los ensayos realizados.

Tabla 27. Resultados del recuento microbiolégico posterior al tratamiento del Grupo
2 (Sujetos sometidos a la aplicacién de jabon liquido formulado con 1,5% de aceite

esencial de Tagetes minuta) tras la recuperacion bacteriana frente a S. aureus (n= 3)

Ensayo

Sujeto 1 2 3
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

4 3.4x102 3.6x102 3.5%102
5 3.8x102 3.7x10? 3.9x102
6 3.2x102 3.4x10? 3.3x102

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de Staphylococcus aureus recuperadas posteriormente al tratamiento aplicado en
el Grupo 2, determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y
analizada por triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano),

observandose una baja variabilidad entre los ensayos realizados.
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Tabla 28. Resultados del recuento microbioldgico antes del tratamiento del Grupo 3
(Sujetos sometidos a la aplicacion de jabdn antibacterial de origen comercial) frente a

S. aureus (n=3)

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Sujeto
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

7 1,58%x10° 1,59%x10° 1,60x10°

8 1,60x10° 1,62x10° 1,61x10°

9 1,59%x10° 1,61x10° 1,60x10°

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de Staphylococcus aureus recuperadas antes del tratamiento aplicado en el Grupo
3, determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por
triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una
baja variabilidad entre los ensayos realizados.

Tabla 29. Resultados del recuento microbioldgico posterior al tratamiento del Grupo
3 (Sujetos sometidos a la aplicacion de jabon antibacterial de origen comercial) frente

a S. aureus (n=3)

Ensayo

Sujeto 1 2 3
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

7 2.6x102 2.8x102 2.7x102
8 2.4x102 2.5%x102 2.6x102
9 2.9x102 2.7x102 2.8x102

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de Staphylococcus aureus recuperadas posteriormente al tratamiento aplicado en
el Grupo 3, determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y
analizada por triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano),

observandose una baja variabilidad entre los ensayos realizados.
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En el ensayo de recuperacion microbioldgica en voluntarios, mediante el método de
enjuague frente a Staphylococcus aureus, el jabon liquido con 1,5% de aceite esencial de
Tagetes minuta mostrd, como se observa en la Tabla N° 30, una reduccion significativa
de la carga bacteriana, superior a 2,5 logio. Por su parte, la base del jabon presentd una
reduccion limitada (0,21 logio), atribuible principalmente al efecto mecanico del lavado
(123), mientras que el jabon antibacterial comercial evidencié la mayor eficacia,

alcanzando una reduccion de 2,77 logio y un porcentaje de eliminacion de 99,83%.

Para evaluar la eficacia de las soluciones detergentes, en la misma tabla se calcularon dos
indicadores: la reduccion logaritmica (logio) y la reduccion porcentual (%). La reduccion
logio se obtuvo mediante la diferencia entre el logaritmo en base 10 del nimero inicial de
bacterias (No) y el nimero final (Nf), segin la expresion logio (No) — logio (Nf). Por otro
lado, la reduccion porcentual se determind mediante la formula ((Nyg — Nf)/N,) X 100,
la cual indica el porcentaje de bacterias eliminadas respecto al total inicial. Estos
indicadores permiten evidenciar la efectividad de cada solucion, mostrando que aquellas

con mayores valores presentan una mayor capacidad antibacteriana.

Tabla 30. Reduccion de Staphylococcus aureus (UFC/mano) mediante el método de

enjuague tras la aplicacion de jabones liquidos empleados en la investigacion

TIPO DE No Nf -
SOLUCION PROMEDIO PROMEDIO Rechiculon Reduccién (%)

DETERGENTE  (UFC/mano) (UFC/mano) 10910
Jaboén liguido base 1.5x10° 9.2 x 10* 0.21 38.7
Jabon liquido con

aceite esencial de 1.4x10° 3.5x 10? 2.60 99.75

Tagetes minuta

Jabon comercial 1.6 x 10° 2.7 x 10? 2.77 99.83
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Gréafico 5. Recuento de Staphylococcus aureus (UFC/mano) en voluntarios tras la
aplicacion de jabon liquido base, jabdn base con 1,5% de aceite esencial de Tagetes
minuta y jabdn antibacterial comercial, determinado mediante el método de enjuague.
Los datos se expresan como media + desviacién estandar (n = 3) en escala logaritmica
(logw), evidenciando una reduccioén significativa de la carga bacteriana en los

tratamientos evaluados.

Debido a que la prueba de Shapiro-Wilk, cuyos resultados se presentan en la Tabla N°
31, arrojé un valor de significancia p = 0,001 (< 0,05), se rechaza la hipotesis nula de
normalidad, evidenciandose una desviacion significativa respecto a una distribucién
normal en los datos de logio (Nf). Esta falta de normalidad, sumada al tamafio muestral
reducido, justifica el empleo de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para

comparar la carga microbiana final entre los tres tipos de jabon evaluados.
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Tabla 31. Resultados de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los datos de logio
(Nf)

Prueba de normalidad

Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.

logio(Nf)
&1 0.657 9 0.001

En cuanto a la comparacion de la carga microbiana final de Staphylococcus aureus,
expresada como logio (NY), entre los tres tipos de jabon evaluados fue realizada mediante
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, debido al reducido tamafio muestral y a la
naturaleza no normal de los datos. Los resultados obtenidos de la prueba se presentan en
las Tablas N° 32 y 33; evidenciando diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (H = 7,200; gl = 2; p = 0,027), lo que indica que la carga bacteriana residual

tras el lavado no fue homogénea entre los grupos analizados.

Tabla 32. Estadisticos de la prueba de Kruskal-Wallis para el recuento final de

Staphylococcus aureus segun el tipo de jabén liquido

Estadisticos de prueba

H de Kruskal-Wallis 7,200
gl 2
Sig. asintdtica ,027
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Tabla 33. Comparacion de la carga microbiana de Staphylococcus aureus (logio Nf) entre

tres tipos de jabdn mediante la prueba de Kruskal-Wallis

Sujeto Grupo logio (NY)
1 4.978

1 4.949

4.965

2.544

2.580

2.518

2431

3 2.398

2.447

O O N o O | WO DN
N

Tal como se muestra en la Tabla N° 34, el analisis de los rangos promedio evidenci6 que
la base del jabon liquido base presentd el rango més alto (R = 8,00), lo que corresponde
a la mayor carga microbiana residual y, por tanto, a la menor eficacia antibacteriana. En
contraste, el jabon antibacterial de origen comercial mostro el rango promedio mas bajo
(R = 2,00), indicando la mayor capacidad de reduccion bacteriana. Por su parte, el jabon
liguido formulado con 1,5% de aceite esencial de Tagetes minuta presentd un rango
intermedio (R = 5,00), lo que refleja una eficacia antibacteriana significativa, superior a

la base del jabon liquido base, aunque inferior a la del jabon comercial

Tabla 34. Rangos promedio del logio(Nf) segun el tipo de jabon liquido frente a
Staphylococcus aureus

