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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico
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C.: Concentracion 2 (0.06 pl / ul)
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INTRODUCCION

El tallarin de casa es un producto que se consume en todos los estratos sociales y en todas las zonas de la
region Apurimac, las personas de todas las edades, nifios, adultos y ancianos, lo consumen por ser un
alimento disponible, facil de preparar e incluir en cualquier receta, siendo parte de los platos tipicos de
nuestra region. Asimismo, es producido por microempresas de manera semi-industrial y productores
artesanales, gquienes abastecen al mercado. Debido a la capacidad y cualidades de produccion mas alla de
seguir con un proceso implementado en Buenas Practicas de Manufactura, se ve una debilidad en el
proceso de produccidn, el cual, es el secado del producto, punto clave a considerar debido al grado de
humedad con el que los tallarines de casa son envasados, empaquetados, transportados y almacenados

antes de llegar al consumidor, ya que esto propiciara la proliferacién y el crecimiento de hongos.

El control del crecimiento microbiano es uno de los factores mas importantes a considerar en la
conservacion de alimentos, por lo que la sustitucion de los agentes antimicrobianos quimicos por
sustancias naturales que alarguen la vida util de los productos sin alterar las caracteristicas sensoriales y
nutricionales de estos se hace cada vez mas atractiva. A lo que se ha ido incrementando notoriamente en
los dltimos afios el interés por parte del consumidor en demandar la reduccion de la cantidad de
conservantes y contar con alimentos libres de estos, llevando a la blsqueda de nuevas rutas de
preservacion es indispensable, asi como estudiar el efecto que puedan tener, se ha considerado diferentes
productos naturales como formas de conservacion para la estabilidad microbiolégica de los alimentos para
lograr extender la vida util de los alimentos sin perder sus caracteristicas, uno de los cuales son los aceites
esenciales. Se sabe que los aceites esenciales, extraidos de diferentes plantas aromaéticas, poseen
compuestos que exhiben distintos niveles de actividad antimicrobiana, ademas de ser altamente volatiles a
temperatura ambiente, a diferencia de otros agentes antifingico, ademas de tener buenos resultados en la
conservacion de alimentos sustituyendo a los conservantes sintéticos; esto los hace atractivos para su

estudio y aplicacién como una alternativa adecuada y natural como conservante alimentarios.

El presente trabajo tiene como objetivo realizar la caracterizacion fisicoquimica ademas de evaluar la
actividad antifangica del aceite esencial de laurel (Laurus nobilis) en hongos aislados de tallarines de casa.
La determinacion de los componentes activos presentes en el aceite esencial de las hojas de laurel del

distrito de Curahuasi, nos permitird demostrar el efecto antifingico que éste posee.
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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en los laboratorios de la E. A. P. de Ingenieria Agroindustrial de la
Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac con el fin de caracterizar el aceite esencial de Laurus

nobilis y determinar la actividad antifangica en hongos aislados del tallarin de casa.

El Laurel es una planta de hojas densas y verdosas las cuales son utilizadas en las preparaciones culinarias
e infusiones médicas, es asi que en nuestra regién de Apurimac se asocia mas con el consumo de los
tallarines de casa, producto incluido en nuestros platos tipicos y consumido por las personas de todas las
edades. A lo que surge la necesidad de caracterizar fisicoquimicamente al aceite esencial de laurel para
evaluar su actividad antifingica en hongos aislados de tallarin de casa.

La obtencion del aceite esencial de hojas de Laurus nobilis se realiz6 mediante la hidrodestilacion,
obteniendo asi un rendimiento de 0.45%, con 0.8947 g/ml de densidad y 1.472 de indice de refraccion,
concordando con la bibliografia citada. Mientras la medicion de las propiedades quimicas se realizé con el
espectrometro infrarrojo (FTIR), mostrando asi que este posee 20 componentes organicos como el
nerolidol, conifero, dl-limoneno y canabidol. Para la determinacion de la actividad antifingica, se aislé
tres tipos de hongos a partir del tallarin de casa obtenidos del mercado las Américas, mediante el método
de vertido en placa y extensién en placa, incubados a 30°C por 72 horas, se seleccionaron las 3 cepas mas
predominantes para purificarlas y someterlas a los tratamientos de inhibicion del aceite esencial de Laurus

nobilis.

El efecto antifingico se realizé por el método de difusion en agar PDA y una siembra de esporas por
diseminacion, se colocaron dos discos de agar con 5 mm de didmetro por placa, se trabajo con
concentraciones de 0.03; 0.06 y 0.1 ul de aceite esencial de laurel por pl de solucion. Se midieron los
diametros de inhibicion a las 48, 72 y 96 horas, segin el andlisis estadistico a una confianza de 95%, se
obtuvo que la concentraciéon 3 con 0.1 ul/ pl presenta mayor poder antifingico para el caso de los tres
hongos y los hongos que presenta mayor susceptibilidad al aceite esencial de Laurus nobilis son el hongo
2 y el hongo 3. Debiendo estos resultados a la presencia de nerolidol, conifero y plumbagin entre los

compuestos mas destacados en el aceite de laurel los que le confieren propiedades antifungicas.

Palabras claves: aceite esencial, actividad antiflngica, hidrodestilacion, diseminacién, inhibicion.
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ABSTRACT

The present investigation was carried out in the laboratories of the E. A. P. of Agroindustrial Engineering
of the National University Micaela Bastidas of Apurimac with the purpose of characterizing the essential
oil of Laurus nobilis and to determine the antifungal activity in fungi isolated from the house noodle.

The Laurel is a plant with dense and greenish leaves which are used in culinary preparations and medical
infusions, so in our Apurimac region is associated more with the consumption of home noodles, product
included in our typical dishes and consumed by people of all ages. To which arises the need to
physicochemically characterize the laurel essential oil to evaluate its antifungal activity in isolated house

noodle fungi.

Obtaining the essential oil of leaves of Laurus nobilis was done by hydrodistillation, obtaining a yield of
0.45%, with 0.8947 g / ml of density and 1.472 of refractive index, agreeing with the aforementioned
bibliography. While the measurement of the chemical properties was carried out with the infrared
spectrometer (FTIR), showing that it has 20 organic components such as nerolidol, coniferous, dl-
limonene and cannabidol. For the determination of the antifungal activity, three types of fungi were
isolated from house noodles obtained from the Americas market, by means of the plate pouring method
and plaque extension, incubated at 30°C for 72 hours, the 3 strains were selected most predominant to

purify and subject them to the inhibition treatments of the essential oil of Laurus nobilis.

The antifungal effect was carried out by the PDA agar diffusion method and a spore sowing by
dissemination, two agar disks with 5 mm diameter were placed per plate, 0.03; 0.06 and 0.1 ul of laurel
essential oil per ul of solution. The inhibition diameters were measured at 48, 72 and 96 hours, according
to the statistical analysis at a confidence of 95%, concentration 3 was obtained with 0.1 pl / pl of
presentation of the antifungal power for the case of the three fungi and fungi that presents greater
susceptibility to the essential oil of Laurus nobilis are the fungus 2 and the fungus 3. These results are due
to the presence of nerolidol, coniferous and plumbagin among the most prominent compounds in laurel

oil, which give it antifungal properties.

Key words: essential oil, antifungal activity, hydrodistillation, dissemination, inhibition.

@ Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



-4 de 86 -

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1 Descripcion del problema

En la actualidad los consumidores demandan alimentos con caracteristicas libres de sustancias
quimicas que cumplen la funcién de conservante, asociando alimentos seguros con alimentos frescos
que hayan recibido el menor proceso posible. En la conservacion de alimentos los factores méas
importantes a considerar es el control del crecimiento microbiano, por lo que la sustitucion de los
agentes antifngicos quimicos, por sustancias naturales que no alteren las caracteristicas sensoriales y

nutricionales de los alimentos, se hace cada vez mas atractiva.

Los tallarines de casa es uno de los productos de mayor consumo y produccién en Apurimac, la
poblacién lo consumen por ser un alimento disponible, facil de preparar e incluir en cualquier receta.
Sin embargo los tallarines tienden a deteriorarse debido a que en su composicion quimica posee
carbohidratos (C, H, O) y proteinas (C, H, O, N ademas de S y P) en 85% aproximadamente
adicionandole a este el incremento de humedad en el producto, ya sea por un secado inconcluido
antes del envasado, empaquetado o un mal almacenamiento, propician las condiciones de crecimiento
y la proliferacion de los hongos en los tallarines de casa, deteriorando este producto. Estos hongos
pudieron llegar a los tallarines de casa de diversas maneras, como son: la materia prima contaminada,

utensilios, equipos y/o en el mismo envase.

Por otro lado, se afirma que el aceite esencial extraido del laurel (Laurus nobilis) posee efecto
antifingico y antimicrobiano, lo que lo hace atractivo como una alternativa adecuada y natural,
reemplazando a los conservantes alimentarios para incrementar la vida util de los tallarines de casa.
Por lo que se requiere conocer la concentracion de aceite esencial de laurel que inhibira el

crecimiento de hongos, supervivencia y resistencia.
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1.2 Enunciado
Problema General

= ;Cudl es la caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial de laurel (Laurus nobilis) y cuél es su
actividad antifangica en hongos aislados de tallarines de casa?

Problemas Especificos
= ;Cudles son las caracteristicas fisicas y quimicas del aceite esencial de laurel (Laurus nobilis)?

= ;Cuales son las caracteristicas morfologicas de los hongos aislados en medio selectivo del tallarin

de casa?

= ;Cuél es la concentracion adecuada del aceite esencial del laurel (Laurus nobilis) como agente de

inhibicién del crecimiento de hongos aislados de tallarin de casa?
1.3 Objetivos
Objetivo General

= Realizar la caracterizacion fisicoquimica y evaluar la actividad antifungica del aceite esencial de

laurel (Laurus nobilis) en hongos aislados de tallarines de casa.
Objetivos Especificos
= Caracterizar el aceite esencial de laurel (Laurus nobilis) fisicoquimica.

= Aislar en medio selectivo y describir morfol6gicamente a los hongos contaminantes del tallarin de

casa.

= Determinar la concentracion adecuada del aceite esencial de laurel (Laurus nobilis) como agente

de inhibicion del crecimiento de los hongos aislados de tallarin de casa.
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1.4 Justificacion:

La disponibilidad de los equipos y materiales de los laboratorios de la Escuela Académico Profesional
de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac y el apoyo de
los docentes conocedores de los procesos y manejos de los equipos permitieron el desarrollo de esta

investigacion.

El consumo de tallarines de casa se ha ido incrementando notoriamente en los ultimos afios, al formar
parte de nuestros platos tipicos, lo consumen las personas de todas las edades ya sean nifios, adultos y
ancianos, su consumo hoy en dia no solo es local, sino es a nivel nacional, conllevando al incremento
de la produccién del mismo, para poder atender la creciente demanda del mercado. Asimismo, el
proceso de produccién del tallarin de casa ya no es de manera artesanal, sino semi industrial,
produciendo a mayor escala, hecho que genera mayor utilidad para las microempresas dedicadas a la

produccién y comercializacion de este producto.

La investigacion significd una inversion aproximada de 5000 soles el cual fue asumido por mi
persona, dinero con el que se compraron: materia prima, insumos, equipos y materiales adicionales de

vidrio, metal y plastico.

El aceite esencial extraido de las hojas de laurel por el método de hidrodestilacion, posee actividad
antifungica y sus componentes son volatiles a temperatura ambiente, a diferencia de los antiflngica
quimicos, a quienes se busca sustituir con el aceite esencial de laurel, a través, de esta investigacion,
estas caracteristicas hacen que el aceite esencial de laurel sea un producto que no afecta al medio

ambiente.
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CAPITULO II
MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes.

Cruz y Quispe (2018) evaluaron el “Efecto antimic6tico del extracto etanolico de las hojas secas de
Laurus nobilis (laurel) en cepas de Candida albicans, in vitro.” En ésta investigacion, el extracto
etandlico al 100% de las hojas secas de Laurus nobillis (laurel), ha demostrado tener mayor efecto
antimicético, con un halo de inhibicion promedio de 25mm, el cual es catalogado como muy sensible
y el extracto al 50% demostré tener mediana actividad antimicotica catalogado como sensible, con un

halo de inhibicion promedio de 15.3 mm frente a las cepas de Candida albicans ATCC, in vitro.

Rangel, et al., (2017) evalu¢ la “Actividad antifingica, modo de accion y efectos anti-biopelicula del
aceite esencia de Laurus nobilis Linnaeus contra Candida spp.” Ademas, comparo el aceite esencial
de laurel con nistatina (medicamento antiflngico) cuyas concentraciones variaron de 250 a 500
mg/ml, para el tratamiento de Candida albicans, mostrando efectos nocivos contra la adhesion y
formacion de biopelicula caracteristica de esta levadura. Mientras (Ricci, et al., 2002) en “Efecto
repelente de los aceites esenciales de laurel y lemongrass sobre Brevicoryne brassicae L.
(Homoptera: Aphididae) en repollo” realizado para esto una comparacion de efectividad entre el
laurel y el lemongrass, para lo que obtuvo el aceite esencial por arrastre vapor de agua, la efectividad
se evalud por el método de pulverizacion directa sobre plantas de repollo a las concentraciones de
05,1, 15, 2, 25y 3%,, teniendo como resultado que el aceite esencial de laurel (L. nobilis) a una
concentracion de 2% y a las 6 horas alcanzo los valores maximos de repelencia sobre Brevicoryne
brassicae L. en repollo, mientras que el lemongrass alcanz6 valores similares a las 24 horas con la

concentracion de 3%.

Mello, et al., (2014) estudio la “Composicion quimica y actividad antibacteriana de aceite esencial de
Laurus nobilis para los agentes patdgenos transmitidos por los alimentos y su aplicacion en fresco
Salchicha toscana almacenada a 7°C” para lo cual las salchichas toscanas se trataron con aceite
esencial de hojas de laurel a 0,05g/100g y 0,19/100g. Se determind que el aceite esencial de laurel
presenta un efecto antimicrobiano més fuerte a una concentracion de 0.1g/100g, alargando asi la vida

atil del producto.

Gigante (2014) estudio el “Potencial de los aceites comerciales de Canela (Cinnamomum zeylanicum)
y Laurel (Laurus nobilis) en el control de Fusarium oxysporum”. Realizando los bioensayos a la
dosis de 300 pg/ml del aceite esencial en el medio de cultivo PDA. Donde la velocidad de

crecimiento del hongo fue de 5,75 mm/dia en PDA, 5,22 mm/dia en aceite esencial de laurel y de
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2,44 mm/dia en aceite esencial de canela. El aceite esencial de canela redujo alrededor del 60% la

velocidad de crecimiento del hongo mientras el laurel un 9%.

Callejas (2013) estudio el “Efecto de la poda sobre la cantidad y el rendimiento del aceite esencial de
Laurus nobilis” mediante una extraccion de aceite esencial con hexano, determinando que una planta
de laurel con un despunte presenta mejores rendimientos que una planta sin podar. Ademas menciona
que existen numerosos estudios sobre la composicién quimica de los aceites esenciales obtenidos a
partir de las hojas de Laurus nobilis de las regiones mediterranea y europea, en los cuales se
mencionan que los principales componentes del aceite esencial son cineol (44,12%), eugenol
(15,16%), sabineno (6,20%), 4-terpineol (3,60%), a-pineno (2,74%), metileugenol (2,48%), a-
terpineol (2,19%) y a-pineno (2,05%). Sin embargo, estos presentan importantes diferencias en la
composicién quimica del aceite segln la variedad, los métodos de cultivo, la época de cosecha y la

procedencia geogréafica de la planta.

Herrera (2006) estudi6 la “evaluacion in vitro del efecto bactericida de extractos acuosos de laurel,
clavo, canela y tomillo sobre cinco cepas bacterianas patogenas de origen alimentario”. El extracto de
laurel presenté mayor poder inhibitorio contra S. aureus, siendo éste el Gnico microorganismo frente
al cual su accion es consistente en las dos diluciones ensayadas (10% y 10°); adicionalmente, presentd
inhibicion frente a las demas cepas, pero con un comportamiento irregular, mostrando halos de 5 mm

contra E. coli, a excepcién de Ps. aeruginosa contra la que no se observé ningun efecto inhibidor.
2.2 Marco referencial

2.2.1 Caracteristicas botanicas del laurel

Antiguamente se solia utilizar una corona de laurel cuando hacian competencia o certamenes y
de esta manera se coronaba con honores y gloria al triunfador. Es asi que el término “Laurear”
significa premiar, enaltecer y honrar. Su nombre cientifico es (Laurus nobilis) y es un arbol de
tronco liso, con ramas levantadas, lauraceo, hojas puntiagudas, de hojas densas y verdosas.
Ademas, se utilizaban sus hojas para preparaciones culinarias y también infusiones médicas. El
laurel es un arbol pequefio que crece en el Mediterraneo Europeo, Gran Bretafia, el Sur de Asia
y el Medio Oriente Nativo de Asia Menor, aclimatado en la Europa mediterranea. Crece a una
altitud 50-1000 msnm, precipitacion: 2000 - 4000 mm a temperaturas: 20 - 27 °C (Cruz, 2013;
Bravo, 2017).

