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RESUMEN

En la presente investigacion se realizd la formulacion y evaluacion bactericida de un
desinfectante natural basado en el aceite esencial de eucalipto (Eucalipto globulus labil) con el

objetivo de proveer una alternativa a los desinfectantes de uso comun.

La realizacion de esta investigacion inicia con la construccion del equipo para la extraccion
del aceite esencial del cual se obtuvo un rendimiento del 2.308% p/p de aceite esencial
respecto a la masa de hojas de eucalipto, después de lo cual se determind la proporcién de los
deméas componentes de la formula del desinfectante respecto al aceite esencial de Eucalipto,
el cual es el vehiculo del compuesto activo (Cineol), para posteriormente aplicar la
metodologia del disefio experimental, donde se establecen las distintas proporciones del
componente activo y pH para formular los desinfectantes, definiendo como variables la
concentracion de componente activo con un rango de 0.5-5% v/v y el pH con un rango 4-6
generando quince formulaciones diferentes; posteriormente se evalla la efectividad
bactericida de los desinfectantes a través de pruebas de Ausencia-Presencia, Tiempo de
contacto minimo y la Evaluacion de actividad antimicrobiana (Official Methods of Analysis
AOAC) identificando a partir de los resultados como mejor formulaciéon la de concentracion
4 %v/v y pH de 5 con una efectividad contra E. coli y S. aureus de 99.999% de reduccion de
microorganismos, lo que lo hace apto para su uso como desinfectante. Para dicha formulacién
se determind una homogeneidad y estabilidad de 2 meses, corrosividad de 0.02385 mm/afio,
capacidad desodorante efectiva, riesgo al contacto nulo, vida atil minima de 3 meses.
También se evalud la carga contaminante en agua del proceso de manufactura del
desinfectante obteniéndose como resultados; Aceites y grasas 14 mg/L, DQO 144 mg/L,
DBO 110 mg/L, Solidos Suspendidos Totales <10.80 mg/L y Solidos Sedimentables <0.2
ml/L y el agua residual de su aplicacion en un proceso de limpieza obteniéndose como
resultados; Aceites y grasas 21 mg/L, DQO 206 mg/L, DBO 42.4 mg/L, Solidos Suspendidos
Totales 12.50 mg/L y Solidos Sedimentables <0.2 ml/L. De los cuales ambas aguas
cumplieron con la Norma Técnica para Regular Calidad de Aguas Residuales de Tipo
Especial Descargadas al Alcantarillado Sanitario, (ANDA, 2004) pero incumplieron la NSO
13.49.01.09 Aguas Residuales Descargadas a un Cuerpo Receptor, (CONACYT, 2009)
presentando incumplimiento del parametro DBO en el agua de manufactura y de parametros
DQO y Aceites y Grasas en el agua de limpieza, por lo que no puede ser descargada

directamente a un cuerpo receptor.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios ha habido un creciente aumento de la contaminacion ambiental en el
mundo, en especial en la vida acuética a causa de las diferentes actividades realizadas por el
hombre como presencia de contaminantes en los cuerpos de agua, tanto fisicos (plastico,
chatarra, basura, etc.) como quimicos (detergentes, aceites, combustibles, etc.) y bioldgicos
(deposiciones, desechos hospitalarios, desechos de animales, etc.) los cuales representan una
enorme carga quimica para ser degradados naturalmente por el cuerpo receptor. Los
productos de limpieza impactan fuertemente los ecosistemas marinos afectando las
condiciones del cuerpo de agua modificando por ejemplo el pH que impide el crecimiento de
algas y plancton que son eslabones esenciales en la cadena alimenticia afectando a todo el
ecosistema. Para el afio 2016 segln el Banco Central de Reserva, El Salvador import6
aproximadamente 47 millones de ddlares en productos de limpieza de superficies, entre los
que se encuentran los desinfectantes, lo que nos da una idea de la enorme cantidad de estos
productos a nivel nacional.