Rango
Grupo N )
promedio
Base del jabon liquido 3 8,00
Jabon liquido formulado con aceite
) ) 3 5,00
logio(Nf) esencial de Tagetes minuta
Jabon antibacterial de origen comercial 3 2,00
Total 9
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Gréfico 6. Comparacion de la carga microbiana de Staphylococcus aureus (logio Nf) entre

tres tipos de jabon mediante la prueba de Kruskal-Wallis

Segun se observa en las Tablas N° 35, 36, 37, 38, 39 y 40, los resultados antes y después
de la recuperacion bacteriana frente a Escherichia coli evidencian diferencias marcadas
entre los grupos evaluados. EI Grupo 1 present6 los valores mas elevados, con recuentos
del orden de 10° UFC/mano, lo que indica una mayor carga microbiana residual tras el
tratamiento aplicado. En contraste, el Grupo 2 mostré una reduccion considerable, con
valores del orden de 103 UFC/mano, evidenciando una disminucion significativa de la

poblacion bacteriana.

Por su parte, el Grupo 3 registrd los valores mas bajos, del orden de 102 UFC/mano, lo
que refleja la mayor eficacia en la reduccion de E. coli entre los tratamientos evaluados.
Asimismo, en los tres grupos se observa una variabilidad minima entre los ensayos
realizados por triplicado, lo que demuestra una adecuada reproducibilidad del método de

enjuague y consistencia en los resultados obtenidos.
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Tabla 35. Resultados del recuento microbioldgico antes del tratamiento del Grupo 1
(Sujetos sometidos a la aplicacion de jabdn liquido base) tras la recuperacion bacteriana

frente a E. coli (n=23)

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Sujeto
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

1 1,58x10° 1,61x10° 1,60x10°
2 1,62x10° 1,59%10° 1,61x10°

3 1,60x10° 1,58x10° 1,61x10°

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de E. coli recuperadas antes del tratamiento aplicado en el Grupo 1, determinadas
mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por triplicado, y los
resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una baja

variabilidad entre los ensayos realizados.

Tabla 36. Resultados del recuento microbioldgico posterior al tratamiento del Grupo 1
(Sujetos sometidos a la aplicacion de jabon liquido base) tras la recuperacion bacteriana

frente a E. coli (n=3)

Ensayo

Sujeto 1 2 3
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

1 1.1x10° 1.0x10° 1.2x10°
2 1.0x10° 1.1x10° 1.2x10°
3 1.2x10° 1.1x10° 1.0x10°

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de E. coli recuperadas posteriormente al tratamiento aplicado en el Grupo 1,
determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por
triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una

baja variabilidad entre los ensayos realizados.
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Tabla 37. Resultados del recuento microbiolégico antes del tratamiento del Grupo 2
(Sujetos sometidos a la aplicacién de jabon liquido formulado con 1,5% de aceite esencial

de Tagetes minuta) tras la recuperacién bacteriana frente a E. coli (n= 3)

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Sujeto
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

4 1,49x10° 1,51x10° 1,50%10°

) 1,52x10° 1,48x10° 1,50x10°

6 1,50x10° 1,49x10° 1,51x10°

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de E. coli recuperadas antes del tratamiento aplicado en el Grupo 2, determinadas
mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por triplicado, y los
resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una baja
variabilidad entre los ensayos realizados.

Tabla 38. Resultados del recuento microbioldgico posterior al tratamiento del Grupo 2
(Sujetos sometidos a la aplicacion de jabon liquido formulado con 1,5% de aceite esencial

de Tagetes minuta) tras la recuperacién bacteriana frente a E. coli (n= 3)

Ensayo

Sujeto 1 2 3
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

4 1.3x103 1.1x103 1.2x103
5 1.5x103 1.4x103 1.6x103
6 1.2x103 1.3x103 1.1x103

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de E. coli recuperadas posteriormente al tratamiento aplicado en el Grupo 2,
determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por

triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una
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baja variabilidad entre los ensayos realizados.

Tabla 39. Resultados del recuento microbioldgico antes del tratamiento del Grupo 3
(Sujetos sometidos a la aplicacion de jabon antibacterial de origen comercial) tras la

recuperacion bacteriana frente a E. coli (n= 3)

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Sujeto
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

7 1,69x10° 1,71x10° 1,70x10°
8 1,72x10° 1,68x10° 1,70x10°

9 1,70x10° 1,71x10° 1,69x10°

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de E. coli recuperadas antes del tratamiento aplicado en el Grupo 3, determinadas
mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por triplicado, y los
resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una baja

variabilidad entre los ensayos realizados.

Tabla 40. Resultados del recuento microbioldgico posterior al tratamiento del Grupo 3
(Sujetos sometidos a la aplicacion de jabon antibacterial de origen comercial) tras la

recuperacion bacteriana frente a E. coli (n=3)

Ensayo

Sujeto 1 2 3
(UFC/mano) (UFC/mano) (UFC/mano)

7 8.0x102 7.5%102 8.2x102
8 7.8x10? 8.1x10? 7.6%x10?
9 8.4x10? 8.0x10? 7.9x10?

Nota: Los valores expresan el nimero de unidades formadoras de colonias por mano
(UFC/mano) de E. coli recuperadas posteriormente al tratamiento aplicado en el Grupo 3,
determinadas mediante el método de enjuague. Cada muestra fue sembrada y analizada por

triplicado, y los resultados se presentan en notacion cientifica (UFC/mano), observandose una
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baja variabilidad entre los ensayos realizados.

En el ensayo de recuperacion microbioldgica en voluntarios mediante el método de
enjuague frente a Escherichia coli, los resultados presentados en la Tabla N° 41
muestran que el jabén liquido con aceite esencial de Tagetes minuta evidencié una
reduccion significativa de la carga bacteriana, superior a 2 logio (2,06 logio). Por su
parte, la base del jabon mostré una disminucién limitada (0,16 logi), atribuible
principalmente al efecto mecanico del lavado (123), mientras que el jabon antibacterial
comercial present6 la mayor eficacia antibacteriana, alcanzando una reduccion de 2,33

logio y un porcentaje de eliminacion de 99,53%.