Laurus nobilis, es un arbol dioico siempre verde de 5 - 10 m de altura, de tronco recto con la
corteza gris y la copa densa, oscura. Ramaje erecto, de hojas perenes,coriaceas, esparcidas, con

inflorecencias axilares de pedunculos cortos; Flores blancas dispuestas de 4 - 6. La
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unisexualidad de las flores es debido a un fenémeno de aborto, y prueba de ello es la presencia
de 2-4 estaminodios en las flores femeninas. Fruto en drupa (semejante a una nuececilla
pequefia), ovoide, de 1 - 1.5 cm de longitud que por dentro tiene una semilla blanca de 4mm de
longitud, torndndose de color negro en la madurez. (Cruz, 2013).

:: WY . 3 4’ A . \
Figura 1. Arbol de laurel de cuatro metros de altura con un rendimiento
en hojas de laurel aproximadamente de 70 kilogramos. (2018).

o

Las hojas simples, alternas, lanceoladas u oblongo - lanceoladas, estiradas en la punta roma, y
en la base estrechas, de consistencia algo coriacea, aromaticas, con el borde en ocasiones algo
ondulado. Miden unos 3 - 9 cm de largo con hasta 5 cm de ancho y poseen corto peciolo. El
haz es de color verde oscuro lustroso, mientras que el envés es mas palido. El nervio medio
sobresale mucho en ambas caras de color amarillento claro formando una red fina en ambas
caras. (Cruz, 2013; Mafie, 1949).

Caracteristicas microscopicas de las hojas de laurel (corte transversal): la epidermis tiene la

cuticula recia, solo existen estomas en la cara inferior. En el mesofilo, junto a la cara superior,
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hay dos-tres filas de células en empalizada y debajo tejido esponjoso fofo. Se observan grandes
células oleiferas esféricas, con pared suberificada y que contienen una esencia incolora; son
sobre todo abundantes en el tejido empalizada, en su limite inferior con el tejido esponjoso y
en el parénquima de paredes gruesas del nervio principal. Pro encima y por debajo del haz
bascular colateral del nervio medio hay una capa de fibras esclerenquimatosas muy
lignificadas. En las dos caras, entre la epidermis y la capa de refuerzo, hay tejido
colenquimatoso que interrumpe el mesofilo. Las células contienen tanino junto con clorofila.
(Mafie, 1949)

Nervadura
principal
Apice e Base

Peciolo

Nervadura

Limbo secundaria

Figura 2. Hojas de laurel, con 7cm de largo y 3 cm de ancho (2018).
2.2.2 Descripcién taxonémica del laurel

Describe la clasificacion taxonémica del laurel (Cruz y Quispe, 2018).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Magnoliidae

Orden: Laurales

Familia: Lauraceae

Tribu: Laureae

Género: Laurus.
Especie: Laurus nobilis L.
Nombres comunes: laurel, aurelero, aurero, lauredo, laurel comdn,

arbol o laurel de Apolo.
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2.2.3 Componentes activos del laurel*

Aceites esenciales: cineol, pineno, linalol, alfa-terpineol acetato, sabineno, limoneno,
terpineno, metil-eugenol y canfeno. Los frutos poseen mas aceite esencial que las hojas:

3% de aceite esencial en frutos y 1% en sus hojas.

Alcoholes: eugenol en sus hojas y &cidos organicos: acético, férmico, pelargonico,

propionico en sus hojas, cinamico, laurico (frutos).

Acidos organicos: acético, formico, pelargénico, propionico (hojas) cinamico, laurico
(frutos).

Las hojas también contienen pequefias dosis de lactonas sesquiterpénicas (costundlida y

laurenobiolida) y taninos.

Minerales: Mn, Ca, K, P, Mg, Fe, Na y Zn. Ademas, las hojas contienen pequefias

cantidades de lactonas sesquiterpénicas y taninos.

Se describe la composicion quimica del Laurel por cada 100g (Tabla 1)

Tabla 1

Composicion quimica del laurel por cada 100g
Componente Cantidad
Agua 55¢g
Calorias 313 kcal
Lipidos 8.3¢
Carbohidratos 74.97 g
Fibra 26.3¢
Calcio 834 mg
Potasio 529 mg
Magnesio 120 mg
Fésforo 113 mg
Vitamina C 46.5 mg
Niacina 2000 mg
Vitamina B-6 1000 mg
Acido félico 180 mcg

Fuente: Bravo 2017.

! Los componentes principales del aceite esencial de laurel son cineol, pineno, linalol, alfa-terpineol acetato,
sabineno, limoneno, terpineno, metil-eugenol y canfeno, (Bravo, 2017).
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2.2.4 Usos, beneficios y propiedades del laurel

= Su madera es facil de trabajar ya que al tener un secado muy rapido no tiene defectos que se
vean a simple vista, dando excelentes resultados en cualquier uso maderero que se le dé. El
tronco recién cortado las capas externas son de color beige amarillento y las capas internas
son de color café claro, su textura es fina y homogénea, con olor agradable a cafia dulce, no
tiene un sabor distintivo, (Bravo, 2017).

= Contiene cineol y eugenol (componentes destacados), son los que le dan a esta planta la
propiedad de facilitar las digestiones, asi como prevenir la acidez y reducir los gases.
Ademas, ayuda a mejorar y estimular el apetito, actualmente se utiliza en tratamientos para
personas que necesitan ganar peso (fitoterapia) preparandolo en comidas o té, (Bravo,
2017).

= EI Laurel tiene propiedades bactericidas, antisépticas, antiinflamatorios, expectorantes, por
lo que se lo utiliza en afecciones del aparato respiratorio como gripe o bronquitis. Al ser
diurética y sudorifera favorece en la eliminacién de liquidos, ayuda a los rifiones y se usa

actualmente en dietas de adelgazamiento, (Bravo, 2017).

= En cosmetologia se utiliza sus aceites esenciales por el aroma en perfumes, cremas,
lociones. Ademas, como tratamiento capilar tiene un efecto regenerador del cuero
cabelludo, para combatir la caspa, la seborrea como también la caida del cabello y a

prevenir la calvicie, (Bravo, 2017).

= Las hojas se emplean como condimento natural en la cocina a nivel mundial ya sea en
asados, productos ahumados, incluso se afiaden a sopas y guisos, sean frescas, secas, enteras

o troceadas, a medida que se cuecen dan un profundo y rico aroma y sabor. (Bravo, 2017).

2.2.5 Los aceites esenciales y sus caracteristicas quimicas

Los aceites esenciales son liquidos viscosos semivolatiles, aromaticos obtenidos a partir de
material vegetal (brotes, flores, semillas, hojas, ramas, corteza, madera, frutos y raices). Se
caracterizan por un olor fuerte y son sintetizados por las plantas aromaticas como metabolitos
secundarios. En la naturaleza juegan un papel importante en la proteccion de las plantas como

antibacterianos, antivirales, antifungicos e insecticidas (Bakkali et al., 2008).

La composicion de los aceites de algunos tipos de plantas puede variar segin la época de la
cosecha y la situacion geografica. Generalmente, los procedentes de plantas cosechadas

durante o inmediatamente después de la floracion, poseen una mayor actividad antimicrobiana.
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La composicion de los aceites de diferentes partes de una misma planta, también puede variar
ampliamente. Se conocen alrededor de unos 3000 aceites esenciales, de los cuales unos 300
son los mas importantes comercialmente, destinados para el mercado de condimentos y
fragancias. (Burt, 2004). En cuanto a su composicion quimica, los aceites esenciales contienen
una buena porcién de hidrocarburos junto con compuestos oxigenados, tales como cetonas,
alcoholes, acetatos, 1,3-benzodioxoles y furanocumarinas, entre otros, los cuales prevalecen en
las partes aéreas de las plantas, mientras que los hidrocarburos se concentran basicamente en
las raices. Presentan variaciones en la proporcidn de sus constituyentes, ya que en ocasiones se
transforman unos en otros segun la parte de la planta, el momento de su desarrollo o el

momento del dia de la recoleccion (Vargas y Bottia, 2008).

A condiciones ambientales, los aceites esenciales son liquidos menos densos que el agua, pero
mas viscosos que ella. Poseen un color en la gama del amarillo, hasta ser transparentes en
algunos casos. La definicién aceptada: Un aceite esencial es un producto volatil obtenido de
una materia prima vegetal mediante una destilacion, ya sea con vapor o por inmersion en agua
caliente. También, aquel que es obtenido desde el epicarpio de las frutas citricas, mediante un

proceso mecanico o prensado (Martinez, 2008).

Son inflamables, no son toxicos, aunque pueden provocar alergias en personas sensibles a
determinados terpenoides, son en general inocuos, mientras la dosis suministrada no supere los
limites de toxicidad. Sufren degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire, del
calor, de acidos y alcalis fuertes, generando oligbmeros de naturaleza indeterminada. Son
solubles en los disolventes orgénicos comunes. Casi inmiscibles en disolventes polares
asociados (agua, amoniaco). Tienen propiedades de solvencia para los polimeros con anillos
aromaticos presentes en su cadena. Son aceptados como sustancias seguras GRAS (Generally
Regarded as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration) (Norman, 1998), es decir
forma parte de las hierbas consideradas seguras para empleo medicinal en humanos. Se
encuentra catalogado como categoria 1 (hierbas seguras) por la Asociacion Norteamericana de
Productos Herbales. Tiene aprobacion de uso medicinal humano por las autoridades sanitarias
de Espafia (Alonso, 2004).

Los aceites esenciales son mezclas homogéneas de compuestos quimicos organicos,
provenientes de una misma familia quimica, como los terpenoides. Los terpenoides son a
menudo Ilamados isoprenoides teniendo en cuenta que el isopreno es su precursor bioldgico.
Presentan una gran variedad estructural, derivan de la fusion repetitiva de unidades ramificadas

de cinco carbonos basadas en la estructura del isopentenilo, son monémeros considerados
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como unidades isoprénicas y se clasifican por el nimero de unidades de cinco carbonos que
contienen en mono, sesqui, di, tri, tetraterpenos. Los productos que provienen del metabolismo
del isopreno abarcan a los terpenos, los carotenos, las vitaminas, los esteroides, etc. Tienen la
propiedad en comun, de generar diversos aromas agradables y perceptibles al ser humano
(Martinez, 2008).

Los componentes de los aceites esenciales se clasifican en terpenoides y no terpenoides.

= No terpenoides. En este grupo tenemos sustancias alifaticas de cadena corta, sustancias
aromaticas, sustancias con azufre y sustancias nitrogenadas. No son tan importantes como
los terpenoides en cuanto a su uso y aplicaciones (Escudero, 1999).

= Terpenoides. Son los mas importantes en cuanto a propiedades y comercialmente. Son
una clase de sustancias quimica que se halla en los aceites esenciales, resinas y otras
sustancias aromaticas de muchas plantas, como los pinos Yy muchos criticos.
Principalmente encontramos en los aceites monoterpenos (C10), aunque también son
comunes los sequiterpenos (C15) y los diterpenos (C20). Pueden ser aliféticos, ciclicos o
aromaticos (Escudero, 1999).

Tabla 2
Grupo funcional de cada compuesto
Compuesto Grupo Funcional Ejemplo Propiedades
Alcohol é oH Mentol, geraniol Antimicrobiano, antiséptico,

| tonificante, espasmolitico.

Aldehido 0 Citral, citronelal Espasmolitico, sedante, antiviral.
|
R-&-H
Cetona O Alcanfor, tuyona Mucolitico, regenerador celular,
I} -
R"C\Rz neurotoxico.
Ester Y o Metil salicilato Espasmolitico, sedativo,
RlI— C/
~ antiflingico.
0—R2 g
Eteres -C-0-C- Cineol, ascaridol Expectorante, estimulante.
Eter fendlico Anillo-0-C Safrol, anetol, Diurético, estomacal, expectorante.
miristicina
Fenol OH Timol, eugenol, Antimicrobiano Irritante
carvacrol Estimulante inmunoldgico.
Hidrocarburo  Soélo contiene Cy H Pineno, limoneno Estimulante descongestionante

antivirico, antitumoral.

Fuente: Escudero, 1999.
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Es caracteristico de las esencias la presencia de terpenos, fundamentalmente mono y
sesquiterpenos; sin embargo, no todas las esencias estdn compuestas exclusivamente por
terpeno, existen algunas que carecen de estos y estan constituidas por derivados bencénicos,
fenoles, esteres e hidrocarburos lineales, hasta por componentes dificilmente relacionados con
las esencias, como alcaloides, glicosidos y una gran variedad de compuestos heterociclicos
como derivados piridinicos, aminas, sulfuros, etc. (Vargas y Bottia, 2008).

Existen diferentes factores que influyen sobre la composicion quimica de un aceite esencial,

entre ellos se puede destacar los siguientes:

= Condiciones geobotanicas del medio: clima, altitud, tipo de suelo, pluviosidad.

= Medio de cultivo: fertilizantes, abonos y pesticidas.

= Epoca de recoleccion y parte de la planta

= Modo de almacenamiento y manejo del material vegetal: fresco, seco, fermentado,
tratamiento post-cosecha.

= Modo de obtencion del aceite: destilacion (hidrodestilacion, arrastre vapor).

= Edad de la planta y su estado fenoldgico.

Uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta en la modificacion de la composicion de
los aceites, esta relacionado con el momento oportuno para comenzar la cosecha del material
vegetal, ya que existe un momento 6ptimo en cada 6rgano de la planta para una acumulacion
maxima de principios activos, que son funcion de su estado fenoldgico, y también puede

deberse a variaciones durante el dia.

2.2.6 Biosintesis de los aceites esenciales y metabolismo de las plantas

Las plantas producen diversos compuestos organicos que aparentemente no parecen tener una
funcion directa en su crecimiento y desarrollo. Estas sustancias se conocen como metabolitos
secundarios, productos secundarios o productos naturales. Estos compuestos no se relacionan
directamente con el proceso de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de
proteinas, asimilacion de nutrientes, formacion de carbohidratos, los cuales hacen parte del
metabolismo primario de la planta. EI metabolismo primario proporciona las moléculas de
partida para las rutas del metabolismo secundario, entre las que se encuentra (Duran et al.,
2007).

Acido shikimico: da origen a muchos componentes aromaticos, aminoécidos aromaticos, acido
cindmico y ciertos polifenoles, y Amino&cidos: precursores de los alcaloides y antibidticos

peptidicos que incluyen las penicilinas y cefalosporinas. Los metabolitos secundarios de las
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plantas pueden dividirse segun la estructura quimica en tres grupos, a saber: terpenos o
terpenoides, fenoles y sus derivados, y alcaloides. En la figura 3 se ilustra la relacion que existe
entre los metabolitos primarios y secundarios (Duran et al., 2007).

Co, + H,0

[

Fotosintesis Mono- oligo-,
ﬂ poliosido
Eritrosa-4 fosfato ¢—— Glucosa

HETEROSIDOS

<
v \/

Acido shikimico <«—= Fosfoenol piruvato ‘H
Fenoles, quinonas,
Flavonoides poliinas, acidos
antocianocidos, grasos, lipidos, etc.
taninos, etc.
L AC-dO iruvito
SHIKII\-/IATOS ido piruvi POLIACETATOS
Acetil CoA Mevalonato
Clnam_atos, Ilg_natos, T8 G i ﬂ
cumarinas, quinonas TERPENOS Y
ESTEROIDES
Proteinas, etc <¢&—— AMINOACIDOS ﬂ
Aceites esenciales sesqui y
U diterpenos, saponosidos,
Alcaloide cardenolidos, carotenos, etc.

Figura 3. Rutas biosintéticas del metabolismo secundario (Merino, 2011)

Durante varios afios se ha considerado que los metabolitos secundarios en las plantas son un
material de desecho de las mismas. Sin embargo, se ha demostrado que estos cumplen
importantes funciones ecoldgicas en las plantas como agentes atrayentes de polinizadores,
sustancias de reserva de planta, regulan los procesos de evaporacion de agua, hacen parte del

mecanismo de defensa contra depredadores y otros vegetales (Vargas y Bottia, 2008).
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La distribucion de los metabolitos secundarios dentro de los grupos de las plantas presenta

alguna caracteristica particular, cabe mencionar las siguientes (Vargas y Bottia, 2008).

= Una planta contiene una mezcla de metabolitos secundarios con cantidades variables en
diferentes células, tejidos y érganos.

= En el organismo individual o tejido, las cantidades y tipos de productos del metabolismo
secundario varian con la edad o con las condiciones ambientales de plantas.

= Especie de géneros firmes o familias de plantas pueden presentar los mismos metabolitos
secundarios.

Los terpenos o isoprenoides constituyen uno de los grupos mas grandes de compuestos

secundarios ampliamente presentes en el reino vegetal. Entre ellos, se encuentran los

componentes de esencias, balsamos y resinas. En las plantas, los isoprenoides pueden

sintetizarse por dos rutas diferentes, a saber: la ruta del &cido mevalénico y/o la ruta de

metileritriol fosfato (MEP).