Los desinfectantes tienen una gran gama de componentes activos entre los que destacan los
alcoholes, cloro y compuestos clorados, aldehidos, yoddforos, amonios cuaternarios, etc.; una
gran variedad de estos compuestos utilizados en los desinfectantes son altamente
contaminantes y peligrosos para la vida acuética a la que llegan las aguas contaminadas con
los residuos de estos productos de limpieza, produciendo dioxinas y furanos cuando el
producto tiene compuestos clorados, o causando eutrofizacion cuando contienen fdosforo y
nitrégeno o interfiriendo en los tratamientos de aguas residuales, por lo que, en Gltimas
décadas e impulsado por un crecimiento de la preocupacion medio ambiental se han
incrementado las investigaciones de componentes biocidas de caracter organico o
biodegradable. Esto nos ha llevado a la identificacion del potencial bactericida que poseen
algunos aceites esenciales que en su composicion contienen principios activos de caracter
antibacterial y antisépticos, entre los que se encuentran los aceites esenciales de ruda, mirto,
hierbabuena, menta y eucalipto, los cuales pueden ser extraidos por diversos métodos como

el arrastre de vapor, extraccién por solventes, o el uso de fluidos supercriticos.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Formular un desinfectante natural a partir de aceite esencial de Eucalipto (Eucalyptus
globulus labil), y evaluar su efectividad ante diferentes microorganismos indicadores
de limpieza y desinfeccion.

Objetivos Especificos:

Evaluar la disponibilidad de la materia prima utilizada en el territorio salvadorefio.
Extraer el aceite esencial de Eucalipto a través del método de arrastre de vapor.
Formular un desinfectante de aplicacion a superficies inertes.

Realizar al menos 3 diluciones del aceite esencial de eucalipto tomando intervalos
iguales entre el rango de 0.5-5% v/v, en la formulacion del desinfectante para analizar

la actividad antimicrobiana para S. Aureus y E. Coli.

Determinar los tiempos de contacto minimo entre el desinfectante y los
microorganismos en estudio para una desinfeccion adecuada.

Determinar las caracteristicas del desinfectante tales como: estabilidad,
homogeneidad, corrosividad, capacidad desodorante y riesgos al contacto para la
elaboracion de su ficha técnica.

Evaluar los parametros obligatorios de vertido de las aguas residuales posterior al
proceso de limpieza, de acuerdo a la norma NSO 13.49.01.09. AGUAS
RESIDUALES DESCARGADAS A UN CUERPO RECEPTOR.

Determinar la vida Gtil del desinfectante.



Capitulo 1
Marco Tedrico

En este capitulo se describen las generalidades de los desinfectantes, su mecanismo de accién
y las propiedades con que estos cuentan, asi como también los factores influyentes para que
sean mas efectivos. De manera general se especifican los procesos de extraccion de los aceites
esenciales, usos y actividad microbiologica; se detallan también las generalidades del
Eucalyptus globulus labil y las de su aceite esencial, ademas se presentan caracteristicas de
los microorganismos indicadores E. coli y S. aureus, cuyo control es de vital importancia

para laboratorios e industria.

1.1 Generalidades de Los Desinfectantes

Seguln la Organizacion Mundial de la Salud (2004) Un desinfectante es un agente quimico
que destruye o inhibe el crecimiento de microorganismos patdgenos en fase vegetativa o no
esporulada. Los desinfectantes no necesariamente matan todos los organismos, pero los
reducen a un nivel que no dafian la salud ni la calidad de los bienes perecederos. Los
desinfectantes se aplican sobre objetos y materiales inanimados, como instrumentos y

superficies, para tratar y prevenir la infeccion.

No se debe confundir un antiséptico con un desinfectante ya que el primero es un tipo de
desinfectante caracterizado por ser aplicado en superficies del cuerpo o tejidos expuestos,
como heridas abiertas o quemaduras, destruyen o inhiben los microorganismos sin afectar
negativamente al tejido, por lo que todo antiséptico es un desinfectante mas no todo

desinfectante es antiséptico.

Cabe aclarar que una actividad de desinfeccién puede ser realizada por otros medios, no
solamente por la aplicacion de un agente quimico, sino también por medios fisicos como lo
son la ebullicion o la exposicion prolongada a rayos ultra violeta o por medios quimicos con

la adicion de agentes clorados, basados en amonio u otros



1.1.1 Propiedades de los desinfectantes

Las propiedades que un desinfectante debe poseer para ser efectivo pueden variar en funcion

de su principio activo o su concentracion lo que podria afectar la calidad y actividad del

producto formulado (Dominguez y Henriquez, 2016).

De acuerdo a Troya (2007) las propiedades ideales de un desinfectante son:

Vi.

Vil.

viii.

Destruir rapidamente los microorganismos, siendo igual de eficaces con las Bacterias
Gram positivas que con las Gram negativas. Deben destruir la mayoria de las esporas
fangicas, siendo también conveniente la destruccion de las esporas bacterianas.