Para evaluar la eficacia de las soluciones detergentes, en la misma tabla se calcularon
dos indicadores: la reduccion logaritmica (logi) y la reduccion porcentual (%). La
reduccion logio se obtuvo mediante la diferencia entre el logaritmo en base 10 del
namero inicial de bacterias (No) y el nimero final (Nf), segun la expresion logio (No) —
logio (Nf). Por otro lado, la reduccion porcentual se determind mediante la formula
((Ny — Nf)/N,) x 100, la cual indica el porcentaje de bacterias eliminadas respecto al
total inicial. Estos indicadores permiten evidenciar la efectividad de cada solucion,
mostrando que aquellas con mayores valores presentan una mayor capacidad

antibacteriana.

Tabla 41. Reduccidon de Escherichia coli (UFC/mano) mediante el método de enjuague

tras la aplicacion de jabones liquidos empleados en la investigacion

TIPO DE No Nf Reduccion Reduccion
SOLUCION PROMEDIO  PROMEDIO  logio (%)
DETERGENTE  (UFC/mano) (UFC/mano)

Jabén liquido 1.6 x 10° 1.1 x10° 0.16 31.3
base

Jabon liquido con 1.5x 10° 1.3x 103 2.06 99.13

aceite esencial de
Tagetes minuta
Jabon comercial 1.7 x 10° 8.0 x 102 2.33 99.53
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Gréfico 7. Recuento de Escherichia coli (UFC/mano) en voluntarios tras la aplicacion de
jabén liquido base, jabdn base con 1,5% de aceite esencial de Tagetes minuta y jabon
antibacterial comercial, determinado mediante el método de enjuague. Los datos se
expresan como media + desviacion estandar (n = 3) en escala logaritmica (logo),
evidenciando diferencias en la carga bacteriana residual entre los tratamientos evaluados.
Debido a que la prueba de Shapiro-Wilk, cuyos resultados se presentan en la Tabla N°
42, arrojo un valor de significancia p = 0,001 (< 0,05), se rechaza la hipotesis nula de
normalidad, evidencidndose una desviacion significativa respecto a una distribucion
normal en los datos de logio (Nf). En consecuencia, no resulta apropiado aplicar pruebas
estadisticas paramétricas; por ello, se justifica el empleo de la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis para comparar la carga microbiana entre los grupos evaluados.
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Tabla 42. Resultados de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los datos de logio
(Nf)

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
log1o(INY) 0.684 9 0.001

En cuanto a la comparacion de la carga microbiana final de Escherichia coli, expresada
como logio (Nf), entre los tres tipos de jabon evaluados, esta fue realizada mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, debido al reducido tamafio muestral y a la
naturaleza no normal de los datos. Los resultados de la prueba, presentados en las Tablas
N° 43y 44, evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
(H = 7,513; gl = 2; p = 0,023), lo que indica que el tipo de jabon influyé de manera

significativa en la carga bacteriana residual de E. coli tras el lavado.

Tabla 43. Estadisticos de la prueba de Kruskal-Wallis para el recuento final de

Escherichia coli segun el tipo de jabén liquido

Estadisticos de prueba

H de Kruskal-Wallis 7.513
al 2
Sig. asintotica 0.023
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Tabla 44. Comparacion de la carga microbiana de Escherichia coli (logio Nf) entre tres

tipos de jabén mediante la prueba de Kruskal-Wallis

Sujeto Grupo log1o(Nf)
1 5.040
1 5.040
5.040
3.078
3.175
3.078
2.897
3 2.894
2.908

O| O Nl o O | WO DN
N

Segun se muestra en la Tabla N° 45, el analisis de los rangos promedio mostro que la base
del jabon liquido present6 el rango mas elevado (R = 8,00), correspondiente a la mayor
carga microbiana residual y, por ende, a la menor eficacia antibacteriana. En contraste, el
jabon antibacterial de origen comercial obtuvo el rango promedio mas bajo (R = 2,00),
evidenciando la mayor capacidad de reduccién bacteriana. Por su parte, el jabén liquido
formulado con aceite esencial de Tagetes minuta mostré un rango intermedio (R = 5,00),
lo que refleja una eficacia antibacteriana significativa, superior a la base del jabon liquido,

aunque inferior a la del jabon comercial.
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Tabla 45. Rangos promedio del logio (Nf) seglin el tipo de jabon liquido frente a

Escherichia coli.

Grupo N Rango promedio

Base del jabén liquido 3 8.00
Jab6n liquido formulado con

aceite esencial de Tagetes 3 5.00
logio(Nf) | minuta

Jabén antibacterial de origen

. 3 2.00
comercial
Total 9
5500
5000
4500
=
=
S 4000
o
°
3500
==
3000
2500
Base del jabén liquido Jabén liquido formulado con  Jabdn antibacterial de origen
aceite esencial de Tagetes comercial
minuta
Grupo

Gréafico 8. Comparacion de la carga microbiana de Escherichia coli (logio Nf) entre tres
tipos de jabén mediante la prueba de Kruskal-Wallis
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion evidencian que el aceite esencial de
Tagetes minuta (huacatay), extraido mediante destilacion por arrastre de vapor de agua,
conserva compuestos volatiles con actividad antibacteriana, lo cual se reflej6 tanto en los
ensayos in vitro como en las pruebas de recuperacién microbiol6gica en voluntarios. La
eficacia observada puede atribuirse a la presencia de metabolitos bioactivos
caracteristicos del aceite esencial de esta especie, como monoterpenos y cetonas
terpénicas, previamente reportados por otros autores como responsables de la inhibicién
del crecimiento bacteriano (90,104,106).

La actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli demostrd
que el aceite esencial de Tagetes minuta es capaz de actuar tanto sobre bacterias Gram
positivas como Gram negativas, aunque con variaciones en la magnitud del efecto
inhibitorio. Este comportamiento es consistente con estudios previos que indican que las
bacterias Gram negativas suelen presentar mayor resistencia debido a la complejidad de
su membrana externa, rica en lipopolisacaridos, lo que limita la penetracion de
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compuestos hidrofobicos presentes en los aceites esenciales (81,82,90).

Asimismo, se observo que la eficacia antibacteriana del jabon liquido formulado aumento
conforme se incrementd la concentracion del aceite esencial incorporado, lo que sugiere
una relacion dosis-respuesta. Este hallazgo concuerda con investigaciones previas en las
que concentraciones mas elevadas de aceites esenciales generan una mayor alteracion de
la membrana celular bacteriana, provocando pérdida de integridad, fuga de componentes
intracelulares y, finalmente, inhibicion del crecimiento microbiano (90).