Dependiendo del nimero de atomos de carbono, los terpenos se pueden clasificar en
monoterpenos, C10 (por ejemplo: limoneno, mentol, timol, alcanfor), sesquiterpenos, C15
(farnesol), diterpenos, C20, etc., donde cada uno de ellos presenta una funcion caracteristica.
Por ejemplo, los monoterpenos presentan accion antiséptica, o se emplean como expectorantes
(Vargas y Bottia, 2008).

2.2.7 Métodos de extraccion del aceite esencial
2.2.7.1 Destilacion con agua (Hidrodestilacion)

El principio de la destilacidon en agua es llevar a estado de ebullicion una suspension
acuosa de un material vegetal aromatico, de tal manera que los vapores generados
puedan ser condensados y colectados. El aceite, que es inmiscible en agua, se separa
posteriormente. En la destilacion con agua el material vegetal siempre debe
encontrarse en contacto con el agua, si el calentamiento del equipo es con fuego
directo, el agua presente en la cdmara extractora debe ser suficiente y permanente para
Ilevar a cabo toda la destilacion a fin de evitar el sobrecalentamiento y carbonizacion
del material vegetal, dado que este hecho provoca la formacién de olores desagradables
en el producto final; el material vegetal debe ser mantenido en constante agitacion a fin
de evitar aglomeraciones o sedimentacion del mismo en el fondo del recipiente, lo cual
puede provocar su degradacion térmica. El tiempo total de destilacion es funcion de los
componentes presentes en el aceite esencial. Si el aceite contiene compuestos de alto

punto de ebullicion, el tiempo de destilacion debera ser mayor, los aceites esenciales
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obtenidos mediante destilacion en agua normalmente presentan notas mas fuertes y un
color mas oscuro con respecto a los producidos por otros métodos (Albarracin y Gallo,
2003).

2.2.7.2 Destilacion agua-vapor

En este sistema de extraccidén se emplea un vapor himedo, proveniente del agua en
ebullicién, que traspasa el material vegetal suspendido encima y apoyado sobre una
malla. La mayoria de plantas herbaceas se destilan por este método (Stashenko, 2009)

En este caso el vapor puede ser generado mediante una fuente externa o dentro de la
propia camara extractora, aunque separado del material vegetal, la diferencia radical
existente entre este sistema y los anteriormente mencionados es que el material vegetal
se encuentra suspendido sobre un tramado (falso fondo) que impide el contacto del
material vegetal con el medio liquido en ebullicion, este sistema reduce la capacidad
neta de carga de materia prima dentro del extractor pero mejora la calidad del aceite
obtenido (Albarracin y Gallo, 2003).

2.2.7.3 Destilacién por Arrastre Vapor

La planta, semilla, hierva, etc., se sitla en un recipiente a través del cual se hace pasar
vapor de agua generado en otro recipiente (Pérez, 2006), que penetra el material
vegetal a presion mas alta que la atmosférica, la corriente de vapor rompe las células o
canales oleiferos en la planta y arrastra la mezcla volatil, que se condensa luego de
atravesar un refrigerante. Generalmente los aceites son mas livianos que el agua y muy
poco solubles en ella; por ende, pueden ser separados por decantacion. La excepcion la
presenta el aceite de clavo, que es mas pesado que el agua y se recoge debajo de ella.
El método de arrastre con vapor se usa para extraer aceites de rizomas, raices, semillas
(vetiver, valeriana, jengibre, anis, cardamomo, etc.) y de hojas secas o fermentadas de

algunas plantas (Antolinez et al., 2008).

2.2.7.4 Extraccion con disolventes

En el método de extraccion con disolventes volatiles, la muestra seca y molida se pone
en contacto con disolventes organicos tales como alcohol y cloroformo, entre otros.
Estos disolventes solubilizan la esencia, pero también solubilizan y extraen otras
sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una oleorresina o un
extracto impuro. Se utiliza a escala de laboratorio porque a nivel industrial resulta

costoso por el valor comercial de los disolventes, porque se obtienen esencias
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contaminadas con otras sustancias contaminadas con otras sustancias, y ademas por el
riesgo de explosion e incendio caracteristicos de muchos disolventes orgénicos
voléatiles (Peredo, 2009).

Los disolventes derivados del petréleo, como éter dietilico, cicloexano, hexano, acetato
de metilo, propanol, etc., son toxicos al inhalarlos o contacto con la piel. (Ortufio
2006). Los métodos méas usados son extraccion pro reflujo, mediante el equipo soxhlet
y la extraccion por disolventes, mayormente usada a nivel laboratorio, es la maceracion
0 extraccidén alcoholica, en la cual la materia organica reposa en soluciones de alcohol
por periodos de tiempo definidos. Los aceites esenciales son recuperados evaporando
el alcohol (Chua et al, 2008).

2.2.8 El aceite esencial de laurel.

Los aceites esenciales de L. nobilis son de gran valor y se utilizan como materia prima de
perfumes, cosméticos, especias y productos de aromaterapia, fitoterapia y nutricién (Callejas,
2013). El aceite esencial de las hojas frescas de Laurus nobilis, extraido por arrastre vapor,
presentan comoponentes como: cineol (40,91%) ademas de monoterpenos como o -pineno
(5,82%), B -pineno (4,55%), sabineno (6,92%), limoneno (2,10%), linalol (1,29%) entre otros
Sin embargo no sucede lo mismo con el resto de componentes mayoritarios, que varian
notablemente dependiendo de la procedencia del material vegetal, los métodos de cultivo, la
época de cosecha (Centurion, 2017; Callejas, 2013). El aceite esencial de L.nobilis, se
caracterizan por un contenido muy alto de eugenol y por sus actividades bioldgicas,
especialmente las propiedades antioxidantes. Incluso posee un efecto antiinflamatorio, probado
en ratones y ratas. Un efecto antinflamatorio dependiente de la dosis (Can y Buchbauer, 2010).
Ademas, tiene actividad antifungica debido a la presencia de los principales monoterpenos y
sesquiterpenos identificados, probablemente actos que interfieren con la biosintesis de la pared
celular y permeabilidad idnica de la membrana, y tiene efectos perjudiciales en Adhesion y
formacion de biopeliculas de C. albicans. Como este aceite esencial es de uso gratuito, seguro
y con una toxicidad insignificante de acuerdo con la FDA, podria ser considerado un objetivo

prometedor para el desarrollo de farmacos (Furtado et al., 2014).

De la misma manera los extractos de la corteza de L. nobilis presentaron actividad contra
Botrytis cinerea y Spodoptera littoralis, efecto que puede atribuirse a la presencia de
alcaloides. El aceite esencial de laurel ha demostrado efecto fungistatico in vitro contra
Ascosphaera apis, un hongo infectante de colmenas de abejas (Alonso, 2004). El uso interno

del 1,8-cineol ha demostrado disminuir el ritmo cardiaco y descender la presion arterial en
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animales de laboratorio. Ademas, ha sido utilizado en cosméticos, para el tratamiento de la tos,

dolores musculares, neurosis, reumatismo, asma y afecciones urinarias (Cruz, 2013).

2.2.9 Propiedades de actividad antibacterianas y antifungicas de los aceites esenciales

Desde hace mucho tiempo se han reconocido las propiedades antibacterianas de algunos
aceites esenciales. Ademas de propiedades antibacterianas, los aceites o0 sus componentes han
mostrado también propiedades antiviricas, antifngicas, herbicidas e insecticidas. La capacidad
antiflngica y antibacteriana de los aceites esenciales de muchas especies de plantas han sido
probadas por diferentes autores (Burt, 2004; Blazquez, 2014). A pesar de los beneficios que
puede suponer el empleo de determinados aceites esenciales en el aumento de la vida util de
los productos minimamente procesados, junto con la mejora en su actividad antioxidante, su
uso también puede aportar a los mismos, sabores y aromas extrafios, lo cual puede limitar su

aplicacién (Almela, 2012).

La aplicacion de aceites esenciales es un método muy atractivo para controlar enfermedades
tanto en cosecha como en post-cosecha. Estos materiales son una mezcla compleja de
compuestos volatiles producidos en diferentes partes de las plantas, y han sido reconocidos por
poseer diversas funciones, incluyendo conferir la resistencia a plagas y enfermedades; algunos
aceites esenciales, asi como, sus constituyentes han demostrado poseer propiedades
antibacterianas y antifungicas (Da Silveira et al., 2014). Aunque, la actividad antimicrobiana
de un aceite esencial, se atribuye principalmente a sus principales compuestos, el efecto
sinérgico o antagonista de un compuesto en se debe considerar un porcentaje menor en la
mezcla. Cada uno de los componentes del aceite esencial tiene su propio aporte a la actividad
biolégica del aceite. Los aceites esenciales como agentes antimicrobianos presentan dos
personajes principales: el primero es su origen natural que significa mas seguridad para las
personas y el medio ambiente y la segunda es que han de considerarse de bajo riesgo para
desarrollo de resistencia por microorganismos patogenos. Se cree que es dificil para los

patdgenos desarrollar resistencia a tal mezcla de componentes del aceite (Daferera et al., 2003).

La actividad de los aceites esenciales puede ser atribuida a dafios letales sobre la célula
fangica, ya que se altera la capacidad reproductiva y germinativa; sin embargo, no se cuenta
con la informacion adecuada que posibilite determinar el sitio o sistemas bioldgicos que este
afecte. (Alzate et al., 2008). Mientras Cruz y Quispe (2018), atribuye la actividad antimicética
y antimicrobiana a presencia de los compuestos quimicos los cuales son taninos, flavonoides y

alcaloides.
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Los antimicrobianos de los alimentos

Son compuestos quimicos afiadidos o presentes en los alimentos que retardan el crecimiento o
causan la muerte de los microorganismos, aumentando asi la resistencia a la alteracion de la
calidad de alimento. Los blancos principales de los agentes antimicrobianos son los
microorganismos productores de intoxicaciones alimentarias (agentes infecciosos productores
de toxinas) y los que alteran los alimento, cuyos productores metabdlicos finales o enzimas
causan malos olores, sabores desagradables, problemas de textura, cambios de coloracion o
riesgo sanitario. La mayor parte de los antimicrobianos solamente son bacteriostaticos o
fungistéaticos, por lo que su efectividad sobre los alimentos es limitada. Por otra parte, debido a
gue algunos microorganismos pueden no verse inhibidos o destruidos por las dosis
convencionales de antimicrobianos utilizados individualmente (legalmente aprobadas y/o
sensorialmente aceptables), puede ser preferible utilizar una combinacion de ellos, ampliando

asi el espectro de cobertura en la preservacion de alimentos en general. (Saez, 2000).

2.2.10 Antifangicos o antimicéticos quimicos

Es conocida como una sustancia que tiene como capacidad evitar la reproduccion o el
crecimiento de algunos tipos de hongos que incluso pueden provocar la muerte. Produciendo
una variacion en los componentes de una célula fingica que logre bloquear su crecimiento,
alterando su posibilidad o aptitud de supervivencia ya sea de forma directa o de forma indirecta
(Gregori, 2005). Los antimicoticos pueden clasificarse segun su estructura (Tabla 3) y de

acuerdo a su mecanismo de accién (Tabla 4).

Tabla 3
Clasificacién de los antifingicos por su estructura quimica

Clasificacion de los antifuingicos por su estructura

Polienos Nistatina, natamicina, anfotericina B
Azoles Imidazol: clotrimazol, ketoconazol. Triazoles: fluconazol, itraconazol

Triazoles de segunda generacion: boriconazol, rabuconazol,

posaconazol
Alilaminas Terbinafina, naltifina
Lipopeptidos Papulacandinas Triterpenos, glicosilados Equinocandinas:

caspofungina, anidulofungica, micalofungina
Pirimidinas Flucitosina

Otros yoduro de potasio, ciclopirox, grisofulvin

Fuente: Cruz, 2018.
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Tabla 4
Clasificacién segn su mecanismo de accién
Antiflngicos que acttian sobre Antifangicos que Antifangicos que actian
las membranas citoplasmética  actuan sobre la pared sobre el nucleo
= Polienos = Lipopeptidos » Pirimidinas fluoradas
= Azoles = Miscelaneos

= Alilaminas
= Tiocarbamatos
Fuente: Cruz, 2018.

Mecanismo de acciéon

Escualeno W Escualeno epoxido Ml Lanosterol

14a-demetil-lanosterol l
' Demetil-lanosterol

Inhibicién ‘

Azoles Zimosterol

oF iy "
Fosfolipidos de la B T
membrana celular % (1-3)-B-glucano ™ - I Fecosterol

(1-6)-B-glucano ~

Pared
celular

(1-3)-p-glucano sintasa Ergosterol 4m Episterol J
Inhibicion Fijacion
Caspofungina Anfotericina B

Figura 4. Mecanismo de accidn de los diferentes antifingicos
Antimicéticos que acttian sobre las membranas citoplasmaticas:
= Los polienos:

Actuan alterando la permeabilidad de la membrana lo que permite una pérdida de proteinas,

gllcidos y cationes monovalentes y divalentes, causas de la muerte celular (Gregori, 2005).
= Los azoles:

Contienen un anillo con adtomos de N libres unidos mediante enlace C-N a otros anillos
aromaticos. La naturaleza de estos anillos modifica las propiedades fisicoquimicas, efecto
terapéutico, toxicidad, etc. (Gregori, 2005).
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= | as alilaminas:

Actlan inhibiendo la enzima escualeno epoxidasa y disminuyen la concentracién de
ergosterol, aumentando los niveles de escualeno. Como consecuencia, aumenta la
permeabilidad de la membrana plasmaética, se altera la organizacion celular y disminuye el

crecimiento del hongo (Gregori, 2005).
= Los tiocarbamatos:

Tienen accion fungistatica. EI compuesto més conocido es el tolnaftato que bloquea la
sintesis de ergosterol al inhibir la epoxidacion del escualeno. Se emplea en el tratamiento
tépico de dermatomicosis, tifias, intertrigos micéticos, vaginitis micética. (Gregori, 2005).

Antimicoticas que acttan sobre la pared celular:
= Los lipopéptidos:

Acttan inhibiendo la sintesis de glucanos a través de la inactivacion de la enzima 1,3-
betaglucano sintetasa, enzima responsable de formar este polimero de la glucosa que es
esencial para la estructura de la pared de la célula fangica. La pared se debilita y se torna

incapaz de soportar el estrés osmotico, por lo que la célula muere (Gregori, 2005).
Antimicéticas que acttan sobre el nucleo:
= Las pirimidinas fluoradas:

Actlan como antimetabolitos. La mas conocida de este grupo es la fluocitosina o 5-
fluorocitosina que inhibe el crecimiento y reproduccién de los hongos. Este farmaco se
convierte en 5-fluorouracilo (5-FU), el cual es fosforilado e incorporado al ARN,
convirtiéndose en un dexosinucleétido. Este compuesto inhibe a la timidilato sintetasa e

impide la sintesis de proteinas de la célula (Gregori, 2005).

2.2.11 Métodos para la determinacion de la actividad antimicrobiana

Para la evaluacién antimicrobiana de aceites esenciales, se aplica generalmente métodos
convencionales probados con capacidades antibi6ticas. Hay dos técnicas basicas usadas para la

valoracion de actividades antibacteriales y antimicéticas.

El primer método es difusion en agar (pozo o disco) y el segundo es el método de dilucion
(agar o caldo liquido). Las pruebas y evaluaciones de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales son dificiles debido a su volatilidad, insolubilidad en agua y complejidad (Ochoa,
2011).
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Método de Difusion en agar

El método de difusion en agar ha sido probablemente el més utilizado para determinar la
actividad antimicrobiana contra microorganismos aerébicos. En este método, existen dos
formas de identificar la difusion y, por lo tanto, la efectividad del aceite esencial. En la
primera, el agar solidificado se inocula con la suspension requerida del microorganismo;
un papel filtro es impregnado con una solucién de concentracion conocida del aceite
esencial, el cual es colocado en la superficie del agar. En la segunda, se perfora el agar
solidificado y previamente inoculado, usando un perforador estéril, y se vierte una
solucion de cierta concentracion del aceite esencial en las perforaciones. (Bonev, et al.,
2008).

Posteriormente, las cajas Petri son incubadas a la temperatura y tiempo éptimos. El
principio es la difusién del aceite esencial hacia todo el agar, lo que conduce a la
inhibicién del crecimiento de los microorganismos mediante la formacién de zonas de
inhibicién. Por lo que se supone que el diametro de las zonas aumentara al incrementar la

concentracién del aceite esencial (Bonev, et al., 2008).