Ser suficientemente estables en presencia de residuos organicos y si fuera necesario,
en presencia de aguas duras.

No ser corrosivos ni dar color a ningunasuperficie.

Ser inodoros o no desprender olores desagradables.

No ser tdxicos, ni irritantes a los 0jos o a la piel.

Facilmente solubles en agua y grasas, y arrastrables por enjuagado.

Deben ser estables durante mucho tiempo en forma concentrada (periodo activo de 3-
6 meses) y durante menor tiempo en formas diluidas (periodo activo de 1 mes).
Econdmicamente competitivos y al emplearlos presentar una buena relacion costo /
efectividad

Homogéneo

Compatible con jabon, ceras u otros detergentes

Ademas de estas hay otras propiedades deseables dependiendo el tipo de desinfectante en

funcién de su concentracién ya sea un producto concentrado o en solucién (Dominguez y

Henriquez, 2016), éstas son:

Caracteristicas de los desinfectantes como producto concentrado:



I. Poseer un alto contenido de principio activo.
ii. Buena capacidad de transporte y estabilidad en el almacenado

iii. Buena solubilidad, miscibilidad y dosificacion en la preparacion de las diluciones

habituales.

Caracteristicas de los desinfectantes como producto en solucion:

i. Breve plazo de destruccion de gérmenes con bajas concentraciones, tambiéna bajas
temperaturas.

ii. Facilidad de dispersion.
ili. Ningun ataque a los materiales tratados.
iv. Control sencillo, y si es posible automatizado.

v. lgual accion sobre todas las especies de microorganismos.

1.1.2 Componentes de un desinfectante

Existen diversos tipos de componentes que deben estar presentes en la formulacién de un

desinfectante, los cuales pueden dividirse en tres categorias (EcuRed, 2015):

i.  Componente activo: encargado de realizar la accion bactericida, antiséptica o
inhibitoria del desinfectante, el cual puede ser un compuesto organico, como fenoles

u aceites esenciales, o inorganico, como sales de amonio, compuestos clorados, etc.

ii.  Emulsificante: es el encargado de permitir la dispersion del compuesto activo en el
disolvente ya que funcionan como tensioactivos teniendo una estructura con una parte
con afinidad a los lipidos (lipofila) y otra con afinidad al agua (hidrofila), este solo es
necesario en el caso de que el componente activo sea de caracter organico y no
miscible en agua. En la medida en que el caracter hidréfilo o el lipéfilo dominan en
un tensioactivo viene dada por el valor de Balance Hidrofilico-Lipdfilico (HLB por
sus siglas en ingles). Un valor de HLB alto (10 a 18) indica una sustancia mas

hidrofila, que es adecuada para las emulsiones de aceites en agua (o/w). Las



sustancias con un HLB bajo (3 a 8) son lipdfilas y son adecuadas para emulsiones de
agua en aceite (w/o) (Shinoda & Saito, 1969).

iii.  Agentes inertes: son aquellos que no intervienen en la accién del desinfectante, pero
cumplen otras funciones como servir de vehiculo al componente activo, o funciones
estéticas como el caso de aromatizantes y colorantes, ademéas de fijadores,

preservantes, entre otros.

1.1.3 Mecanismo de accion de los desinfectantes

Es necesario entender que los mecanismos de accién de un desinfectante varian en funcion
de su principio activo pudiendo ir desde la desnaturalizacion de la membrana celular, la
inhibicion de enzimas necesarias para su funcionamiento correcto o dafio bioquimico al

ingresar dentro de la célula.

La muerte de una poblacién microbiana no ocurre inmediatamente al ser expuesta a un agente
quimico o fisico sino que esta va ocurriendo progresivamente de forma exponencial o
logaritmica, hasta Ilegar a un momento en el que la mayoria de la poblacion fue reducida y
solo quedan algunos microorganismos resistentes y con el pasar del tiempo el agente va
perdiendo su efectividad (Willey, Sherwood, & Woolverton, 2008).

Por lo general muchos agentes quimicos poseen un mecanismo de accién en el que el
microorganismo se expone al agente y hay una interaccion con la superficie de este dando
lugar a la alteracion de la viabilidad del microorganismo, esto Gltimo afectando por diversos
métodos su capacidad de subsistir, para dar paso a la infiltracion del agente quimico dentro de

la célula alterando finalmente el metabolismo de ésta y provocando su destruccion.