La incorporacion del aceite esencial de Tagetes minuta en una matriz detergente permitio
evaluar su desempefio en una formulacion de uso real, superando las limitaciones de
estudios que analizan Unicamente el aceite en estado puro. En este sentido, los resultados
obtenidos en las pruebas de recuperacién microbiol6gica mediante el método de enjuague
evidenciaron una reduccién significativa de la carga bacteriana en las manos de los
voluntarios, lo que confirma que el aceite mantiene su actividad antibacteriana aun en
presencia de tensioactivos y bajo condiciones de uso topico.

Finalmente, la ausencia de efectos adversos y la adecuada tolerancia cutanea observada
en los voluntarios respaldan la seguridad del jabén liquido formulado, lo cual resulta
fundamental para su potencial aplicacién en higiene personal. En conjunto, estos
hallazgos confirman que el aceite esencial de Tagetes minuta no solo presenta actividad
antibacteriana comprobable en condiciones de laboratorio, sino que también es eficaz y

seguro cuando se incorpora en una formulacion detergente destinada al uso cotidiano.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

Se logrd obtener el aceite esencial de Tagetes minuta mediante el método de destilacion
por arrastre de vapor de agua, obteniéndose 12 mL de aceite esencial, con un rendimiento
de extraccion de 0,16 %. El producto presentd caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas compatibles con las reportadas para aceites esenciales de esta especie
vegetal. Asimismo, el andlisis cromatografico evidencio la presencia de compuestos
terpénicos relacionados con actividad antibacteriana, destacando como componentes
mayoritarios la 7-octen-4-ona, 2,6-dimetil (34,21 %) y el trans-B-ocimeno (29,79 %),
ademas de otros compuestos como D-limoneno, linalool y terpinen-4-ol, los cuales han

sido asociados con actividad antimicrobiana.

SEGUNDA

Se formulé un jabon liquido incorporando aceite esencial de Tagetes minuta en diferentes
concentraciones (0,5 %, 1,0 % y 1,5 %), obteniéndose formulaciones homogéneas, con
adecuada apariencia fisica y condiciones compatibles para su aplicacion topica. La
formulacidn seleccionada correspondio a la concentracion de 1,5 % de aceite esencial, la
cual presento caracteristicas organolépticas adecuadas y cumplié con los parametros de
control de calidad evaluados, registrando un pH de 8,59, una densidad de 0,982 g/mL, un
contenido de humedad y sustancias volatiles de 87 % y un contenido de sélidos totales de

13 %, valores compatibles con un jabdn liquido de uso topico.

TERCERA

El jabdn liquido formulado presentd actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 mediante ensayos in vitro
empleando el método de difusion en agar tipo Kirby—Bauer modificado por hoyo en placa,
evidenciandose halos de inhibicion y diferencias en la eficacia segin la concentracion de
aceite esencial incorporada. La formulacion con 1,5 % de aceite esencial mostro la mayor
actividad antibacteriana, con halos de inhibicion de 21,47 mm frente a S. aureus y 18,50
mm frente a E. coli, seguida por las concentraciones de 1,0 % y 0,5 %, lo que evidencia
una relacion directa entre el incremento de la concentracion del aceite esencial y la

actividad antibacteriana del jabon.
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CUARTA

La evaluacion microbioldgica mediante el método de enjuague de guante permitid
evidenciar una reduccion de la carga bacteriana en las manos de los voluntarios tras la
aplicacion del jabon liquido formulado, demostrando eficacia antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

QUINTA

El andlisis estadistico realizado permitio establecer diferencias significativas entre las
formulaciones evaluadas, observandose que las mayores concentraciones de aceite
esencial presentaron mejor actividad antibacteriana frente a las bacterias estudiadas. Los
resultados evidenciaron que la formulacion con 1,5 % de aceite esencial obtuvo los
mayores halos de inhibicion y el mayor porcentaje de reduccion bacteriana. Asimismo,
las pruebas estadisticas aplicadas confirmaron diferencias significativas entre los
tratamientos (p < 0,05), respaldando que el incremento de la concentracidn del aceite
esencial de Tagetes minuta mejora la eficacia antibacteriana del jabon liquido frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922.
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RECOMENDACIONES

e Serecomienda a los investigadores y estudiantes de ciencias farmacéuticas y afines
continuar evaluando el aceite esencial de Tagetes minuta en diferentes
formulaciones cosméticas o sanitarias, con el fin de ampliar su aplicacién como
agente antimicrobiano natural.

e Se sugiere evaluar concentraciones mayores 0 menores de aceite esencial de
huacatay, asi como combinaciones con otros aceites esenciales, para optimizar la
actividad antimicrobiana y las propiedades sensoriales del jabon.

e Para futuros estudios, se recomienda probar la actividad antibacteriana y
antifungica del jabon frente a mas cepas patdgenas, incluyendo bacterias
resistentes, para determinar un perfil antimicrobiano méas completo.

e Seria recomendable investigar la estabilidad del jabon y del aceite esencial durante
periodos prolongados, incluyendo cambios de color, olor y viscosidad, para
garantizar su calidad durante toda su vida dtil.

e Se sugiere realizar estudios mas extensos sobre irritacion cutanea, alergias y
percepcidn sensorial en distintos grupos de usuarios, para confirmar la seguridad
y aceptacion del producto.

e Para futuras investigaciones, se puede explorar la produccién a escala industrial
del jabon y analizar su impacto ambiental, considerando que los aceites esenciales

naturales pueden ser una alternativa sostenible frente a productos quimicos.
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Anexo 1. Constancia de determinacion taxondémica del material vegetal (Tagetes minuta

L.) emitida por el Herbarium Arequipense (HUSA).

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN 2|

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS é“@-‘* );
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA AN
HERBARIUM AREQVIPENSE [HUSA Cryy W

CONSTANCIA N° 009-2025-HUSA

El director del Herbarium Aregvipense (HUSA) de la Universidad Macional de San
Agustin de Areguipa.

HACE COMSTAR:

Cue la muestra bioldgica presentada por Stephany Dayane, Calderdn Floras y
Diana Karoline, Rivera Jahuira, procedentes de la Universidad Catdlica de Santa
Maria, Facultad de Ciencias Farmacéulicas, Bloquimicas v Biotecnoldgicas,
Ezcuela Profesional de Farmacdia y Bioguimica, para la realizacidn de =u tesis
Formulacién vy evaluacién de la actividad antibacteriana in vitro de una
solucidén detergente (jabdn liguido) con aceite esencial de *Tagetes minuta™
(huacatay). La muestra fue traida al Laboratorio de Botanica al estado
fenoldgico fresco, para su determinacidn en el Herbarnum Aregvipense (HUSA) v
corresponde a la siguiente espacie.