La aplicacion de los métodos de difusion en agar para probar agentes antifingicos es
limitada a la fecha, sin embargo, este método tiene buena correlacion con los métodos de
referencia de la NCCLS (Méndez y Herrera, 2001). Los resultados de la prueba de
difusion en agar son generalmente cualitativos. La susceptibilidad del microorganismo en
prueba esta relacionada con el tamafio de la zona de inhibicion en milimetros. Los
microorganismos se denominan susceptibles cuando el didmetro de la zona es mayor a 30-
35 mm, intermedios cuando el diametro de la zona varia entre 20 y 30 mm, o resistentes

con una zona cuyo didmetro es menor a 15-20 mm (L6pez et al., 2005).
Método dilucion en agar

El método de dilucion en agar es utilizado generalmente para determinar si éste es letal
contra un microorganismo, ademas se usa con microorganismos aerobicos 0 micro
aerofilicos con una velocidad variable de crecimiento. Para esta técnica, se preparan
diferentes diluciones de los aceites esenciales; posteriormente, las diluciones se afiaden a
los agares y éstos son puestos en cajas petri para su solidificacion. Finalmente, los
microorganismos en prueba previamente diluidos son inoculados en los agares e

incubados a su temperatura y tiempo 6ptimos (de 16-24 h) (Lopez et al., 2005).
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2.2.12 Caracteristicas relativas a la morfologia y desarrollo de los hongos

Como las plantas, animales y protistas, los hongos son eucariotas, organismos cuyos nucleos
celulares estan contenidos en membranas. No obstante, los hongos presentan una combinacion

de caracteristicas que justifica su ubicacién en un reino eucariético separado. (Nabor, 2006).

Los hongos pequefios, filamentosos, multinucleados y, en ciertos casos, pluricelulares. Muchos
de ellos se reconocen la apariencia algodonosa del micelio vegetativo. El organismo de los
hongos esta constituido por el micelio que es un agregado de filamentos o hifas. Estas hifas son

de dos tipos funcionales:

= Hifas vegetativas que penetran en el sustrato para absorber las sustancias nutritivas.

= Hifas fértiles (aéreas), que producen las células reproductoras.

Todas las hifas de un tipo particular en un hongo forman una masa entretejida denominada
micelio. Un hongo puede tener un micelio Unico o varios tipos de micelios, a medida que
experimenta las fases de su ciclo vital. Los hongos son heter6trofos, pero como ya sabemos, no
ingieren los alimentos como los animales. Por el contrario, absorben el alimento después de
descomponerlo en pequefias moléculas, gque atraviesan entonces la membrana plasmatica

mediante difusién o con la ayuda de las proteinas de transporte. (Nabor, 2006).

2.2.13 Intoxicaciones alimentarias por hongos

Los hongos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se ven frecuentemente sobre pan
viejo, queso o frutas. Cada filamento, denominado hifa, crece fundamentalmente en el extremo
por un mecanismo de extension celular. Las hifas crecen en masa en lo que se denomina
micelio, que puede verse facilmente sin ayuda del microscopio (Madigan et al., 1999).
Algunos hongos que crecen sobre materiales vegetales producen toxinas con efectos
indeseables para plantas y animales. Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos con
diferentes propiedades quimicas, bioldgicas y toxicoldgicas, producidas por hongos
toxigénicos que se desarrollan en productos vegetales. Estas sustancias provocan
intoxicaciones conocidas como micotoxicosis. Elevados niveles de micotoxinas en la dieta
pueden causar efectos adversos agudos y cronicos sobre la salud del hombre y de una gran
variedad de especies animales, pudiendo afectar a distintos 6rganos, aparatos o sistemas;
especialmente al higado, rifion, sistema nervioso, enddcrino o inmunitario (Ruiz y Front,
2007).
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Debido al bajo peso molecular las micotoxinas suelen ser muy termoresistentes y pueden
difundirse grandes distancias en los alimentos por lo que tratamientos térmicos suelen ser
inefectivos y la simple eliminacion del hongo no evita la micotoxina, ya que es crecimiento
superficial pero los productos de su actividad (micotoxinas) pueden difundirse al interior del
producto. (Martinez, 2008).

2.2.14 Caracterizacion e identificacion de hongos

La identificacion de los hongos es posible a dos niveles dependiendo de la exactitud que se
desea. Como primer nivel, los especimenes frescos pueden ser comparados con ilustraciones
que estan disponibles en guias especificas y con claves simples, reconociendo el género de los
hongos. La investigacion a segundo nivel es examinandolos microscopicamente, la medicion
de esporas, test quimicos, otras caracteristicas y consultado con especialistas y trabajos
publicados. La observacion microscopica constituye a la primera etapa del estudio del micelio,
gue permite conocer algunas caracteristicas de los microorganismos, en los hongos se observan
los tubos filamentosos del micelio llamado hifas en células que contienen uno o dos nucleos,las

fibulas o clamps (Carranza, 2006).

Para la identificacion de los hongos se observan las caracteristicas de las cepas tales como
tamafio, color, tipo de micelio y forma de las colonias, ademas se observar al microscopio las
diferentes estructuras tales como hifas, micelio, conidios y conidi6foros. Barnett y Hunter
(1972) muestran las claves dicotomicas para la determinacion taxondémica a nivel de género las

cuales se utilizan para comparar las caracteristicas de crecimiento (Maldonado et al., 2017).
Para la observacion microscépica se realiza la camara himeda.
Céamara hdimeda

Las camaras humedas son un medio rapido y directo para obtener esporulacién y ayudar a
identificar hongos. Un dispositivo para cultivo en cdmara himeda es un sistema que consta de
una placa petri conteniendo un disco de papel filtro y una varilla de vidrio de “U” que soporta
dos laminas porta y cubre objetos. Asépticamente se selecciona una pequefia porcion de medio
de cultivo estéril (Agar), y se coloca sobre la ldmina porta objetos. Realizada la siembra del
hongo en estudio, la preparacion se cubre con la otra lamina y el papel filtro humedece
conservando la asepsia, asegurarse que el papel filtro siempre esté himedo y agregar agua si
fuera necesario. La placa es incubada a temperatura ambiente (20 — 25° C) por 3 a 5dias.
Pasado este periodo, debe haber suficiente crecimiento del hongo para describir las

caracteristicas del hongo; observar al microscopio primero con el objetivo de menor aumento
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y, si fuera necesario, con el mayor para ver detalles. Dibujar y describir las estructuras

visualizadas en el ocular: micelio, conidi6foros, conidios, etc. (Gilchrist et al., 2005).

2.2.15 El tallarin de casa

Las pastas (pastas alimenticias) constituyen los productos, derivados de los cereales, mas
simples utilizados en la dieta humana. Las pastas alimenticias incluyen productos tales como
espaguetis, macarrones fideos y tallarines. Son obtenidas por desecacién de una masa no
fermentada, elaborada con sémolas, de trigo duro, trigo semiduro, trigo blando o sus mezclas y
agua potable (Madrid, 2001).

El tallarin de casa es una pasta seca hecha de harina fortificada de trigo, huevos de granja, una
pizca de sal yodada y agua, basada en la receta tradicional aprendida de los migrantes italianos
que llegaron a Apurimac en el siglo XX. El color de la masa es determinado por la yema del
huevo, que es rico en carotenoides y, hoy en dia, es elaborado por la poblacion urbana de
Abancay, considerandolo como uno de los principales platos tipicos de la regién (Huaman,
2012).

2.2.16 Informacion Nutricional del tallarin de casa
Producto con un alto valor nutricional de facil asimilacion, dirigido a personas de intensa

actividad y nifios gracias a su buena palatabilidad.

Tabla 5

Composicion de tallarin en 100g

Componentes Tallarin (100g)
Carbohidratos 705¢g
Proteinas 159
Agua 119
Grasa 25¢
Fibray ceniza 1lg
Energia 374 kcal
Fuente: Huamén, 2012. Tallarin casero abanquino DONA MICA.
INDECOPI.

2.2.17 Productores de tallarines que trabajan con la DIREPRO y la Cdmara de Comercio de
Apurimac

En la tabla 6 podemos observar las microempresas productoras de tallarines de casa de la

provincia de Abancay la cuales trabajan junto a la DIREPRO y la camara de comercio de
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Apurimac, quienes les dan soporte en cuanto a las mejoras de produccion y promueven la venta

de los tallarines de casa.

Tabla 6
Productores de tallarines en la provincia de Abancay asociados a la DIREPRO y la Camara

de Comercio de Apurimac

Distrito/Localidad

Producto

Organizacién

Abancay Tallarines de casa  Asoc. Tallarines de casa Santo Domingo
Abancay Tallarines de casa  Tallarines de casa el laurel
Abancay Tallarines de casa  Asociacion de productores dofia Vissi
Tamburco Tallarines de casa  Tallarines de casa Misky
Villa Ampay Tallarines de casa  Tallarin de casa Rafu
Abancay Tallarines de casa  Tallarin de casa San Miguel
Abancay Tallarines de casa  Tallarines de casa Leomi
Abancay Tallarines de casa  Agroindustrias Bella Abanquina SAC *
Abancay Tallarines de casa  Asoc. De productores agropecuarios "Amancaes”
Abancay Tallarines de casa  Asoc. Marca colectiva "Dofia Mica"
Tamburco Tallarines de casa  Tallarines Delizzia
Abancay Tallarines de casa  Tallarines Abanquina
Abancay Tallarines de casa  Carlita
Abancay Tallarines de casa  Eli’s
Abancay Tallarines de casa  Asoc. De productores agroi. San Miguel
Abancay Tallarines de casa  Tallarines de casa "La Abanquina"
Abancay Tallarines de casa  Tallarines de casa buen gusto prod. Chipani
E.LR.L
Abancay Tallarines de casa  Asoc. De productores agro. Delizzia Abanquina
Abancay Tallarines de casa  Asoc. De productores agrop. Amancaes

Fuente: DIREPRO y Camara de Comercio de Apurimac 2018.

*El sefior Quispe en calidad de gerente general de la microempresa tallarinera “Agroindustrias Bella
Abanquina SAC” menciona que dicha entidad tiene una produccion semi industrial con
aproximadamente 15 toneladas de tallarines de casa por mes, esto varia de acuerdo a la demanda y
tiene como mercado las quintas restaurant en un 50% mientras la otra parte es distribuida a otras
provincias y distritos de la region de Apurimac. (Quispe S. F., comunicacién personal, 13 de enero de
2019).

En la tabla 6 observamos las microempresas productoras de tallarines de casa de la provincia

de Abancay que trabaja con la DIREPRO y la Camara de Comercio de Apurimac, quienes les
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dan soporte a estas empresas tallarineras en cuanto formas de produccion y venta de su
producto, quienes a la vez mencionan que la empresa de mayor capacidad de produccion es la
tallarinera “Agroindustrias Bella Abanquina SAC” mientras las demas empresas tienen una

produccion de 2000 a 3000 kilos mensuales.

El Tec. Berrocal en calidad de Coordinador de Programas Sociales Transferido “CAUSAY”,
menciona que “la Municipalidad Provincial de Abancay realiza la licitacion de tallarines de
casa dos veces al afio, el volumen a comprar varia al pasar los afios, siendo asi que en el 2016
se comprd 23 000 kg, en el 2017 fueron 13 000 kg vy el afio 2018 cierra con 14 300 kg de
tallarines de casa. Siendo nuestro proveedor la empresa Agroindustrias Bella Abanquina
SAC, quien en estos tres afios ha sido ganador de la licitacion por contar con la
documentacion requerida y cumplir con las expectativas en la visita in situ de la planta”

(Berrocal C. R., comunicacion personal, 09 de diciembre de 2018).
2.3 Marco conceptual

= Aceite: cualquiera de los diferentes liquidos viscosos, generalmente no misibles con agua. Los
aceites naturales de plantas y animales son mezclas volatiles de terpenos y de estrés simples (que

corresponden a los aceites esenciales) o son glicéridos de acidos grasos.

= Aceite esencial: Aceite natural con olor caracteristico, secretado por ciertas plantas aromaticas. Los
terpenos son compuestos fundamentales. Son obtenidos por destilacion, extracciones grasas neutras

frias o solventes (alcohol), o presion y utilizados en los perfumes, condimentos, y medicinas.

= Aleuriospora: Espora (conidio) producida por un corto pediculo al final de un filamento no
diferenciado; dt. aleurioconidio.: Aleurias o aleuriosporas, son esporas que se forman en las hifas.

Se presentan mas comunmente en los dermatofitos.

= Analisis organoléptico: Una muestra (principalmente de alimento o bebida) basada exclusivamente
en la valoracion de los sentidos (vista, gusto, olfato, etc.). En la practica, un analisis
organoléptico es una prueba de degustacion o cata para determinar la calidad del producto. El
andlisis organoléptico es una prueba siempre subjetiva que involucra directamente al gusto y olfato,

pero gque también esta relacionada con el sentido de la vista y del tacto

= Antiflingico: Toda sustancia que tiene la capacidad de evitar el crecimiento de algunos tipos

de hongos o incluso de provocar su muerte.

. Apice: Punta o extremo de una cosa; especialmente, de la lengua.
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Biosintesis: Conjunto de reacciones quimicas que permiten a un ser vivo elaborar sustancias

organicas complejas, como las proteinas, grasas, etc., a partir de otras mas sencillas.

Blastoconidia: Cumulos esféricos e intervalicos sobre las hifas. Es una estructura de reproduccion
asexual que se origina por gemacion en los hongos blastomicetales, también Ilamados levaduras no
espordgenas, que no presentan formas sexuales ni balistosporas. Se crean gemaciones de manera
repetida, formando cadenas y separados por septos. Suelen producirse en gran cantidad durante los
periodos faborables para el crecimiento del hongo y sirven para dispersarlo y aumentar su poblacion

en corto periodo de tiempo.

Caracterizacion: determina los atributos peculiares de alguien o de algo, de modo que claramente

se distinga de los demas.

Clamidosporas: Esporas que se forman del engrosamiento de las hifas. No se consideran formas de
reproduccion, sino de resistencia, porque generalmente nacen en condiciones adversas. Pueden ser

terminales o intercalares como Mucor sp

Clavidiforme: En forma de clava 0 mazo, donde el grueso va en aumento desde la punta hasta el

extremo opuesto.

Concentracion: Cantidad de sustancia disuelta por unidad de solvente en una disolucion. La
concentracion se mide de varias formas. La cantidad de sustancia disuelta por unidad de volumen

(su simbolo es c).

Conidio: Es una espora asexual inmovil formada directamente a partir de una hifa o célula
conididégena o esporogena. Aparecen en los hongos: Zigomicetos, Ascomicetos y algunos

Basidiomicetos.

Conidi6foro: Es una estructura microscopica especializada en la produccién asexual de miles

de esporas llamadas conidios.

Diterpenos: Los diterpenos son otra gran familia de terpenoides que, segln las circunstancias,
pueden aparecer en los aceites esenciales junto con los monoterpenos (C-10) y sesquiterpenos (C-
15). Se trata de compuestos con 20 atomos de carbono (cuatro unidades de isopreno, C20), por lo

que su peso molecular es superior al de monoterpenos y sesquiterpenos, y su volatilidad menor.

Espora: Célula reproductiva asexual o célula en reposo capaz de desarrollar un organismo nuevo

sin fusionarse con otra célula.
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Fision binaria: Es una manera de reproduccion asexual en la cual el ADN se duplica, se divide el

citoplasma y se da lugar a dos células hijas

Gemacidn: también llamado fision binaria, se generan una yema o conjuntos de yemas en las zonas
externas de la membrana plasmatica. Se forma un abultamiento, el ndcleo de la célula madre se
divide, los nucleos hijos pasan a la membrana plasmética y forma estos abultamientos; las yemas
pueden producir otras yemas en su superficie antes de separarse de su célula madre.

Hialino: Transparente, traslicido.

Inhibicion: Suspension transitoria de una funcién o actividad de un organismo mediante la accién

de un estimulo adecuado.

Intoxicacién: Es la entrada de un toxico en el cuerpo en cantidad suficiente como para producir un

dafo.

Micotoxinas: Las micotoxinas son compuestos quimicos de naturaleza organica, de bajo peso
molecular y gran estabilidad en relacién a condiciones de pH y temperatura. Actualmente se
conocen unas 500 distintas. Son producidas por cepas toxigénicas de hongos que contaminan las

materias primas durante el cultivo y/o almacenamiento.

Monoterpenos: Se caracterizan por presentar 10 atomos de carbono y por lo tanto dos unidades de
isopreno. Presentan gran variabilidad de hidrocarburos, alcoholes, aldehidos y otros compuestos
oxigenados que, en conjunto, engloban gran cantidad de isomeros no sélo funcionales sino también
de posicidn y geométricos. Estan considerados como una de las mas grandes familias de productos

naturales

Morfologia: La morfologia se ocupa del estudio de las formas y estructuras que constituyen a los
seres vivos en general, como células, bacterias, virus, vegetales, hongos o animales. Su abordaje
puede tener un interés especificamente descriptivo, en atencion a la funcionalidad y caracteristicas
de determinada estructura o sistema, o comparativo, en el contraste entre diferentes especies, o,

incluso, de una misma especie a lo largo del tiempo.

NCCLS: Es una organizacion en la que estan representados y participan el gobierno, la industria
médica y las profesiones médicas. ocupa una posicion singular que le permite responder a las
necesidades y abordar los problemas de la comunidad de salud mediante: la elaboracion, evaluacion
y diseminacion de normas y pautas mundiales con consenso voluntario, del aporte de un foro para la

comunicacién y educacion de sus miembros y de los usuarios de los servicios de salud, y el fomento
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de una coordinacion mundial a través de la cooperacion e interaccion con las organizaciones

nacionales e internacionales.
= Proliferacion: Se refiere a multiplicarse con abundancia o a reproducirse en formas similares.