En otros casos los microorganismos se protegen a través de un mecanismo Ilamado espora, la
cual consiste en la gestacién de una célula al interior del microorganismo generado a través de
procesos complejos tanto genéticos, metabdlicos y estructurales en los que al final del proceso

la célula madre o célula vegetativa provoca un proceso de autolisis para liberar asi a la espora,
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mucho mas resistente que su madre, pudiendo ésta permanecer en un estado inactivo por
mucho tiempo. Esto conlleva al problema de no poder acabar con una poblacién bacteriana al
100% si no se cuenta con un agente adecuado.

Los microorganismos esporulados se caracterizan por poseer acido dipicolinico el cual hace
a estas formas mas resistentes a los desinfectantes que las formas vegetativas. Algunos
desinfectantes activos, oxidantes como el peroxido de hidrégeno vy el cloro, son capaces de
desestabilizar este compuesto en las esporas. Comparativamente, sin embargo, pocos
desinfectantes quimicos son esporicidas. Muchos bactericidas fuertes, como sucede en el caso
de los fenoles o los derivados de amonio cuaternario, poseen sin embargo un escaso efecto
sobre la viabilidad de las esporas bacterianas (Troya, 2007). De acuerdo a su mecanismo de
accion los desinfectantes se pueden clasificar segun Flamenco y Guevara (2011) en:

I.  Agentes que lesionan la membrana celular.
La membrana celular separa el protoplasma viviente del medio ambiente no viviente y
regula el flujo de solutos hacia y desde la célula. La integridad estructural de la
membrana depende de la ordenada disposicién de las proteinas y lipidos que la
componen. La exposicion de los microorganismos a solventes y detergentes organicos
da como resultado una desorganizacion estructural de la membrana e interferencia con

la funcion normal de la misma. Entre estos tenemos:

Desinfectantes con actividad superficial. Conocidos también con el nombre de
agentes tensioactivos, los cuales son sustancias que alteran las relaciones energéticas a
nivel de las interfases, produciendo una reduccion de la tension interfasica de la
superficie. Son compuestos que poseen grupos que atraen el agua (hidroéfilos) y que la
repelen (hidr6fobos). La interfase entre la membrana que contiene lipidos de una célula
bacteriana y el medio acuoso circundante proporciona un blanco susceptible para los
agentes de este tipo. La porcion hidréfoba de la molécula es un hidrocarburo de cadena
larga liposoluble mientras que la porcion hidréfila puede ser un grupo ionizable o una

estructura no ionica pero altamente polar, entre los que se incluyen:



a) Sustancias catidnicas: Compuestos de amonio cuaternario. Cuando las
bacterias son expuestas a agentes de este tipo, el grupo positivamente cargado
se asocia a grupos fosfatos de los fosfolipidos de la membrana, mientras la
porcion no polar penetra hacia el interior hidrofobo de la membrana
produciendo una pérdida de la semipermeabilidad de la membrana y filtracidn
desde la célula, de nitrégeno y compuestos que contienen fosforo. Entonces el
propio agente puede ingresar en la célula y desnaturalizar sus proteinas.

b) Sustancias no ionicas: Presentan un efecto solubilizante no especifico sobre
la membrana citoplasmética que separa selectivamente las proteinas de la

pared y membrana celular.

c) Sustancias anfoteras: no ha sido aun determinado el mecanismo de accion de
estas sustancias, ya que continuta siendo tema de controversia la efectividad de
este grupo de agentes, a pesar de los informes de que es igualmente efectiva

que los amonios cuaternarios catatonicos.

d) Compuestos fendlicos: Estos compuestos provocan lesion de la membrana con
filtracion del contenido celular y lisis. Con bajas concentraciones que son
rapidamente bactericidas, las oxidasas y deshidrogenasas unidas a la

membrana se inactivan en forma irreversible.

e) Alcoholes: Desorganizan la estructura lipidica penetrando en la region
hidrocarbonada. Ademas de su efecto sobre la membrana celular, los alcoholes

y otros solventes organicos también desnaturalizan las proteinas celulares.

Agentes que desnaturalizan las proteinas.