Divisidn Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase  Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae

Subfamilia Asteroideae
Tribu Tageteae
Ganaro Tagetes
Ezpacie Tagetes minuta L.
Sa le expide la presente a soliciiud del interesadao
Araguipa, 22 de Mayo dal 2025

-
e

Mg. Leoncio Marino Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areguipense [HUSA)

Awenida Danlel &lddes Carrian s'n cercada-Tekdono: (054} 237755 / 953559045
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Anexo 2. Informe de analisis GC-MS del aceite esencial de Tagetes minuta

b SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS QUIMICOS

e e e S.AC.
INFORME DE ENSAYO
IE-2025-3659
1. DATOS DEL CLIENTE
1.1 Chenie :  STEPHANY DAYANE CALDERON FLORES
1.2 RUCoDNI o T8R0T
13 Direcoion :  CALLE CARAVLI 304 SOCABAYA
2 DATOS DE LA MUESTRA
21  Producto :  ACEITE ESENCIAL
22  Muesireado por . CLIENTE ©
23 Nimero de Muestraz :m
24 Fecha de Recepcion o 20250309
25 |Periodo de Ensayo o 20250809 al 2025-08-25
26 Fecha de Emizion o 2025-08-26
27 FechayHoradeMussireo - No Precisa
28 N* de cofizacion : COT-153De0-S1L25

3. ENSAYO SOLICITADO - METODOLOGIA UTILIZADA
ENSAYO METODO
deniicariin i compgRg=: Cromatografia de Gases acoplado a espectrometro de
GC . Masas (GC MS)
{Bamide cromatografico)

4 RESULTADOS
41. DESCRIPCION DE MUESTRA: Acsite ecencial de Tagetes minuia® (huscatay) ©

Informacion Adicional de |a Muestra Aceite esencial de Tagetes minuta
{huacatay), extraido mediante decflacion por arrasire de vapor en el labo-
ratorio de la Universidad Catolica Santa Maria de Arequipa. La materia
prima fue recolectada en la provinca de Arequipa (la “joya Areguipa”). EI
aceite ce precenta en un frasco ambar hermético para presenvacion. La
muestra senira como parte del proyecto de tesis: *Formulacdon y evalua-
oion de la acividad artibacteriana in vitro & in vivo de una solucion defer-
gents (jabon liquide) con acele esendal de Tagetes minuta (hescatay)”,
cuyns autores son Calderdn Flores, Stephany Dayane y Rivera Jahuira,
Diana Karacline. &

allmico
LoP, 1337
SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS QUIMICOS SAC. .
mﬁm Calle 22 Lire. Vipol Maranjal Mz £ Lt 07, Sam Martin De Porres Lima-Pesi. FaginaldeT
Cal: 426640042

www.slabpan com - contaciogiislabpen com
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ﬁ’;ﬁs Lﬂb SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS QUIMICOS
SAC.

Labrai oo de s ¢ imesigacion

INFORME DE ENSAYO IE-2025-3639

42 RESULTADOS OBTENIDOS DE ANALISIS CUALITATIVO Y SEMICUALITATIVO DE LOS
COMPOMNENTES DE LA MUESTRA na

Tabla N*1: RESULTADOS OBTENIDOS QUE PRESENTAN MAYOR AREA RELATIVA

“"m Componente identificado Unidsd  Resultados
7-Octen-4-one, 2,6-dmethyl % 121
Trang-beta-Ocimene % 279

S4890  D-Limones % 5.14
5.7-Octadien-4-one, 2 6-dimetyi- (2) % 459
24,6 Octalriens, 26-dmethyi-(E.2) % 237

1} La idenfificacion (andisis cualitatvo) de los compusstis es ol resultado probabilisticn cltenido por &l software dal equipo
GCMS solution de SHIMADZL wilizando la libreria NIST 2014 La probabilidad se mide por @ Sl (Similarity index) que se
encuentra en cada espectro de masa (en el fexto superior a la grafica). Normalmente se usa el rango de 5l de B3a 100

= El analisis semicuarditative se basa en la siguiente formulac Srea relativa del compuesto (%) = APV TAP) x100, donde
APi: Area de pico ndvidual, TAP: Area de poos folales!

SISTEMA DE SERVICIOS ¥ ANALISIS QUIMICDS SAC.
Calle 22 Lre. Viipol Naranjal Mz E Lt 07, San Martin De Pores Lima-Peni.
Cal: B26540042
www.slabperu.com - contactofiislabperu com

FR-IMF-02 V03
2025-08-16

Pagina 2ds 7
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S Lﬂb SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS QUIMICOS

B S.A.C.
INFORME DE EMSAYO IE-2025-3653
43. RESULTADOS OBTENIDOS DE DATOS CROMATOGRAFICOS DE LOS COMPONENTES DE LA
MUESTRA
Tabla N°2: RESULTADOS OBTENIDOS
Cadigo .
de Componente identificado Area Tiempo Unidad Resultados
Muesira
Etanole 20, Z-methy =iyt 720493 | 4060 % 0m2
1-Butanal, 2-methyl-, acetate 1105128 4 988 % 0.1
3-Decyne 16371 6.936 % 0.16
.dlpha -Finene 913545 7230 % 0.09
Bicycle[3.1.0Jhexane, £-
methylene- 1-{1- thy)- 322TE 9770 % 0.32
Bicyclof3.1. 1Jheptane, 6,6-
i ting 2 meigems. (151 779507 | 9910 % 0.08
o-Cymene 1077366 13517 % 0.11
D-Limonens 51451103 13.813 % L4
Trans-.beta -Ocmens 297947049 14929 % 29719
beta -Ocmene 330211 15.396 % [}
T-Octen-d-one, 2 6-dimethy- 42119897 15933 % N
2-Pentene, 3-methyl- 1312635 17.068 % 0.13
Careenons 2829475 17911 % 0.26
.49y | Linalool 1835044 18622 % 0.18
1,5-Heptadien-4-one, 3,3 6-
et 1241225 18.505 % 012
fé‘ﬁmme"e- 26dmett | oaasrr1 | 20278 % 237
4 5-Heptadien-2-one, 3,3,6-
trimetin 2391335 20,560 % 0.4
fg}%"e vh-one, Z6-dmethil | ganaane | 24201 % 0.83
Cyclohexanone, S-methyi-2-{1-
vy 7946019 | 21440 % 0.78
o Octadenh-one, 26dmeit | asgatast | 21.709 % 459
Cyclohexanemethanol, £-(1-
methylethyl)- cis- TO0124 213 % 0.07
Cyclohexandl, 5-methyt-2-{1-
methylathyl)- 8012083 | 22570 % 0.90
[{1alpha 2 beta 5 alpha){.+-)-
Terpinen-4-ol BRI3EL 22736 % 0.09
(226 Dimetiloda 25,104 | ya0086 | 25,701 % 0.47
SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS QUIMICOS S AG. -
mﬂvm Calle 22 Uirke. Vipol Naramjal Mz E Lt 07, San Martin Dz Pores Lima-Pesi. Fagina 3de7