= Pseudohifas: Es un estado intermedio entre una fase unicelular y otra miceliar. Este es un estado
propio de las levaduras y se forma a partir de gemaciones. Las yemas no se desprenden de la célula
madre, y posteriormente se alargan hasta dar origen a una estructura similar a la hifa verdadera. Su
aparicion ocurre principalmente cuando hay estrés ambiental por falta de nutrientes o por cualquier

otra causa.
= Septadas: Las células estan separadas entre si por tabiques incompletos denominados septos.

= Sesquiterpenos: Se caracterizan por poseer 15 atomos de carbono y por tanto tres unidades de
isopreno. Aunque por regla general la mayoria de ellos presentan una union regular “cabeza-cola”,

existen algunos que son el resultado de transposiciones en esta estructura.

= Termoresistente: Que resiste altas temperaturas sin alterar sus propiedades.
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DISENO METODOLOGICO

3.1 Definicion y operacionalizacion de variables

A continuacion, se presentan las variables independientes, dependientes, los indicadores y los indices que se utiliz6 en la investigacion.

Tabla 7

Operacionalizacion de variables: Independientes, Dependientes, Indicadores e indices

VARIABLES DEFINICION INDICADORES INDICES
Independiente
= Concentracion  de  aceite El aceite esencial de laurel, sera colocado en las C1=concentracion 1 = i/l

esencial de laurel.

= Tipos de hongos aislados.

= Tiempo de evaluacion.

Dependiente
Efecto inhibitorio  sobre

hongos predominantes en el

tallarin de casa.

placas en discos de inhibicion a diferentes

concentraciones.

Tres cepas de hongos

Periodos de tres tiempos diferentes.

Capacidad para evitar la reproduccion o reproducir
la muerte del hongo en placas Petri mediante
didmetros de inhibicion.

C, =concentracion 2

Cs=concentracion 3

H1 =hongo 1 = morfologia macroscépica
H2 =hongo 2 = morfologia microscépica
H3 =hongo 3

t1 = 48 horas = horas

to = 72 horas

t3 = 96 horas

Diametros de inhibicién. =mm
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3.2 Hipotesis de la investigacion

3.2.1 Hipotesis general
= La caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial de laurel (Laurus nobilis) permite
evaluar la actividad antifangica sobre los hongos aislados de tallarin de casa.
3.2.2 Hipotesis especificas
= La espectrometria infra roja (FT-IR) caracteriza el aceite esencial de laurel

fisicoguimicamente.

= Se puede aislar en medio selectivo a los hongos contaminantes del tallarin de casa y

describirlos morfol6gicamente.

= Las concentraciones evaluadas del aceite esencial de laurel son efectivas como agente de
inhibicion del crecimiento de los hongos aislados de tallarin de casa.

3.3 Tipo y disefio de la investigacion

De acuerdo a su propdsito o finalidades perseguidas es una investigacién aplicada, porque depende de

los descubrimientos y avances existentes.

El tipo de disefio de investigacidn es experimental de uso general, porque involucra la manipulacién

intencional de una accidn para analizar sus posibles efectos.

El andlisis estadistico se realizd en un disefio factorial de 3% que consiste en 27 tratamientos o puntos
experimentales, cada tratamiento se realiz6 por duplicado (2 placas y en cada placa dos discos de
agar) con un total de 108 observaciones, cuyos resultados fueron evaluados estadisticamente a fin de

determinar las diferencias significativas entre ellos.
Modelo estadistico
El disefio factorial a*b*c se describe mediante el comportamiento de la respuesta Y.
Yijie =+ a;+ B +vi+ B +alap)j + (ay)i + BY)jk + (@BY)ijk + €iji

i=1,2,...,a(Nivel de factor A)
j=1,2,...,b (Nivel de factor B)
k=1,2,...,c (Nivel de factor C)
1=1,2,...,7r (Bloque)
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Donde:

Yijk = observacion individual.

u = media general.

a;= efecto del i-esimo nivel del factor A.

p;= efecto del j-esimo nivel del factor B.

y = efecto del k-esimo nivel del factor C.

B, = efecto del [-esimo bloque.

a(ap);;= efecto de la interaccion del i-esimo nivel del factor A y del j-esimo nivel del factor B.

(ay)ix= efecto de la interaccion del i-esimo nivel del factor Ay del k-esimo nivel del factor C.

(BY) . = efecto de la interaccion del j-esimo nivel del factor B y del k-esimo nivel del factor C.

(aBy)iji= efecto de la interaccion del i-esimo nivel del factor A 'y del j-esimo nivel del factor By
del k-esimo nivel del factor C.

&= efecto aleatorio o error en la obtencion de Yy,
Los niveles seran:
a;= Concentracion (3 niveles; i=1, 2, 3)

A= 0.03ul/ul
A,=0.06p1/pl
Az=0.1pl/ul

B;=Hongo (3 niveles; j=1, 2, 3)

B;=Hongo 1
B,=Hongo 2
B3;=Hongo 3

Yi= Tiempo (3 niveles; k=1, 2, 3)

C; =48 horas
C, =72 horas
C3; =96 horas
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Tabla 8

Esquema del disefio experimental de la investigacion

Caracterizacion del aceite Aislamiento y Determinacion de la actividad antifingica
esencial de laurel preparacion de cepas
DISENO
Blanco -
7
—
48h
— 22—
C. J_7n S
7
96h >
48h
c Ew—
H - ? o 7h S
T
- 96h S
48h
c —a—
3 N 72h N
rd 7
96h >
c ‘ 48h S
! S 72h S
rd 7
96h >
Aceite esencial de laurel JL
H. Cz 72h Cn
>k > > > —=>
96h >
‘ 48h S
Cs S| 72h S
rd 7
96h >
c —a8h 5
! S) 2h
7 | r
96h >
H C ; 48h >
: S 2 S 2h S
U 7 7
96h >
c ) 48h 3
3 S 72h S
7 7
96h >
—
PARAMETROS
= T°=ambiente = Hi=cepa de hongo 1 = Ci= concentracion 1 (0.03 pl/ul).

= Hz=cepa de hongo 2 = Cz= concentracién 2 (0.06 pl/pl).
= Hs=cepa de hongo 3 = Cs=concentracién 3 (0.1 pl/pl).

= T°=30°C = Cn= concentracion con mayor inhibicion.
= t=72 horas = T°=30°C

CONTROL

= HR Identificacion = Di&metros de inhibicion (mm).

= Indice de refraccion morfoldgica de las cepas = Tiempo: 48, 72 y 96 horas.

= Densidad aisladas.

= Color = Color

= Olor = Forma
= Aspecto
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3.4 Poblacion y muestra

La poblacion estd definida por las cepas presentes en 1 kilo de tallarin de casa los cuales fueron
obtenidos del mercado las Américas.

Para este trabajo de investigacion la determinacion de la muestra fue no probabilistico, en el cual la
muestra se selecciond dependiendo cuales fueron los méas representativos de la poblacion de hongos
aislados del tallarin de casa. Ademas, el tamafio de muestra fue de 10g de tallarin de casa los cuales
fueron inoculados y se tomé una dilucion de 10 de cada cepa pura aislada para cumplir con las

unidades experimentales propuestas.
3.5 Procedimiento de la investigacion

3.5.1 Etapa I: Obtencidn de aceite esencial de Laurus nobilis

La obtencion del aceite esencial Laurus nobilis se realizd mediante la destilacion con agua

también llamado hidrodestilacién.

HOJAS DE LAUREL

\’

Recepcion

v

Agua clorada a . Agua del
200 ppm —> Lavadoy c\ifsmfectado _—_ lavado
Serech T°= ambiente

\ll t = 8 dias

Trozado y pesado
‘]/ T°= ebullicién

Hidrodestilacién t = 2 horas

Decantacion —> Agua
ACEITE ESENCIAL DE LAUREL
Envasado y almacenado Te= refrigeracion

Figura 5. Diagrama de flujo de la hidrodestilacion del aceite esencial de Laurus nobilis.
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Las hojas frescas de laurel (Laurus nobilis L.) provenientes del distrito de Curahuasi, provincia

de Abancay departamento de Apurimac, se tomaron de las ramas situadas en la base de la copa

del arbol del laurel, antes de la floracion.

a)

b)

d)

Recepcidn y pesado.

Las hojas de laurel fueron transportadas en bolsas tejidas en rafia de polipropileno al
laboratorio de Biotecnologia Agroindustrial de la Escuela Académico Profesional
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac, para

su posterior secado.
Lavado y desinfectado.

El lavado y desinfectado se realizd con la finalidad de remover las materias extrafias
adheridas a las hojas de laurel para asegurar un éptimo rendimiento del proceso y la calidad
del aceite esencial de laurel, para lo que se utilizé hipoclorito de sodio a una concentracién

de 200 ppm durante 5 minutos y enjuagando con agua destilada.
Secado.

El secado de las hojas de laurel se realiz6 a temperatura ambiente durante ocho dias en un
ambiente aislado y lejos del sol, con el fin de evitar: pérdidas en sus componentes volatiles,
crecimiento de moho y putrefaccion de las hojas realizando rotaciones a diario para un

secado uniforme.
Trozado y pesado.

El trozado de las hojas de laurel se realiz6 cortando las hojas de laurel en trozos de 1.5 por 2
cm de ancho y largo aproximadamente de manera manual para obtener un mejor
rendimiento del aceite esencial, asimismo facilitar el flujo de la materia por el bal6n
hidrodestilador, seguido de un pesado en una balanza digital, para determinar la cantidad de

materia prima seca-cortada y determinar el rendimiento del aceite esencial de laurel.
Hidrodestilacion.

Las hojas trozadas de laurel se introdujeron en el balén de destilacion junto al agua en una
relacion de 1:5 (150 g de hojas de laurel: 750 ml de agua). A medida que el Balon de
destilacion y la mezcla se calientan hasta llegar a la temperatura de ebullicion por dos horas,

cada componente cambia a la fase gaseosa. Las moléculas gaseosas generadas recorren a
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través del brazo lateral del balon de destilacién hacia un condensador Graham, el cual tiene
la cdmara del condensador llena de agua fria con la finalidad condensar el vapor
conectandolo a una pera decantadora.

Decantacion.

Se realizd con la pera de decantacion (material de vidrio), aprovechando el principio de la
diferencia de densidades existente entre ambos fluidos, el aceite esencial se coloca en la
parte superior del agua de acuerdo a este principio formando dos fases y facilitando la
decantacion, considerando un rango de temperatura de 20 a 30 °C con la finalidad de evitar

pérdidas de aceite esencial por volatilizacion.
Envasado y almacenado

El aceite esencial obtenido se envaso en un recipiente de vidrio color &mbar de 30 ml de
capacidad para evitar la degradacién quimica por accion de la luz, calor y aire. Se almacen6
en una temperatura de refrigeracion para su posterior caracterizacion fisicoquimica y

determinacion antiflngica.

3.5.2 Etapa IlI: Analisis fisicoquimicos del aceite esencial de Laurus nobilis

a)

b)

Determinacién de las caracteristicas sensoriales y el rendimiento

Se determinaron las caracteristicas sensoriales como el color, olor sabor y apariencia del

aceite esencial de laurel mediante la vista, el olfato y el gusto.

El rendimiento de la extraccion del aceite esencial de las hojas de laurel se determing por

medio de las siguientes ecuaciones (Granados et al., 2013 y Ochoa, 2011).

masa final del aceite (g)

* 100

% Rendimiento p/p =

masa inicial de material vegetal (g)
Determinacion de la densidad por el método picnométrico

Para determinar la densidad se procedidé de acuerdo a la Norma Técnica Peruana NTP
319.081 (1994), determinacion de la densidad y la densidad relativa (Anexo 1). Los ensayos
se realizaron en el Laboratorio de Quimica de la Escuela Académico Profesional de
Ingenieria Agroindustrial - UNAMBA.
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c) Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de Laurus nobilis por el

método espectrometria infrarroja (FTIR)

Los compuestos presentes en el aceite esencial de laurel se determinaron mediante
espectrometria infra roja (FTIR). El espectro infrarrojo permite detectar la presencia de
grupos hidroxilo, carbonilo, anillos aromaticos, enlaces dobles C=C, etc. Para determinar el
espectro basta con colocar una gota del aceite esencial.

3.5.3 Etapa I11: Aislamiento de hongos y obtencion del cultivo puro

Para el aislamiento de los hongos se comprd 1 kg de tallarin de casa envasado de una tienda

comercial del mercado las Américas, sin considerar la marca.

TALLARIN DE CASA

|

Recepcion y
acondicionamiento

v
Agua estéril 90 ml =) Dilucién
Ampicilina 500mg = Siembra
Agar PDA -
v o o
Incubacion T°=30°C
t=72 horas
Seleccion
CEPA AISLADA
Siembra en tubos °=30°C
t =7 dias
ﬁ = Color
Evaluacion = Forma
= Aspecto

Figura 6. Diagrama del aislamiento de hongos y obtencién del cultivo puro.
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Recepcién y acondicionamiento:

Se recepciond 1 kilo de tallarines de casa envasado, manteniéndolo cerrado hasta el

momento de hacer el aislamiento de hongos.
Dilucién:

Se realizd la dilucion el cual consiste en introducir 10 gramos de tallarines de casa en un
matraz con 90 mililitros de agua estéril, se procede con la dilucion, en una serie de tubos de
ensayo que cada uno contienen 9 mililitros de agua destilada estéril. Se tomé un mililitro
del matraz usando una pipeta estéril, el cual se colocd en el primer tubo de ensayo, sin
retirar la pipeta del mismo se vierte, este corresponde a la dilucion 10el tubo es agitado y
con una nueva pipeta se retird 1 mililitro de la dilucion de 10* para introducirlo en el
segundo tubo de ensayo el cual fue la dilucion 102, y asi sucesivamente utilizando una

nueva pipeta para cada tubo de ensayo, hasta la sexta dilucién.

Dilucion we—e
1ml 1al 1aml 1al ml

Y
l][] | B

1710 1/100 1/103 110 1105 1/10°
(10°") (103 (103 (107%) (10%) (109

Figura 7. Dilucidn del tallarin de casa.
Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo usado para este estudio, es Agar Papa Dextrosa (PDA) el cual permitio
el crecimiento de los mismos en condiciones controladas y poder mantenerlos en estado

puro.
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Se prepar6 el medio a partir de la base deshidratada de agar, de acuerdo a la siguiente

composicion:

Tabla 9

Composicion de agar papa dextrosa
Componentes Cantidad
Infusion de papa 200,0 g/l
Dextrosa 20,0 g/l
Agar 17,0 g/l
Agua destilada 1L

Se lavaron las papas, pelaron, revanaron y se las hizo hervir hasta que se cosan, se filtraron
a un matraz, donde se le afiadi6 20 gramos de dextrosa y 17 gramos de agar, a donde se
afor6 a 1 litro con agua destilada. Se estirilizé en autoclave durante 15 minutos a 15 libras
de presion y se dejé enfriar hasta la temperatura de 45 - 50°C.

Una vez autoclavado el agar, antes de ser plagueado se coloca la ampicilina al agar PDA la
solucion de ampicilina para evitar el crecimiento de bacterias en las placas y posteriormente

se vertio a las placas Petri esterilizadas.
Preparacion de solucion de ampicilina:

Se autoclavd un envase de 20 ml de capacidad con 10 ml de agua destilada, una vez

autoclavado se le agreg6 500 mg de ampicilina.
Siembra:

Se procedi6 a sembrar por incorporacidn las diluciones en placas petri con agar PDA (Agar

Papa Dextrosa) los cuales fueron preparados con ampicilina previamente.

Se tomo 1 ml de la sexta dilucién incorporéndola a la placa Petri vacia estéril, asimismo se
incorporod el agar PDA sobre el volumen de esporas, tapado la placa se procedio a girar

suavemente las placas en sentido horario y anti horario para homogenizar las esporas.
Incubacién:

Las placas sembradas son envueltas en papel para que la probabilidad de contaminacion de

estas sean las mas bajas y recibir la incubacion a 30°C de temperatura por 72 horas.
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Seleccion:

Pasados las 72 horas se seleccionaron a las cepas mas predominantes que crecieron en las
placas para luego sembrarlas en tubos de ensayo y obtener las cepas aisladas.

Siembra en tubos:

Con la ayuda de un asa de siembra se tomé a la cepa mas predominante con el debido
cuidado para luego colocarlo en un tubo con agar PDA, al que contenia 10 ml de medio de
cultivo (PDA) y estéril en los tubos de ensayo con una inclinacion pico flauta.

Una vez se tuvo los cultivos puros de los hongos se realizé una resiembra a tubos de ensayo

inclinados.
Evaluacion:

Después de la obtencién de las cepas puras de los hongos se identificaron las caracteristicas

morfol6gicas de la siguiente manera:

Se prepard una camara humeda para la identificacién microscépica para lo cual se tuvieron

2 placas:

= Placa 1: Se coloca un disco de papel filtro (Whatman N°1) en el fondo de una placa
Petri, en la parte superior del papel filtro se coloc6 dos soportes de vidrio cortados
aproximadamente a un tamafio de 6 cm de longitud. Sobre los soportes se coloc6 una
lamina portaobjeto. El disco de papel filtro se humedecié con agua destilada estéril,
para mantener la humedad durante todo el periodo de incubacion.