Las proteinas son las moléculas organicas mas abundantes en una célula bacteriana, y
son fundamentales para todos los aspectos de la estructura y funcion de la célula. Los
agentes que alteran la configuracion de una proteina por desnaturalizacion, provocan

un desdoblamiento de la célula polipeptidica de forma tal que las cadenas aparecen



enrolladas al azar y en forma irregular. Entre los agentes quimicos que desnaturalizan

las proteinas celulares estan:

Acidos y alcalis:Estos agentes ejercen su actividad antibacteriana a través de sus
iones hidrogenos y oxidrilos libres a través de moléculas no disociadas o alterando
el pH del medio ambiente del microorganismo.

Agentes que modifican los grupos funcionales de proteinas y acidos nucleicos.
El sitio catalitico de una enzima contiene grupos funcionales especificos que se
unen con el sustrato e inician los eventos cataliticos. Se produce una inhibicion de
la actividad enzimatica si uno o méas de estos grupos funcionales son alterados o
destruidos. Entre los agentes quimicos que modifican los grupos funcionales de las

células tenemos:

a) Metales pesados: Las sales solubles de mercurio, arsénico, plata y otros
metales pesados, alteran la actividad enzimatica formando mercaptanos con

grupos sulfidrilos de residuos de cisteina.

b) Agentes oxidantes: los agentes antimicrobianos mas Utiles en este grupo son
los halégenos y el peroxido de hidrogeno. Inactivan las enzimas convirtiendo
los grupos —SH funcionales en forma S-S oxidada. Los agentes méas fuertes
atacan grupos amino, indol y el grupo hidroxifendlico de la tirosina.

c) Tinturas: Presentan una notable afinidad por grupos fosfatos aciclicos de las

nucleoproteinas y otros componentes celulares.

d) Agentes alquilantes: Los efectos letales del formaldehido, 6xido de etileno y
glutaraldehido son resultado de su accion alquilante sobre las proteinas. Las
inhibiciones producidas por tales agentes son irreversibles, dando como

resultado la modificacién e inhibicién de la actividad enzimatica.



1.1.4 Factores que influyen en la accion de un desinfectante

Es importante considerar la existencia de factores, cuya presencia influya en la efectividad de

un desinfectante, los cuales pueden ser directamente relacionados al producto desinfectante y

sus caracteristicas o al entorno de aplicacién, dentro de estos se encuentran segun Vignoli
(2012) y Dominguez y Henriquez (2016):

Concentracién del componente activo

Si bien este aspecto varia segun el desinfectante y el microorganismo, existe una
relacion inversamente proporcional entre concentracion y tiempo de exposicion. A
mayores concentraciones de desinfectante, menor es el tiempo de exposicion para
conseguir el mismo efecto. Este factor es tan critico, que se sabe que concentraciones
minimas de casi cualquier desinfectante no solo no elimina los microorganismos, sino que

permiten su desarrollo.

Tiempo de exposicion

El tiempo de contacto es una de las variables mas importantes en el mecanismo de
desinfeccion, el cual permite llevar a cabo la reaccion entre el desinfectante y los
microorganismos. Todos los desinfectantes necesitan un tiempo minimo de contacto
para gque sean eficaces, siendo generalmente aceptado un minimo de cinco minutos. El
cual varia de acuerdo con el componente activo empleado, la actividad microbiana y la

concentracion del desinfectante.

pH

Entre otras cosas determina el grado de ionizacion del agente, siendo en general la forma
no disociada la que atraviesa mejor las paredes del microorganismo. Los agentes

anionicos son mas efectivos a pH acido, mientras que los cationicos a pH alcalino.

Temperatura

El incremento de la temperatura aumenta el poder bactericida del agente, siempre que

no lo desnaturalice. Asi para temperaturas bajas, por lo general, por cada 10°C de
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incremento de esta, la tasa de mortalidad se duplica. Sin embargo, esto no aplica para
todos los desinfectantes por lo que siempre es importante seguir las instrucciones del
fabricante ya que en algunos casos por un excesivo calentamiento pueden liberarse
sustancias nocivas para una persona 0 no deseadas en ciertas superficies pudiendo

provocar corrosion.

v.  Presencia de materiales extrafios
La presencia de materia organica, por ejemplo: mucus, pus, sangre, heces, etc. influyen
negativamente en la actividad de muchos desinfectantes, incluso llegando a inactivarlos.
Por lo general forman cubiertas que impiden el contacto microorganismo-desinfectante,
0 se combinan con el agente formando compuestos inertes 0 menos activos, etc. Por esto
es esencial un buen lavado de la superficie, antes de intentar un proceso de desinfeccion
o esterilizacion; ademas, el lavado y arrastre también disminuye la poblacion de
microorganismos sobre la cual actla el agente bactericida contribuyendo a una mas

rapida destruccion.

vi.  Resistencia innata de los microorganismos
La eficacia de cada agente depende también de las propiedades caracteristicas de cada

microorganismo contra el cual se lo esta aplicando.