Cal: 26640042

wearw.al .com — contactofislabpen com
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S Lab SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS QUIMICOS

~ e e g S.A.C.
INFORME DE ENSAYOD IE-2025-36539
Tabla N°3. RESULTADODS CIBTEHDDS{DONTHUA.CHEIH]
de Componente identificado Area Tiempo Unidad Resultados
Muestra
Cyclohexane, 2-chloro-4-methyl-1-
(1-methylethyf)- [15- 237151 25938 5 023
(1.2lpha. 2 beta. 4 beta)]-
1,7-Octadiene-3 6-dicl, 2,6- A
g y 1707960 26.188 047
Bicyclof3.1.1heptan-Z-ol, 25 6- 5
timethyl-, THBE30 %570 0.08
(1.alpha., 2 beta. 3.zipha 5 alpha.)-
Linalyl acetate 2692565 7022 % 027
2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6- %
! 4410609 27 569 044
(1-methylathemyl)-, (S)-
Cyclohexanc, 5-methyl-2-(1- %
i - 3 TTEAS0 2B.757 0.08
2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6- %
: ! 38eRade 0775 0.3
(1-methylethylidene)-
Modephene: JeTi9 323 % 040
Caryphyllene 9350547 HAT % 054
Humulene 4853045 35572 % 047
Germacrene D 2084502 36.743 % 01
capay | ISZESENOR}3T 111 5
TetramethylbicyciofB. 1. Djundeca- 7187504 74N 072
2 B-diene
1H-Cydopropelazulen-T- 5
ol decahydro-1, 1, 7-methyi4- 7337396 | 40593 023
methylene- [1a1-{1a.alpha. 4a)]
Caryophyllene oxide 1822943 40778 % 0.18
Tumnerone 2509006 B4.184 % 025
Chryzsantenyl 2-methuybutancate 1407311 B5.756 % 0.14
Gibberelic acid 2606924 E7.526 % 0.2
(E}-.gamma_-Allanione My B8.214 % 035
i ‘23“'“'] etyi-1- 1943076 | BBASS % 019
1,3 5-Cycicheptatriene, 25- %
bicitetrahydropyranylonymethyf)- | 8674324 BE.524 087
7 T-dimethyl-
Chryzantenyl 2-methuylbutancate 10275351 B8.867 % 103
(E}-.garmma_-Atlantons 6351202 E9.203 % 04
E;‘g‘“““ acd, [ptbutyphend) | 5450454 §8.343 % 021
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Tabila N°4: RESULTADOS OBTENIDOS{CONTINUACION)

Codigo .
de Componente identificado Area Tiempo Unidad Resultados

Muestra
Cydopropanecarboxylic acd, 2-
methyl-, 2 6-dit-butyl-4- 16548517 69,601 % 185
methyipheny eer
(Z}-2-Mehtyt-6-(4-methyl-5-{3-
methyibut-2-enoyl) cyclohex-3-en- 8098530 B9.715 % 081
1-yi) hepta-2 5-dien-4-
Izolongifolene, 9, 10-defydro- 1515024 69.945 % 015
Cydopropanecarboxylic acid, 2-
methyl, 2 6-di-t-butyl4- 11781778 T0.054 % 1.18
methyiphenyl ester
Cholesta-8, 24-dien-3-ol, 4methyi-,
(3 eta. 4 alpha)- 1138582 70.315 % 011
1,3-Benzenediol, o-chloroacetyl-o™-
cyclohe: " 2440013 T0.407 % 024
2,2 B-Trimethyl-6-[4-
methylcydohex-3-en-1-yijdhydre- | 9530998 T0.477 % 085
2H-pyran-4{ 3H)-cne
3,5-Decadien-7-yne, §--buty-
2290 " 1708436 70.567 % 017
3-Mehiyl-2-butenoic acid, B2EM188 70,693 " 083

cyclobutyl ester
o 2-Naphthalenepropanoic acd,

eta.-sthyl-3- methoxy- BBI1TT T0.826 % 007
alpha. alpha.-dimethyl- methyl
1,25 5, Ba-Pentamethyl-
12,3567 8,83 4535414 70885 % 045
octahydronaphthaien-1-of
Cyclopropanecarboxylic acid, 2-
methyl., 2 6-dit-butyl-4- 18151601 71.048 % 182
methyiphemny ecter
(3Az 4r,7r)-1.4 9 8-Tetramethyl-
5,8,7 8-tefrahydro-4H-3a,7- 2808805 71151 % 028
methanoazulene
4 4 Dimethyl-3-[3- methylout-3-
enylidene)-2- 206546 .36 % 020
methylebebicycol4. 1. Oheptane
P racene, 12345818 1640008 71699 % 016
l
2-Butencic ackd, 2-methyl-,
dodecahydro-Bhydrony-Ba-methyl- | 1516284 72612 % 015
3,5-bis{methylene)-2-oxo
lsslongifolene, 9,10-dehydro- 1083035 T2ETE % 011
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Figura N°*01: Cromatograma de los componentes de la muesira
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Figura N°02: Cromatograma de los componentes de la muestra (3 a 50 minutos)
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Figura N*03: Cromatograma de los componentes de la muestra (50 a B0 minutoes)
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Leyenda .
B Imfiormiacion suminisirada por el diente.

- Sinla aprokacion del laboratorio Sistema de Servicios y Analiss Quimicos SA.C. no se debe reproducir &l informe de
ensayn parcial, excephe cuando se reproduce en su iotalidad.

—  Los resultados de los ensayos se aplican a la muestra camo se reclkio y no se deben usar como una declaradon de
conformidad con una especificacion o nomas de producios de |a enfidad gue lo produce.

—  Ellaboratonio no es respensable de |a informacion que ha sido identificada como suministrada por el chente.

—  Los resultados se relacionan solaments con los ibems sometidos a ensayo.