» Placa 2: Se vertié agar en una placa Petri (manto delgado), una vez solidificado se

cortaron en cuadrados de 1 x 1 cm de agar, con ayuda de un bisturi.

= Se coloca sobre la lamina de portaobjetos (placa 1) los cuadros de agar que se cortaron,
sobre este cuadrado se sembré el hongo, a continuacién, se coloca un cubreobjetos y se

procedid a conservar en la cdmara himeda e incubar a 30°C durante 3 dias.

» La observacion se realiz6 en un microscopio con aceite de inmersion, con el objetivo
100x.
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3.5.4 Etapa IV: Evaluacion de la actividad antifangica del aceite esencial de Laurus nobilis

Para determinar la actividad antifingica del aceite esencial de laurel, se aplico la técnica microbioldgica de difusion en agar. Una vez las cepas
de los hongos ya purificados en tubos de ensayo con PDA inclinados en pico flauta, estos fueron usados para la suspension de espora,

asimismo, se prepararon las concentraciones del aceite esencial.

CEPA AISLADA ACEITE ESENCIAL DE
ﬁ LAUREL
Agua estéril  m) Suspensién de esporas ﬂ
y dilucion Preparacion de
u concentraciones
Pl . |
acas cc_)n_ I?DA + = Siembra
Ampicilina - .
u Colocacion de discos
PLACAS CON W
SIEMBRA 4
Incubacion T°=30°C
t =48 horas

|

Determinacion de
diametros inhibicion

Figura 8. Diagrama de flujo de la evaluacion de la actividad antiflingica
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Suspension de esporas y dilucion.

Para la preparacion de la suspension de esporas de los hongos, se tomaron las cepas ya
purificadas. Las esporas se removieron, lavando la superficie del cultivo con 10 ml de
una solucién de agua destilada previamente esterilizada, luego se tom6 1 ml de esta
suspension para sembrar por incorporacion en un matraz, con 10 ml de PDA el cual se
dejo incubar por 72 horas a 30°C, pasado este tiempo se agregd 10 ml de agua destilada
estéril con el cual se enjuagd las esporas de hongos, teniendo esta suspension se
procedio a diluir hasta la concentracion 102 (concentracion optima de 1 x10° UFC/ml en

la que se midieron los diametros de inhibicion).
Siembra.

Una vez solidificado el agar PDA en las placas, se realiz6 la siembra de esporas por

diseminacion.

0.1 ml

Dilucion

——
de esporas @
1-Sembrar la placa gue 2: Diseminar el inoculo 3- Las colonias solo
contieneg medio sobre la superficie de crecen sobre la

solidificado modo uniforme superficie del medio <

Figura 9. Siembra de esporas por diseminacién.
Preparacion de concentraciones.

Las concentraciones (C) fueron preparadas en matraces con vollimenes de 5, 10 y 15 pl
de aceite esencial con agar PDA por disco de agar de 150 pl de solucién (discos de agar

de 5 mm de didmetro).

Concentracion 1: Se coloc 14.5 ml de agar PDA en un matraz de 50 ml de capacidad a
una temperatura de 40 — 50°C, con 0.5 ml de aceite esencial, dando una solucion de 15

ml.

Concentracion 2: Se coloc6 14 ml de agar PDA en un matraz de 50 ml de capacidad a

una temperatura de 40 — 50°C, con 1ml de aceite esencial, dando una solucién de 15ml.
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Concentracion 3: Se coloco 13.5 ml de agar PDA en un matraz de 50ml de capacidad a
una temperatura de 40 — 50°C, con 1.5 ml de aceite esencial, dando una solucion de 15

ml.

Cada solucién se agité hasta homogenizarla y luego verterla en una placa, una vez
solido el agar se procedi6 a fomar discos con la ayuda de un sacabocado para colocarlos
en las placas que ya estan con las siembras de las cepas aisladas.

De esta manera se tuvo:

C1 =0.03 pl/ pl con un volumen de 5 pl por disco de agar.
C2=10.06 pl / ul con un volumen de 10 pl por disco de agar.
C3=0.1 pl/ pul con un volumen de 15 pl por disco de agar.

d) Colocacién de discos de inhibicidn.

Con la ayuda de una pinza se colocan los discos de agar en las placas (dos discos de
agar por placa) sobre la siembra de esporas de manera equidistante. También se
considero emplear como control negativo una placa sembrada sin ningin disco para las

tres cepas de hongos.
Incubacion.

Posteriormente, las placas petri fueron incubadas a la temperatura de 30°C y controlar el
tiempo de 48, 72 y 96 horas.

Determinacion de didmetros de inhibicion.

Para la medida de la zona de inhibicion se tuvo en cuenta la medida de los diametros de

inhibicion con la ayuda de una regla (en mm) y con la siguiente ecuacion:

DI =D| aparente — DD

D.l. = Diametro de inhibicion (mm).
D.D. = Didmetro del disco de agar (mm).

D.1 aparente = Didmetro de inhibicién + Didmetro del disco de agar

@ Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



- 47 de 86-

3.6 Material de investigacion

3.6.1 Instrumentos de investigacion

3.6.1.1 Materia prima

Para la obtencién del aceite esencial de laurel se utiliz6 4 Kg de hojas de laurel
(Laurus nobilis) provenientes del distrito de Curahuasi, ubicado a 2684 msnm, -
13.5425 de latitud y -72.6958 longitud. 13° 32’ 33" Sur, 72° 41’ 45" Oeste, de la
provincia de Abancay, departamento de Apurimac. La cosecha de las hojas de
laurel se realizé en el mes de septiembre, antes de la floracién, estas hojas

fueron secadas en sombra.

Para el aislamiento de los hongos se compr6 1 Kg de tallarin de casa envasado
de una tienda comercial del mercado las Américas - Abancay, sin considerar la

marca.

3.6.1.2 Equipos

Balanza, capacidad 2 Kg

Incubadora, marca Memmert, modelo INE-400.

Espectrometro FT-IR, modelo Nicolet iS 10, marca Thermo Scientific.
Microscopio RELEVAION Il LED

Autoclaven vertical, marca Famarel, modelo FVV3035.

Refrigeradora, marca Mabe, modelo RM390XJPX.

Horno Microondas, marca Samsung, modelo AMEO103M/SAM.

Equipo de destilacion de vidrio: balon de destilacion de 500 ml de capacidad
con juntas de vidrio esmerilado, condensador Graham.

Cocina eléctrica

3.6.1.3 Materiales

Vaso precipitado de 500 ml, 50 ml de capacidad.
Pera decantadora de 150 ml de capacidad.

Frasco color &mbar de 30 ml de capacidad.

Matraz Erlenmeyer de 500 ml y 50 ml de capacidad.
Pipetas de 10 ml, 5 ml, 2 ml, 1 ml de capacidad.
Probeta de 100 ml de capacidad.

Placas Petri

Embudo de vidrio

Picndémetro de 10 ml de capacidad.
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= Micropipeta de 100 pl de apacidad.

= Tubos de ensayo tapa rosca de capacidad de 15 ml.
= Mechero Bunsen

=  Gradilla

= Asade siembra

= Jarras medidoras

= Pinzas

= Algodon

= Alcohol al 96°

3.6.1.4 Medio de cultivo

= Agar papa dextrosa (Agar-agar, Dextrosa — glucosa, Papa)
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CAPITULO IV
RESULTADOS
4.1 Resultados y discusiones

4.1.1 Extraccion del aceite esencial de Laurus nobilis por hidrodestilacion

El proceso de destilacion se realizé en el balon destilador de 2000 ml de capacidad al cual
se le introdujo 150 g de material vegetal con 750 ml de agua en relacion de 1:5.

Tabla 10

Parametros del aceite esencial de laurel extraido por hidrodestilacion.
Paréametros Cantidad
Cantidad de materia vegetal 4000 ¢
Tiempo de destilacion 2 horas
Peso del aceite esencial 17.8732 ¢
Rendimiento del aceite esencial p/p 0.45%

Se realiz6 22 tratamientos de hidrodestilacion con 4 Kg de hojas de laurel las cuales se
secaron hasta optener un 40% de humedad, el tiempo fue de 2 horas, teniendo 15 ml de
aceite esencial Laurus nobilis con un peso de 13.5549 g. Dando un rendimiento 0.45% en
pesos/peso (p/p) de la extraccion Camacho et al., (2011) menciona que el rendimiento de
los aceites esenciales es 0,1 a 1% del peso seco de la planta. Teniendo asi que el
rendimiento en p/p de Laurus nobilis obteniendo por hidrodestilacién es 0.4%, (Andreatta
et al., 2012) mientras De Corato et al., (2010) obtuvo 0.6% de rendimiento de aceite
esencial obtenido con la técnica de didxido de carbono supercritico. El rendimiento en
peso/peso obtenidos en la presente investigacion concuerdan con los resultados reportados
en la literatura cientifica de Camacho et al., (2011) y Andreatta et al., (2012), indicando
que las condiciones en las que las hojas fueron acondicionadas y secadas en un ambiente

gue no altero las propiedades del aceite esencial.

4.1.2 Caracteristicas fisicas del aceite esencial de Laurus nobilis

Las caracteristicas fisicas del aceite esencial de hojas de laurel se determinaron a una

temperatura ambiente, los resultados se muestran a continuacion.
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Tabla 11

Caracteristicas fisicas del aceite esencial de laurel
Propiedades fisicas indice
Densidad 0.8947 g/ml
indice de refraccion 1.472

Como se puede observar en la tabla 11, se tiene que el aceite esencial de laurel es menos
denso que el agua (1.00 g/ml) lo que hace que el aceite se cologue en la parte superior del
agua, esta diferencia de densidades nos permitié la separacion del aceite esencial del agua.
Se calcul6 la densidad en (g/ml) a una temperatura de 20°C (NTP 319.081.1974) y el
indice de refraccion (NTP 319.075.1974). De donde se obtuvo una densidad de 0.8947
g/ml y un indice de refraccion de 1.472 a 20°C, Segun (Albaladejo, 1999) el indice de
refraccion disminuye cuando aumenta la temperatura y es directamente proporcional a la
densidad. Este pardmetro varia con la longitud de onda del rayo de luz refractada y la
temperatura. Las caracteristicas fisicas del aceite esencial de laurel son parametros de
calidad aromatica que permiten tomar decisiones en futuros proyectos de rentabilidad
comercial. Frente a los resultados obtenidos de la densidad y el indice de refraccion, estos

nos indican que el aceite obtenido tiene posibilidades de ser comercializado.

Las caracteristicas sensoriales que presenta el aceite esencial de laurel obtenido mediante la

técnica de hidrodestilacion se muestran en la tabla 12.

Tabla 12
Caracteristicas sensoriales del aceite esencial de laurel
Caracteristicas sensoriales indice
Olor Caracteristico fuerte
Color Transparente
Aspecto Liquido limpio y fluido
Sabor Amargo astringente

El aceite esencial de las hojas de laurel proveniente del distrito de Curahuasi, provincia de
Abancay tiene como caracteristicas sensoriales: olor caracteristico fuerte, color
transparente, sabor amargo astringente y un aspecto liquido limpio y fluido. Valbuena
(2018) lo caracteriza organolépticamente con un Olor: fresco fuerte y dulce aromatico,
Color: amarillo claro, Apariencia: liquida, asimismo Furtado et al., (2014) y Andreatta et
al., (2012) mencionan que posee un color: amarillo palido, aunque también varian en un
rango de incoloro a amarillo claro y un olor caracteristico. Las caracteristicas sensoriales
obtenidas en esta investigacion son similares a las mencionadas, debido a que estos datos

podrian variar de acuerdo a la época de cosecha y/o lugar de procedencia.
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4.1.3 Caracterizacion quimica por espectrometria infrarroja (FT-IR) del aceite esencial de
laurel
En la figura 10 se muestra la curva de los componentes que presenta el aceite esencial de
laurel. En la que la absorbancia esta en funcién al nimero de ondas (cm™). Este equipo
tiene la capacidad de cualifica a los componentes del aceite esencial de laurel mas no los

cuantifica.
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Figura 10. Curva del espectro infrarrojo (FT-IR) del aceite esencial de laurel.

La curva muestra la lectura de los compuestos volatiles presentes en el aceite esencial de

Laurus nobilis mediante el Estrometro Infrarrojo (FTIR).

En la tabla 13 se observa los componentes quimicos encontrados en el aceite esencial de

laurel mediante espectrometria infrarroja (FT-IR).
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Tabla 13
Componentes quimicos del aceite esencial de laurel

Compuesto
1.  Trans-Nerolidol
2. Coniferol
3. DI-limoneno
4.  cannabidiol
5.  (S)- (-)-Limoneno
6. Rotenona
7. Pinanediol
8.  Plumbagin
9.  (1R)- (-)-mirtenol
10. Naftalato de Sodio
11. Cannabigerol
12.  2-metilhexanona
13.  4- nitrchalcona
14. Xilenos, isomeros més etilbenceno
15. Eter Etilico De Benzoina
16. Trans,Trans-dibencilidenacetona
17. 2-acetilfenotiazina
18. Beta- naftoflavona
19. 3-hidroxiflavona
20. Levorfanol

Mediante el espectrometro infrarrojo se determind 20 componentes organicos del aceite
esencial de laurel. Teniendo como componentes principales: Nerolidol, Conifero,
Plumbagin, DI-limoneno y Rotenona. Estos estan muy influenciados por muchos factores,
incluido el genotipo de las especies de plantas, estacionalidad, condiciones geogréaficas y
climéaticas (Mello et al., 2014).

Los aceites esenciales se pueden caracterizar por dos o tres compuestos principales, que se
encuentran en mayores concentraciones (20-70%) que otros compuestos presentes. Se sabe
que los aceites esenciales tienen diferentes efectos bioldgicos y que las actividades
antifungicas se producen principalmente debido a la presencia de monoterpenos y
sesquiterpenos (Rangel et al., 2017). Asi tenemos que los componentes que presentan

caracteristicas antifungicas:

Nerolidol (C1sH260): También conocido como Peruviol, es un alcohol sesquiterpénico con
multiples facetas farmacoldgicas y actividades bioldgicas, su aroma es lefioso, se usa
agente aromatizante y en perfumeria. (Keong, 2016). Se tiene que es uno de los
componentes principales de la Yerba Mate (llex paraguariensis) y se ha demostrado que
este compuestos es activos contra un amplio espectro de bacterias grampositivas y
gramnegativas, también se ha probado su efectividad junto al Eugenol (este caso esta como

Alcohol Coniferilrco el cual es un intermedio en la biosintesis de Eugenol (Steep, 2018))
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en cinco hongos, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Pityrosporum ovale,
Penicillium chrysogenum y Trichophyton mentagrophytes demostrando ser un potente
antifungico (Kubo et al., 1993). Y el Plumbagin componente principal de las raices de P.
scandens el cual tiene actividad antibacteriana in vitro, que inhibe el crecimiento de

Candida albicans y Staphylococcus aureus (Ribeiro de Paiva et al., 2003).

Ademés de tener la Rotenona, la cual es un componente principal del género Derris,
Lonchacarpus y Tephrosae. Es un insecticida que actla por la via estomacal inhibiendo la
respiracién celular, siendo muy eficaz contra acaros e insectos (Ross y Smith, 2008) y D-
limoneno un potenciador inmune, antidepresivo, antimutagénico, también es utilizado
como insecticida para repeler o matar hormigas, pulgones, cochinillas, moscas, acaros,
cucarachas, avispas, rosales, plantas ornamentales ya que no es toxico para los seres
humanos y animales domésticos (Steep, 2018). No hay estudios que reporten la
citotoxicidad del aceite esencial de L. nobilis en humanos. Sin embargo, la Administracién
de Alimentos y Medicamentos (FDA) aprobd su consumo y uso para humanos, incluyendo
al aceite esencial de L. nobilis (de hojas de laurel) en la lista de sustancias generalmente
consideradas seguras (GRAS), lo que significa que es seguro para el consumo debido a una
toxicidad insignificante. Sin embargo, no se ha proporcionado mas informacion sobre las

concentraciones toxicas (Rangel et al., 2017).

4.1.4 Aislamiento y descripcion de hongos

4.1.3.1 Aislamiento y obtencion del cultivo puro

El aislamiento de hongos a partir del tallarin de casa se logr6 de acuerdo al

diagrama de aislamiento de hongos y obtencion del cultivo puro (figura 11).
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Hongo 1 Hongo 2 Hongo 3
Figura 11. Seleccién de hongos (2018).