—  Este laboratorio esta acreditado de acuends con la norma intemacional reconccida IS0 J IEC 17025, Esta acreditacion
demuestra la competancia técnica para un alcance definido y o funcionamiento de un sistema de gestion de calidad de

|aboratono.
FIN DE DOCUMENTO
SISTEMA DE SERVICIOS ¥ ANALISIS QUIMICOS SAC. .
mﬂm Calle 22 Ure. Vfipol Naramjal Mz £ Lt 07, Sam Martin De Poeres Lima-Pesi PaginaTdeT

Cel: 926540042
warw.al .com — gontaciogiislabperu com

104



Anexo 3. Célculo del rendimiento del aceite esencial de Tagetes minuta

En el presente anexo se detalla el procedimiento de calculo del rendimiento del aceite
esencial de Tagetes minuta obtenido mediante destilacion por arrastre de vapor, a partir
de la biomasa vegetal procesada.
Datos del proceso de obtencion
Se proceso un total de 7.5 kg (7500 g) de biomasa vegetal fresca constituida por hojas,
flores y tallos de Tagetes minuta, previamente sometida a secado a temperatura
ambiente. Al finalizar el proceso de destilacion se recolectd un volumen total de 12 mL
de aceite esencial.
Férmula empleada
Rendimiento (% v/w) = (Volumen de aceite esencial obtenido (mL) / Masa del material
boténico (g)) x 100

Desarrollo del calculo

Volumen de aceite (mL)
Masa del material botanico (g)

Rendimiento (%v/w) = * 100

12 (mL)

7500 (9) 100

Rendimiento (%v/w) =

Rendimiento (%v/w) = 0.16%
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Anexo 4. Desarrollo de los célculos de control de calidad del jabon liquido con 1,5% de

aceite esencial de Tagetes minuta

Porcentaje de humedad y sustancias volatiles del jabon liquido base
Po=51.88¢

P1=52,88¢

P2 =52,0196¢

7

(52,88 — 52,0196)
(52,88 — 51,88)

% Humedad y sustancias volatiles =

0,8604

% Humedad y sustancias volatiles = X 100 = 86,04%

Determinacion de sélidos totales del jabon liquido base

% Solidos totales = 100 — 86,04 %
% Solidos totales = 13,96 %

Determinacion de densidad del jabon liquido base

Po=1359¢
P1=123,78¢
P2 = 23,63 ¢
Pagua = densidad del agua a la temperatura de trabajo (0,997 g/mL a 25 °C)

(23,63 — 13,59)

Pmuestra = (23,78 — 13,59) x Pagua
P e N 4 (10,04) p
muestra = (10.19) x Pagua

Pmuestra = 0,9852 x 0,997
Pmuestra = 0,982

Porcentaje de humedad y sustancias volatiles del jabén liquido con 1,5% de aceite
esencial de Tagetes minuta
Po=51.88¢
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P1=52,88¢
P2=52,01g

7

_ _ (52,88 —52,01)
% Humedad y sustancias volatiles = (52.88 — 51,88 X 100

0,87
% Humedad y sustancias volatiles = TX 100 = 87%

Determinacion de solidos totales del jabon liquido con 1,5% de aceite esencial de Tagetes

minuta

% Solidos totales = 100 — 87 %
% Solidos totales = 13 %

Determinacion de densidad del jabén liquido con 1,5% de aceite esencial de Tagetes

minuta

Po=13,59¢
P1=23,78¢
P2=23,63¢
Pagua = densidad del agua a la temperatura de trabajo (0,997 g/mL a 25 °C)

(23,63 — 13,59)

Pmuestra = (23,78 — 13,59) x Pagua
p e (10,04) £
muestra = (10.19) x Pagua

Pmuestra = 0,9852 x 0,997
Pmuestra = 0,982
Porcentaje de humedad y sustancias volatiles del jabon liquido comercial
Po=51.88¢
P1=52,88¢
P2=51,99¢

7

, , (52,88 — 51,99)
% Humedad y sustancias volatiles = (52.88 — 51.,88) X 100
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0,8801

% Humedad y sustancias volatiles = X 100 = 88,01%

Determinacion de solidos totales del jabon liquido comercial

% Solidos totales = 100 — 88,01 %
% Solidos totales = 11,99 %

Determinacion de densidad del jabon liquido comercial

Po=13,59¢

P1=123,63¢

P2=2373¢

Pagua = densidad del agua a la temperatura de trabajo (0,997 g/mL a 25 °C)

(23,73 — 13,59)

Pmuestra = (23,63 — 13,59) x Pagua
p N (10,14) p
muestra = (10,04) x Pagua

Pmuestra = 1.0099 x 0,997
Pmuestra = 1,001
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Anexo 5. Descripcion y preparacion de los medios de cultivo utilizados

Agar Mueller—Hinton

Es un medio de cultivo de uso extensivo en microbiologia, empleado para evaluar la
susceptibilidad de los microorganismos frente a distintos agentes antimicrobianos. El
presente documento describe los fundamentos esenciales de este medio, asi como su
composicion, proceso de preparacion y su aplicacion en las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana, denominadas antibiogramas (124)(31).

Fundamento

Es un medio de cultivo formulado especificamente para la realizacion de pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana, conocidas como antibiogramas. Sus caracteristicas
composicionales y fisicas generan condiciones dptimas para la evaluacion de la actividad
de agentes antimicrobianos frente a bacterias patdgenas. Entre sus principales
fundamentos se encuentran la capacidad de favorecer un crecimiento bacteriano
homogéneo, permitir una difusion apropiada de los antibiéticos y reducir la interferencia
de sustancias que puedan inhibir su accion (124).

Composicion

Esta constituido principalmente por extracto de carne bovina y caseina hidrolizada,
componentes que aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano.
Asimismo, incorpora almidoén, cuya funcion es captar el exceso de iones metalicos que
podrian interferir con la actividad de los antibio6ticos. La proporcidn de agar es controlada
de manera precisa para obtener una textura firme pero no excesivamente rigida, lo que
favorece una difusién adecuada de los agentes antimicrobianos a través del medio (124).
Preparacién

El procedimiento se inicia con la reconstitucion del medio, utilizando 38 g del preparado
deshidratado por cada litro de agua destilada. Posteriormente, la mezcla se deja reposar
durante aproximadamente 10 minutos para permitir una adecuada hidratacion. A
continuacion, se lleva a ebullicion con agitacién constante hasta lograr su completa
disolucidn, se distribuye en recipientes apropiados y finalmente se esteriliza en autoclave
a 121 °C.