Una vez sembrado la dilucion 10 en las placas Petri, a las 72 horas de incubacion
se observd que el crecimiento de los hongos era optimo para diferenciar las
colonias de entre si, se extrajeron tres hongos de dicha placa los cuales fueron

purificados para la evaluacion antifangica.
4.1.3.2 Descripcion macroscépica de colonias de los hongos

Purificados los hongos, se realizd la identificacion morfolégica de los hongos
mediante la cAmara humeda, la cual se incubo 72 horas a 37°C para tener un buen
desarrollo de los hongos, las caracteristicas morfologicas de los hongos se

muestran en el siguiente cuadro.
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Tabla 14

Caracteristicas morfologicas de los hongos aislados del tallarin de casa
Hongos Forma  Elevacion Margen Color Aspecto
Hongo1l Circular  Convexa Entero Blanco Cremoso
Hongo 2  Circular  Pulvinado Ondulado Blanco Algodonoso
Hongo 3  Circular  Umbonado Ondulado Blanco  Algodonoso y cremoso

Se observé que las tres colonias de hongos que fueron aislados del tallarin de casa
presentan una forma circular y un color blanco. El hongo 1 presenta una elevacion
convexa con un margen entero y un aspecto cremoso, la camara humeda nos
muestra que se trata de una levadura (anexo 2). El hongo 2 tiene una elevacion
pulvinada, margen ondulado y un aspecto algodonoso, mientras que el hongo 3
tienen una elevacion umbonado con un margen ondulado y un aspecto algodonoso

en el borde y cremoso en el medio.
4.1.3.3 Descripcion microscopica de colonias de los hongos
Para la descripcion microscopica se realizd la cdmara himeda para cada hongo.

= Descripcién microscépica del hongo 1

’v‘»‘!" - ,'1'. ,‘ 3 2 L) )::"’:I".- ~ ‘.\'\\1:\. "
Figura 12. Fotografia microscdpica de la cAmara himeda del hongo 1.

En la figura 12 se observan células ovoides y esféricas, de las cuales algunas se
encuentran en gemacion (Anexo 2). Por lo que podemos afirmar que se tratan de
levaduras del género Saccharomyces sp, las cuales son las mas comunes en los
alimentos como panes, frutas suelo, etc., (Dendy y Dobraszczyk, 2004) quien
menciona que las levaduras son seres unicelulares y con formas variables
(esféricas, ovaladas y cilindricas) con una reproduccion por gemacion cuando a la

levadura le sale una protuberancia con formacién de un nuevo ndcleo y
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compartiendo el citoplasma durante un periodo de tiempo. Después se forma una
doble pared de separacion (Vadillo, S. y Mateos, E., 2002).

= Descripcion microscopica del hongo 2

Figura 12. Fotografia microscépica de la camara himeda del

hongo 2.

En la izquierda de la figura 13 se observa que el hongo 2 el cual posee un micelio
septado, hialino, con macroconidio y microconidios en los conidiéforos
(conididsporas sobre las hifas) formandose en los extremos de las hifas madres
(Anexo 2). Estas caracteristicas se asemejan a la descripcion de Barnett y Hunter,
(1998) quienes menciona que Trichophyton sp. Microscopicamente presenta
microconidia hialina, pequefa, en los lados de las hifas por lo comun son esféricos,
piriformes (en forma de lagrima) o en forma de clava; maroconidios hialinas,
claviformes con &pice redondeado que nacen de manera individual en los extremos
de las hifas o en conidioforos cortos; Causando dermatomicosis en el hombre.
Concordando con Forbes, et al., (2009). Quien, ademas, realizo la descripcion
sobre las especies mas comunes de Trichophyton caracterizandolo como un hongo
de crecimiento lento que produce colonias aplanadas o sobre elevadas, por lo
general color blanco a rojizo, con una superficie algodonosa o aterciopelada. El
color rojo cereza caracteristico se observa mejor en el reverso de la colonia: sin
embargo, este se produce recién después de 3 a 4 semanas de incubacion. Es
posible que algunas cepas carezcan de la pigmentacion rojo oscura en el
aislamiento primario. Las colonias pueden ser de dos tipos, algodonosas o
granulares. Los microconidios presentan forma de lagrima nacen con mas
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frecuencia a los lados de las hifas; por lo general no hay macroconidias pero
cuando estan presentes son lisos, de paredes delgadas y con forma de lapiz (Forbes,
et al., 2009). Esta descripcion del Trichophyton sp. Concuerda con las
caracteristicas del hongo 2, por lo que podemos suponer que el hongo 2 es del
género de Trichophyton sp.

= Descripcion microscdpica del hongo 3

Figura 13. Fotografia microscopica de la camara himeda del

hongo 3.

En la izquierda de la figura 14 se observa que del hongo 3, el pseudomicelio es
muy ramificado, hialino, blastosporos cilindricos cortos con microconidios sobre
las hifas madres (Anexo 2). Vadillo, S. y Mateos, E., (2002) menciona que
Candida sp. Forma colonias de color crema, normalmente lisas, en algunas cepas
se forma micelio en el borde de la colonia. Forbes, et al., (2009) cita a este género
de levadura como una de las mas comunes en alimentos y bebidas. Por lo que

nuestro hongo 3 es del género Candida sp.

Estos tres hongos aislados del tallarin de casa, tienen la como habitat aquellos
ambientes que les permitan cumplir con su ciclo de vida. En este caso los hongos
pudieron llegar a habitar en los tallarines de casa, debido al mal uso de las buenas
practicas de manufactura (BPM) durante el proceso de manipulacion, elaboracion,
envasado, almacenamiento, transporte o distribuciéon. De la evaluacion de la
camara humeda tenemos que uno de estos hongos es levaduras el cual se encuentra

con frecuencia en las hojas y las flores, aunque en nimero muy pequefio, siendo los
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insectos un importante vector de diseminacion de las mismas. Estan sobre la
epidermis de frutas y pueden penetrar a los tejidos subyacentes como resultado de
un dafio mecénico (Carrillo y Audisio, 2007). Asimismo, se obtuvo que el hongo 2
y 3, también el suelo es un importante reservorio para estas tres especies de
hongos, desde el cual pudieron llegar a los tallarines de casa, pero también suelen
hallarse en el agua (lagos y rios). Su presencia depende de la temperatura, el pH, la
humedad y la disponibilidad de azucares simples. La “Norma Sanitaria que
establece los Criterios Microbiolégicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los
Alimentos y Bebidas de Consumo Humano” menciona que los mohos con un plan
de muestreo de 3 clases con un nivel de microorganismos (m) es de 102 siendo
aceptable y obtenible con buenas practicas de manufactura puede tener un valor
cero, mientras el nivel de contaminacion riesgoso (M) es 10° lo que indica que
existe malas practicas higiénicas (R.M. N° 591-2008-MINSA, 2008).

4.1.3.4 Actividad antifingica del aceite esencial de Laurus nobilis

La prueba se realiz6 por duplicado, con un blanco como testigo. La actividad
antifangica del aceite esencial de Laurus nobilis se determiné para el caso de las
tres cepas de hongos aislados del tallarin de casa. Para lo cual se tiene a
continuacion la tabla 15 donde se puede observar los promedios de los diametros
de inhibicion.
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Tabla 15
Promedio de los diametros de inhibicion obtenidos de cada tratamiento
Factores Promedio de los
Hongos Concentracion Tiempo diametros (mm)
48 h 11.9
C1 72 h 10
96 h 8.5
48 h 18.2
Hongo 1 Cc2 72h 14.3
96 h 11.2
48 h 21.4
C3 72 h 15.8
96 h 13.3
48 h 26.6
C1 72h 12.7
96 h 10.1
48 h 29.7
Hongo 2 c2 72 h 14
96 h 10.3
48 h 38.4
C3 72h 16.7
96 h 134
48 h 13.3
C1 72h 10.8
96 h 8.9
48 h 16.5
Hongo 3 C2 72 h 14.4
96 h 12.4
48 h 51.8
C3 72 h 23.3
96 h 16.3

Nota: Concentraciones de C1=0.03ul/ul; C2=0.06 pl /ul y C3=0.1ul/pl.

De la tabla 15 se tiene que el didmetro promedio de inhibicion més alto es de 51.8
mm, presentado por el hongo 3 a una concentracion de 0.1ul/ul (C3) a un tiempo
de 48 horas, mientras que el hongo 1 presento un diametro promedio de inhibicién
es de 8.5 mm, esto nos indica que el hongo 3 es suceptiblel a la efectividad

antiflngica del aceite esencial de laurel, mientras el hongo 1 es resistente.

Los datos obtenidos se procesaron con el paquete estadistico StatGraphics, donde

se evalla un analisis de varianza (ANVA), con un nivel de significancia de o=0.05;
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y para escoger el mejor tratamiento con el aceite esencial de laurel y obtener el
Rankin en efectividad de inhibicion de los hongos predominantes en el tallarin de
casa se realizd la prueba Tukey (figura 15)

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 14. Intervalos de diametro vs. Concentracion. Intervalos de confianza

simultaneo de 95% de tukey.

En la figura 15. Se tienen los intervalos de los didmetros de inhibicion con los
limites maximos y minimos segun la concentracion a las que fueron evaluados.
Podemos observar que a la concentracion 1 la media es la mas baja mientras a la
concentracién 3 la media es la mas alta, ademas se puede observar que no existe
una diferencia significativa entre las concentraciones 1 y 2 pero si existiendo una
diferencia significativa de la concentracion 3 con respecto a las concentraciones 1y
2.

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 15. Intervalos de didmetro vs hongo. Intervalos de confianza simultaneo
de 95% de tukey

En la figura 16. Se tienen los intervalos de los didmetros de inhibicion con los

limites maximos y minimos segun la cepa de hongo a las que fueron evaluados.
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Podemos observar que la media del hongo 1 es la mas baja mientras las medias de
los hongos 2 y 3 son las més alta (no hay diferencia significativa entre el hongo 2 y
3), corroborando que existe una diferencia significativa del hongo 1 para los
hongos 2 y 3.

De la tabla 23 el anélisis estadistico se muestra en el anexo 4, del ANVA se tiene
que el valor - P del modelo es menor al de 0.05 para los efectos principales de los
factores: concentracion, tiempo y hongos son altamente significativos en su
interaccion sobre los didmetros con un 95.0% de nivel de confianza. Para
determinar cuél tratamiento es mejor, se realizé la prueba Tukey, la cual nos
muestra que el mejor tiempo es 48 horas, la mejor concentracion es la
concentracion tres (C3 = 0.1ul/ul) (figura 22), ademas se tiene que el hongo 2y 3
tienen las medias de los didmetros similares siendo mas altos que el hongo 1
(figura 23).

Ademas, se realizdé el ANVA simple al tiempo de 48 horas para la concentracién
(figura 24) y el tipo de hongo. De donde se tiene que la concentracién si influye en
el diametro y corrobora que la mejor concentracion es la C3 (0.1ul/ul). Mientras en
el ANVA simple para: diametro por hongo, se tiene que el didmetro varia segun el
tipo de hongo (figura 25).

En el presente estudio, se encontrd que la concentracion 3 (0.1ul/ul) es la que
obtuvo mayor promedio de diametros de inhibicién. Los productos naturales se
consideran inhibidores potentes de actividad microbiana cuando sus valores CMI
son iguales 0 menores que 500 mg / ml (Duarte et al., 2007). Por lo tanto, los
resultados en el presente estudio revelaron que el aceite esencial de Laurus nobilis
tiene fuertes efectos antifungicos. Se ha demostrado que el aceite esencial puede
interferir en biosintesis de la pared celular y/o puede aumentar la permeabilidad
ibnica de la membrana de la célula fungica (Rangel et al., 2017). Nuestros
resultados indican que la actividad antifingica del aceite esencial parece estar
relacionada con la biosintesis de la pared celular y la permeabilidad iénica de la
membrana celular. Estos resultados pueden explicarse por el hecho de que la
actividad bioldgica de un aceite esencial puede ser establecida por la suma de sus
componentes. Por lo tanto, la compleja mezcla de los componentes del aceite
esencial, puede mejorar su efecto activo, lo que daria como resultado la actividad

antimicrobiana (Galindo et al., 2010).
4.2 Contrastacion de hipotesis

No se aplica para esta investigacion.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

= De la caracterizacion fisico quimica del aceite esencial de laurel (Laurus nobilis), se ha
encontrado que presenta un rendimiento de extraccion de 0.45% (p/p), una densidad de 0.8947
g/ml y un indice de refraccion de 1.472, de acuerdo al anélisis de Espectroscopia Infra Roja
FT-IR, se ha evidenciado la presencia de nerolidol, conifero y plumbagin entre los compuestos

mas destacados.

= Se logro aislar tres cepas de microorganismos contaminantes predominantes en el tallarin de
casa, y de acuerdo a la identificacion morfol6gica se trata de una levadura y dos tipos distintos
de hongos filamentosos, los cuales pudieron llegar a contaminar el tallarin de casa estando

presentes en los utensilios, equipos, envases o incluso en la misma materia prima.

= El volumen de 15 pl, que equivale a la concentracion de 0.1 ul de aceite esencial / pl de
solucion probada, es la mas efectiva para inhibir los hongos contaminantes predominantes en

el tallarin de casa, segun las pruebas estadisticas a un nivel de significancia de 0.05.
5.2 Recomendaciones

= Analizar los componentes quimicos del aceite esencial de laurel, mediante cromatografia para
la determinacion de los porcentajes cuantitativos de los componentes quimicos del aceite
esencial de laurel, para asi determinar que componente es el responsable de la actividad
antifungica del aceite esencial de laurel sobre los hongos de tallarin de casa y realizar estudios
que optimicen el proceso de extraccion del aceite esencial de laurel, haciendo el

correspondiente escalamiento para su obtencion a nivel de plantas piloto.

= |dentificar especies exactas de los microrganismos predominantes contaminantes del tallarin
de casa, usando técnicas de identificacion por DNA, para lograr asi arboles filogenéticos de

estos microorganismos

= Aplicar la concentracion encontrada del uso del aceite esencial de laurel, para la produccion

comercial de tallarin de casa y alargar su vida Gtil de esta manera.
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ANEXOS

ANEXO 1. Norma técnica peruana (ITINTEC 319,081). Aceites esenciales. Determinacion de la
densidad y de la densidad relativa. Diciembre, 1974

Normas a consultar.

ITINTEC 319.077 aceites esenciales. Preparacion de la muestra para analisis

ITINTEC 319,079 aceites esenciales. Extraccion de muestras

1. Obijeto

1.1. La presente norma establece el método para determinar la densidad y la densidad relativa de los

aceites esenciales, liquido a la temperatura de 20°C.

2. Definiciones vy clasificacion

2.1. Densidad a 20°C de un aceite esencial. Es la relacion entre el peso (masa) de un volumen dado de
aceite esencial y su volumen, determinados a 20°C.

2.1.1. Esta cantidad se expresa en gramos por mililitro y su simbolo es p2o

2.2. Densidad relativa a 20°C o0 a 4°C de un aceite esencial. Es la relacién entre la densidad del aceite
a 20°C y la del agua destilada a 20°C 0 a 4°C.

2.2.1. Esta cantidad no tiene dimension y su simboloes  d3) o d3°
2.2.2. Todas las pesadas se hacen en el aire.

3. Métodos de ensayo

3.1. Principio del método

3.1.1. Esta norma requiere de valores con una precision de tres cifras decimales: se usa un
picnémetro para pesar volimenes iguales del liquido en ensayo, con el objeto de obviar el uso

de grandes cantidades de este.
3.2. Aparatos
3.2.1. Balanza analitica, con una precision de 0.5 mg.
3.2.2. Baiio de agua, mantenido a 20°C + 0,2°C.

3.2.3. Embudos y sifones para picnémetros.
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3.2.4. Picnémetros de 50 ml, 25 ml o 10 ml de capacidad, de acuerdo al volumen de aceite esencial

disponible.

3.2.5. Term6émetro normalizado, dividido en quintos o decimos de grados Celsius para

determinacion de temperatura entre 10 y 30°C.
3.3. Procedimiento
3.3.1. La preparacién de la muestra para el analisis se efecttia segin la norma ITINTEC 319.077.

3.3.2. Se lava cuidadosamente el picnémetro, se escurre, se enjuaga con etanol y éter dietilico y se

seca el interior por medio de una corriente de aire seco.
3.3.2.1.Se seca la parte externa del picnémetro con una tela seca o un papel filtro y se inserta el tapon.
3.3.2.2.Se coloca el picnémetro en la balanza y se le deja durante 30 segundos, luego.

3.3.3. Se llena el picnémetro con agua destilada a 20°C y recientemente hervida, teniendo cuidado

de evitar la presencia de burbujas de aire.

3.3.3.1.Se coloca el picnémetro en un bafio de agua a 20°C = 0,2°C durante 30 minutos. Se
comprueba la temperatura del bafio de agua por medio del termdémetro normalizado y se

enrasa con agua destilada hasta la marca.

3.3.3.2.Se inserta el tampdn al picndmetro y se seca la parte exterior con una tela seca o un papel de
filtro.

3.3.3.3.Se coloca el picnémetro en la balanza, y se deja durante 30 minutos, luego se pesa con el

contenido (Py).

3.3.4. Se vacia el picnémetro, se lava con etanol y después con éter dietético y se seca por medio de

una corriente de aire seco.

3.3.5. Se llena el picnémetro con el aceite esencial, que debe estar a aproximadamente 2°C, evitando

la presencia de las burbujas de aire.

3.3.5.1.Se vuelve a colocar el picnémetro en el bafio de agua a 20°C + 0,2°C y se le deja durante 30
minutos. Se enrasa con aceite esencial hasta la marca y se procede como en 3.3.3.2. y 3.3.3.3.

obteniéndose un peso (P2).
3.4. Expresion de resultados.