Agar Manitol Salado

Es un medio de cultivo con propiedades selectivas y diferenciales, empleado para el
aislamiento y la identificacion de estafilococos a partir de distintos tipos de muestras. Su

formulacién se encuentra armonizada y cumple con los criterios establecidos por las
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Farmacopeas Europea, Japonesa y de los Estados Unidos (EP, JP y USP) (125).
Fundamento

El medio de cultivo contiene extracto de carne, peptona y tripteina como fuentes de
nutrientes esenciales para el crecimiento microbiano. El manitol actia como carbohidrato
fermentable, mientras que el cloruro de sodio, en alta concentracion, confiere selectividad
al inhibir la flora acompafiante. El rojo fenol se utiliza como indicador de pH y el agar
como agente solidificante. Este medio es selectivo por su elevada concentracion salina 'y
diferencial por la fermentacion del manitol. Los microorganismos que fermentan manitol
producen acidos que disminuyen el pH y provocan el viraje del indicador de rojo a
amarillo. Los estafilococos coagulasa positivos forman colonias amarillas, mientras que
los no fermentadores producen colonias rojas o purpuras. Es recomendado para el
aislamiento de estafilococos patdgenos en muestras clinicas y productos de importancia
sanitaria (125).

Composicion

El medio de cultivo estd compuesto por extracto de carne (1,0 g/L), peptona de carne (5,0
g/L) y tripteina (5,0 g/L), los cuales aportan los nutrientes necesarios para el crecimiento
microbiano. Ademas, contiene manitol (10,0 g/L) como carbohidrato fermentable,
cloruro de sodio (75,0 g/L) en alta concentracion como agente selectivo, rojo de fenol
(0,025 g/L) como indicador de pH y agar (15,0 g/L) como agente solidificante (125).
Preparacion

Se disuelven 111 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada, dejando reposar
la mezcla durante 5 minutos para favorecer su adecuada hidratacién. A continuacion, se
calienta con agitacion constante hasta alcanzar la ebullicion, manteniéndola durante 1 a 2
minutos para asegurar la completa disolucion del medio. Finalmente, el preparado se
distribuye en recipientes apropiados y se esteriliza en autoclave a 118-121 °C durante 15
minutos (125).
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Anexo 6. Certificado de Staphylococcus aureus ATCC: 25923

(i:.’.t.’.::::.:
Microbiologics
Certificate of Analysis: Lyophdized Microorganism Specification and Performance Upon Release
SPECIFICATIONS: BELEASE INFORMATION:
Product Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Number: 0360 Release Date: 2024/0510

Lot Number: 360-05**
Reference Number: ATCO® 25023™*
Passage from Reference: 3

Recovery: 3 1€.08
Expiration Date: 20260512

Performance

Macroscopic Features: Medium:
Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, smooth, SBAP
opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Resuits

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive /

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive N,L/*.{_,o.c—
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin (10 meg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm Amanda Kuperus

(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm Director of Quality Control
(1) Oxacillin (1 meg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The ast digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing siip are merely a packaging event number. The ot number displayed
on this certificate s the actual base ot number

Ir sal products are 10 a recogrized culture collection.
(1) These tests are accredited 1o ISONEC 17029

TESTING CERT #2655.01

(") The ATCC Licensed Derivatve Embiemn, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catatog marks are trademarks of

\ A'(ct«imm ) ATCC. Microbiologics, Inc. Is licensed 10 use these trademarnks and to sefl products derived from ATCOB cultures
© 2012 Microblologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud. MN 56303 Page 1 of 1 DOC 280
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Anexo 7. Certificado de Escherichia coli ATCC: 25922.

Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:

Product Name: Escherichia coli Quality Control Technologist: Glenna L Jaede
Catalog Number: 0335 Release Date: 2025/04/28

Lot Number: 335-595"*

Reference Number: ATCC® 25922™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2027/04/30

Performance
Macroscopic Features: Medium:

2 colony types, both are gray & beta hemolytic: one is circular to irregular, convex, slightly SBAP
erose edge & smooth; other is larger, irregular, low convex, erose edge & rough

Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results

(1) Oxidase (Kovacs): negative §4MK %ﬂ
Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive A o St
(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 15 - 22 mm Rsrasinerie

(1) Gentamicin (10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26 mm Director of qualit Control
(1) SXT (1.25/23.75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 29 mm Y

AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

Refer to the enclosed product insert for instructions. intended use and hazard/safety information.
Individual products are traceable to a recognized culture collection.
(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

ATCC Licensed \* (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
D‘:r?vr;ﬂve ) ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 0f 1 DOC.286
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Anexo 8. Dictamen del Comité de Etica en Investigacion de la Universidad Catdlica de
Santa Maria.

COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL DE INVESTIGACION UCSM

DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

Arcquipa, 12 de agosto de 2025

Investigadoras Calderdn Flores, Stephany Dayane
Rivera Jahuira, Diana Karoline

Presente.-
De mi especial consideracion.

Me dinjo a ustedes para hacerles llegar ¢l resultado de [a evaluacion de su proyecto de
investigacion y dictamen del Comité Institucional de Etica de Investigacion.

TITULO: “Formulacion y evaluacién de la actividad antibacteriana in vitro ¢ in vivo de una
solucion detergente (jabon liquido) con aceite esencial de “Tagetes minuta™ (huacatay)™.

Investigadoras: Calderdn Flores, Stephany Dayane y Rivera Jahuira, Diana Karoline.

TIPO Y DISENO: Transversal, cuantitativa, descriptiva, experimental, longitudinal —
transeccional.

OBJETIVO: La investigacion tiene como objetivo: Formular y evaluar la actividad
antibacteriana in vitro ¢ in vivo de una solucion detergente (jabon liquido) con aceite esencial
de "Tagetes minuta™ (huacatay).

ﬂ:’ PROCEDIMIENTOS: Laboratorial.

5 "
':: ‘ l
13 v /)

W/

~
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COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL DE INVESTIGACION UCSM

DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

SUJETOS DE ESTUDIO:

Sujetos en un rango de edad entre 20 a 40 afos, de ambos sexos y que presenten la picl intacta
a nivel de manos y antebrazos, con un buen estado de salud y sin no haber hecho uso previo
de productos antibactenanos en las Gltimas 24 horas.

RIESGO DEL ESTUDIO:

Minimo.

OBSERVACIONES, SUGERENCIAS:
Debe proteger confidencialidad de la data sensible.

DICTAMEN:

DICTAMEN FAVORABLE 262 - 2025 CIEI-UCSM

VIGENCIA:
La aprobacion tiene vigencia desde la emision del presente dictamen hasta el 12 de agosto de

2026.

Agueda Muioz Del Carpio Toia
Comité Institucional de Etica de la Investigacion UCSM

Cualquier duda comunicarse a: comiteelicainvestigacionucsmi@email.com
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