3.4.1. Sea:
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Y el peso, en gramos, del picnémetro vacio.
P, el peso, en gramos, del picnémetro lleno con agua destilada a 20°C.

P, el peso, en gramos, del picnémetro lleno con aceite esencial a 20°C.

3.4.2. La densidad relativa p2o, €n gramos por mililitro, se da por la siguiente formula.

20 = 009718 2%
peti=" P1L—p

La densidad relativa d23 se dad por la formula siguiente:

P2-P
P1-P

La densidad relativa d2° se dad por la formula siguiente:

D2Z° = 0,99718x D29
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ANEXO 2. Fotografia microscopica de los hongos
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Figura 16. Hongo 1 cultivado en cdmara humeda por 72 horas: en su forma

circular (1), ovaladas algunas en gemacion (2) y ovaladas, circulares y cilindricas
en gemacion (3).

meda por 72 horas: micelios hialinos con
microconidios sobre las hifas y macroconidios (1, 3, 4, 5) e hifas septadas (2).

Figura 17. Hongo 2 cultivado en camara hu
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Figura 19. Hongo 3 cultivado en cadmara himeda por 72 horas: pseudomicelio muy

ramificado, hialino, blastosporos cilindricos cortos con microconidios (1, 2, 3) y filamentos

(4).
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ANEXO 3. Iméagenes de los diametros de inhibicion a 48, 72 y 96 horas

A. Imagenes de los diametros de inhibicién a las 48 horas

C1H1 C1H2 C1H3

C3H1 C3H2 C3H3

BH1 BH2 BH3

Figura 20. Diametros de inhibicion a las 48 horas. Dénde: Cl= concentracion 1,

C2=concentracién 2; C3= concentracién 3.H1= hongo 1, H2= hongo 2, H3= hongo 3. B=

blanco
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B. Imagenes de los diametros de inhibicién a las 72 horas

BH1 BH2 BH3

Figura 8. Didmetros de inhibicién a las 72 horas. Donde: Cl= concentracion 1,

C2=concentracion 2; C3= concentracion 3. H1= hongo 1, H2= hongo 2, H3= hongo 3. B=
blanco

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



- 75 de 86-

C. Imagenes de los diametros de inhibicién a las 96 horas

BH1 BH2 BH3

Figura 9. Didmetros de inhibicién a las 96 horas. Donde: Cl= concentracion 1,
C2=concentracion 2; C3= concentracion 3. H1= hongo 1, H2= hongo 2, H3= hongo 3. B=
blanco

WICAGLA BASTIDAS
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ANEXO 4. Analisis estadistico para el modelo matemaético que evalUala concentracion, cepa de

hongo y el tiempo para diametros

1. Anédlisis de Varianza (ANVA) multifactorial para determinar los efectos principales o

simples.
Para el ANV A multifactorial se tiene como:
Variable dependiente:
= Diémetro de inhibicion
Factores:

= Concentracion de aceite esencial
= Hongo (1, 2, 3)
=  Tiempo (48 h, 72h, 96 h)

Numero de casos completos: 108

Tabla 16
Analisis de Varianza (ANVA) para el modelo matematico que evallala concentracién de

aceite esencial, cepa de hongo y el tiempo para diametros

Fuente de variacion ~ Sumade Gradosde Cuadrado Razén- Valor-P  Sig.

Cuadrados libertad Medio F
Efectos Principales
A: Concentracion 2245.05 2 1122.52 22.04 0.0000 x
B: Hongo 605.922 2 302.961 5.95 0.0036 *x
C: Tiempo 3738.08 2 1869.04 36.69 0.0000 *x
Residuos 5144.46 101 50.9352
Total (Corregido) 11733.5 107

* indica una diferencia significativa.

De la tabla 16 se tiene que el nivel de significancia del valor — P es menor a 0.05 por lo que se
puede afirmar que al menos uno de los factores difiere del resto, en el andlisis de los diametros de
inhibicion. Los efectos principales de los factores concentracion de aceite esencial, tiempo y
hongos son altamente significativos en su interaccion sobre los didmetros con un 95.0% de nivel

de confianza.

1.1. Pruebas de comparacion de medias diametros por tiempo

Para la prueba de Mdltiple Rangos para didmetros por tiempo se usa Tukey HSD al 95%.
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Tabla 17
Pruebas de Mdltiple Rangos para didmetros por tiempo
Tiempo Casos Media Sigma Grupos Contraste  Sig. Diferencia +/-
LS LS Homogéneos Limites
96 36 11.5917 1.22904 X 48 - 72 * 10.6667  4.00156
72 36 14.65 1.22904 X 48 - 96 * 13.725 4.00156
48 36 253167  1.22904 X 72-96 3.05833  4.00156

* indica una diferencia significativa.

La primera parte de la tabla 17 agrupa homogéneamente al primer y segundo grupo (tiempo de 96
y 72 horas), donde no existe diferencia estadisticamente significativa entre estos niveles. La
segunda parte presenta cada par de tiempos, con sus respectivas diferencias y un intervalo de
incertidumbre asociado a esta. Las diferencias que exceden al limite estan reportadas entre los dos
primeros pares de tiempos, los cuales son estadisticamente significativos con un nivel del 95.0%

de confianza.

Medias y 95.0% de Tukey HSD

29

25

21

17

DIAMETRO

13

48 72 96
TIEMPO

Figura 10. Intervalos de Diametro vs Tiempo. Intervalos de confianza

simultaneo de 95% de tukey

En la figura 23. Se tiene los intervalos de los diametros de inhibicion con los limites maximos y
minimos segun el tiempo. Podemos observar que a un tiempo de 48 horas las medias son las mas
altas mientras a 96 horas la media es la méas baja, corroborando que existe una diferencia

significativa del tiempo de 48 horas para los grupos de 72 y 96 horas.
1.2.Pruebas de comparacion de medias diametros por concentracion de aceite esencial.

Para la prueba de Mdltiple Rangos para didmetros concentracion se usa Tukey HSD al 95%.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



- 78 de 86-

Tabla 18
Pruebas de multiples rangos para didmetros por concentracion de aceite esencial

Tiempo Casos Media Sigma Grupos  Contraste Sig. Diferencia +/-

LS LS  Homogéneos Limites
C1l 36 12525 1.18948 X Cl-C2 -3.13333  4.00156
C2 36 15.6583 1.18948 X c1-c3 = -10.85  4.00156
C3 36 23375 1.18948 X c2-c3 =+ -7.71667 4.00156

* indica una diferencia significativa.

La primera parte de la tabla 18 agrupa homogéneamente al primer y segundo grupo
(concentracion 1 y concentracion 2), donde no existe diferencia estadisticamente significativa
entre estos niveles. La segunda parte presenta cada par de concentraciones, con sus respectivas
diferencias y un intervalo de incertidumbre asociado a esta. Las diferencias que exceden al limite,
en este caso el segundo y tercer par de concentraciones son estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza.

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 11. Intervalos de diametro vs concentracion. Intervalos de confianza

simultaneo de 95% de tukey.

En la figura 24. Se tienen los intervalos de los didmetros de inhibicion con los limites maximos y
minimos segun la concentracion de aceite esencial a las que fueron evaluados. Podemos observar
que a la concentracion 1 la media es la mas baja mientras a la concentracion 3 la media es la mas
alta, ademés se puede observar que no existe una diferencia significativa entre las
concentraciones 1 y 2 pero si existiendo una diferencia significativa de la concentracion 3 para

con las concentraciones 1y 2.
1.3. Pruebas de comparacion de medias diametros por hongo.

Para la prueba de Mdltiple Rangos para diametros por hongo se usa Tukey HSD al 95%.
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Tabla 19

Pruebas de maltiples rangos para diametros por hongo

Tiempo Casos Media Sigma Grupos Contraste Sig. Dif. +/-
LS LS  Homg. Limites

Hongol 36 13.8472 1.18948 X Hongol-Hongo2 * -5.24167 4.00156
Hongo3 36 18.6222 1.18948 X Hongol-Hongo3 * -4775 4.00156
Hongo2 36 19.0889 1.18948 X Hongo 2 - Hongo 3 0.466667 4.00156

* indica una diferencia significativa.

La primera parte de la tabla 19 agrupa homogéneamente al segundo y tercer grupo (hongo 3 y
hongo 2), donde no existe diferencia estadisticamente significativa entre estos niveles.

La segunda parte presenta cada par de hongos, con sus respectivas diferencias y un intervalo de
incertidumbre asociado a esta. Las diferencias que exceden al limite, en este caso el primer y
segundo par de cepas de hongo son estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de

confianza.

Medias y 95.0% de Tukey HSD

23
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DIAMETRO

15

13

11

Hongo 1 Hongo 2 Hongo 3
HONGO

Figura 12. Intervalos de diametro vs. hongo. Intervalos de confianza

simultaneo de 95% de tukey

En la figura 25. Se tienen los intervalos de los diametros de inhibicion con los limites maximos y
minimos segln la cepa de hongo a las que fueron evaluados. Podemos observar que la media del
hongo 1 es la méas baja mientras las medias de los hongos 2 y 3 las media son mas alta (no ha
diferencia significativa entre el hongo 2 y 3), corroborando que existe una diferencia significativa

del hongo 1 para los hongos 2 y 3.

1.4. Graficos multivariables para diametros de inhibiciéon.
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Graéfica Multi-Vari para DIAMETRO
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Figura 13. Perfiles de los diametros de inhibicién de los hongos a diferentes

concentraciones de aceite esencial de Laurus nobilis.

Para la evaluacion de la actividad antifungica del aceite esencia de Laurus nobilis en hongos
aislados del tallarin de casa, se uso tres concentraciones de aceite esencial de laurel, la figura 26
muestra un didmetro de inhibicién mayor con la concentracion 3 y los menores a la concentracién
1, también podemos observar gue el mejor tiempo donde se obtienen los didmetros de inhibicion

mas grandes es a las 48 horas.

Andlisis de Varianza (ANVA) simple - Diametro por Concentracion de aceite esencial de

laurel

Para el ANVA simple a las 48 horas se tiene como:
Variable dependiente:

= Didmetro de inhibicion

Factores:

= Concentracion de aceite esencial de laurel
NuUmero de observaciones: 36

Numero de niveles: 3

Se realiza la prueba-F en la tabla 20 ANVA para determinar si hay relacion entre los diametros

segun la concentracion de aceite esencial.

Ho = todas las medias son iguales [ pa= pg = pc

H; = alguna media no es igual [ alguna p;es diferente.
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Tabla 20
Analisis de Varianza (ANVA) evallala diametro por concentracion de aceite esencial.
Fuente Sumade  Gradosde Cuadrado Razon- Valor-
Cuadrados libertad Medio F P
Entre grupos 2647.68 2 1323.84 10.50  0.0003
Intra grupos 4160.43 33 126.073
Total (Corr.) 6808.11 35

Como el p-valor obtenido (0.0003) es menor que el nivel de significancia (0.05) se rechaza Ho; y
por lo tanto se puede decir que la media del diametro es diferente estadisticamente entre un nivel
de concentracion y otro, segin el ANVA simple la concentracion de aceite esencial influye en el

didmetro.
2.1. Determinando cuales medias son significativamente diferentes de otras.

Tabla 21
Verificacion de Varianza

Prueba Valor-P
Levene's 3.61183  0.0381535

Puesto que el valor-P es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
las desviaciones estandar, con un nivel del 95.0% de confianza. Esto invalidara la mayoria de las

pruebas estadisticas comunes.

2.2. Contraste Kruskal — Wallis

Tabla 22
Prueba de Kruskal-Wallis para didmetro por concentracion de aceite esencial
Concentracion Tamafo Muestra  Rango Promedio
C1 12 11.7917
C2 12 17.0833
C3 12 26.625
Estadistico = 12.2299 Valor-P = 0.00220963

El p-valor obtenido (0.00220963) es menor que el nivel de significacion que es 0.05; por lo tanto,
se rechaza Ho, lo que indica que no todas las medianas son iguales y por lo tanto si existen
diferencias significativas en el diametro de inhibicién segin la concentracion de aceite esencial

que tengan, o lo que es lo mismo la concentracion de aceite esencial si que influye en el diametro.
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2.3. Pruebas de comparacion de medias diametros por concentracion de aceite esencial de

laurel.

Para la prueba de Mdltiple Rangos para didmetros por hongo se usa Tukey HSD al 95%.

Tabla 23

Pruebas de maltiples rangos para diametros por concentracion

Concentracion Casos  Media Grupos Homg. Contraste Sig. Dif. +/- Limites
C1 12 17.275 X Cil-C2 -4.2 11.2503
C2 12 21.475 X Cl1-C3 * -19.925 11.2503
C3 12 37.2 X C2-C3 * -15.725 11.2503

* indica una diferencia significativa.

La primera parte de la tabla 23 agrupa homogéneamente al primer y segundo grupo
(concentracion 1 y concentracion 2), donde no existe diferencia estadisticamente significativa

entre estos niveles a diferencia del nivel de la concentracion 3.

La segunda parte presenta cada par de concentraciones, con sus respectivas diferencias y un
intervalo de incertidumbre asociado a esta. Las diferencias que exceden al limite, en este caso el
segundo Yy tercer par de concentraciones son diferentes estadisticamente significativas con un

nivel del 95.0% de confianza.

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 14. Intervalos de didmetro vs concentracion. Intervalos de confianza

simultaneo de 95% de tukey.

En la figura 27. Se tienen los intervalos de los diametros de inhibicién con los limites maximos y
minimos segin la concentracion a las que fueron evaluados. Podemos observar que a la
concentracion 1 la media es la mas baja mientras a la concentracion 3 la media es la mas alta,
ademas se puede observar que no existe una diferencia significativa entre las concentraciones 1y
2 pero si existiendo una diferencia significativa de la concentracion 3 para con las

concentraciones 1y 2.
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3. Analisis de Varianza (ANVA) simple - Didmetro por hongo.
Para el ANVA simple a las 48 horas se tiene como:
Variable dependiente:
= Diametro del inhibicion
Factores:
= Hongo (1, 2, 3)
NuUmero de observaciones: 36
Numero de niveles: 3

Se realiza la prueba-F en la tabla 24 ANVA para determinar si hay relacion entre los diametros de

inhibicién segun el hongo.

Ho = todas las medias son iguales [ pa=pg=c

H: = alguna media no es igual ' alguna p;es diferente.

Tabla 24

Analisis de Varianza (ANVA) evallala diametro por hongo

Fuente Sumade Gradosde Cuadrado Razon- Valor-
Cuadrados libertad Medio F P
Entre grupos 1309.14 2 654.57 3.93  0.0295
Intra grupos 5498.97 33 166.635
Total (Corr.) 6808.11 35

Como el p-valor obtenido (0.0295) es menor que el nivel de significancia (0.05) se rechaza Ho; y
por lo tanto se puede decir que la media del diametro de inhibicién es diferente estadisticamente

entre un nivel de hongo y otro, segn el ANVA simple el tipo de hongo influye en el diametro.
3.1. Determinando cuales medias son significativamente diferentes de otras.

Tabla 25

Verificacion de Varianza

Prueba Valor-P
Levene's 2.47642 0.0995292
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Puesto que el valor-P es mayor que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las desviaciones estandar (la desviacion estandar es la misma en cada uno de los niveles

(hongo)), con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas de comparacion de medias, diametros por hongo.

Para la prueba de Mdltiple Rangos para didmetros por hongo se usa Tukey HSD al 95%.

Tabla 26

Pruebas de multiples rangos para diametros por concentracion

Hongo Casos Media Grupos Homg. Contraste Sig.  Dif. +/- Limites
Hongo 1 12 17.1667 X Hongol-Hongo2 * -14.4 12.9341
Hongo 3 12 27.2167 xx Hongo 1 - Hongo 3 -10.05  12.9341
Hongo 2 12 31.5667 X Hongo 2 - Hongo 3 4.35 12.9341

* indica una diferencia significativa.

La primera parte de la tabla 26 agrupa homogéneamente a dos grupos segun la alineaciéon x’s en
columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre estos niveles que

compartan una misma columna de Xx's.

La segunda parte presenta cada par de hongos, con sus respectivas diferencias y un limite
asociado a esta. Las diferencias que exceden al limite, en este caso el primer par de hongos son

diferentes estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza.

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 15. Intervalos de hongo vs concentracion. Intervalos de confianza

simultaneo de 95% de tukey.

La figura 28. Se tienen los intervalos de los diametros de inhibicion con los limites maximos y
minimos segun el hongo. Podemos observar que el hongo 1 presenta la media es la mas baja,
mientras el hongo 2 la media es la mas alta, ademas se puede observar que no existe una

diferencia significativa entre los hongos 1y 2.
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ANEXO 5. Fotografias de las hojas de laurel.

Figura 29. Hojas de laurel

Figura 16. Hojas de laurel recién recolectadas y puestas para el secado.
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Figura 17. Hojas de laurel secas y trozadas para su respectiva extraccion de
aceite esencial.

Figura 18. Izquierda equipo de destilacion conformado por el balén destilador el cual
contiene la materia orgénica a destilar, el condensador o refrigerante (izquierda) y la
pera decantadora la cual permite la separacién del aceite esencial del agua por el
principio de la gravedad (Derecha).
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