Dentro de las formas vegetativas, es el género Micobacterium el mas resistente. Luego
dentro de los Gram positivos (Gram +) se destacan Staphylococcus y Enterococcus.
Dentro de los Gram negativos (Gram -) Pseudomona, Klebsiella, Enterobacter, y Serratia
son los mas resistentes. Son estos microorganismos (cocos Gram (+) y bacilos Gram (-
)), los més frecuentes causantes de epidemias intrahospitalarias debido en primer lugar
a no practicar el lavado de manos tantas veces como sea necesario y en segundo lugar a

la mala utilizacion de desinfectantes y antisépticos.

1.2 Generalidades de los Aceites Esenciales

Segun Martinez (2003) Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles,
generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias

responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria cosmética



(perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica

(saborizantes).

Tales aceites estan formados por diversas substancias organicas volatiles, las cuales pueden
ser compuestos alifaticos de bajo peso molecular como alcoholes, éteres, acetonas, cetonas,
aldehidos; y pueden contener fenilpropanos, monoterpenos y sesquiterpenos. Estas sustancias
de amplio interés se alojan en diferentes partes de plantas, desde la raiz, hojas, tallos, flores

hasta frutos.

Es importante destacar que la composicion varia con el lugar de origen. De igual manera varia
con el habitat, entendiendose como habitat a las condiciones climéaticas, componentes
geoldgicos e hidroldgicos de una localizacién especifica, en que se desarrolle la especie
vegetal, (generalmente climas calidos tienen mayor contenido de aceites esenciales), el
momento de la recoleccion, tiempo que transcurra entre recoleccion y extraccion, el método

de extraccion, etc.

De las principales propiedades terapéuticas debidas a la presencia de aceites esenciales,
sobresale la antiséptica (desde antafio estas especies vegetales han sido utilizadas como
especias acentuadoras de sabor, pero ademas de esto como conservantes alimenticios);
antiespasmaddica, carminativa (que favorece la expulsion de gases) y digestiva.

Se debe hacer mencién que algunos aceites esenciales, sobre todo a dosis elevadas, son
toxicos, principalmente a nivel del sistema nervioso central. Otros mas, como el de ruda o
enebro, se considera que poseen propiedades abortivas. Algunos también pueden causar

sensibilidad e irritacion topica. (Arriaza, s.f)

1.2.1 Origen de los aceites esenciales

El origen de las sustancias que conforman los aceites esenciales yace en los metabolitos
secundarios de las plantas. Los metabolitos son sustancias que participan en reacciones

quimicas a nivel celular y que forman parte de un proceso del metabolismo.
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Existen metabolitos primarios como proteinas, lipidos, azUcares y demas que enlas especies
vegetales son criticos para el crecimiento de la planta, su reproduccién y supervivencia. Por
otra parte, para garantizar la supervivencia de la misma intervienen los metabolitos
secundarios que son moléculas de bajo y medio peso molecular, que se generan en la planta
por distintas rutas biosintéticas y pertenecen a diversas clases de sustancias quimicas tales

como &cidos, ésteres, alcoholes, fenoles, terpenos, y muchas otras mas. (Stashenko, 2009).

En términos generales los metabolitos secundarios en las plantas cumplen el objetivo de
prolongar la vida de las mismas, actian como defensa quimica contra microorganismos como
bacterias y virus y contra depredadores (expelen aroma que quitan el apetito hacia la planta)
0 bien como atractores a insectos que pueden resultar beneficiosos, participan en la

respiracion de la especie y en otras funciones relacionadas con la fisiologia.

1.2.2 Métodos de Obtencidn de los aceites esenciales

Existen diferentes métodos por los cuales se pueden obtener los aceites esenciales, entre los

mas utilizados se encuentran:

Destilacion por arrastre de vapor: Las plantas se colocan sobre un fondo perforado o
criba ubicado a cierta distancia del fondo de un tanque llamado alambique. La parte mas
baja de esta contiene agua hasta una altura algo menor que el nivel de la criba. El
calentamiento se produce con vapor saturado que se provee de una fuente de calor que
compone el equipo, fluye mojado y a presiéon baja, penetrando a través del material
vegetal. Los componentesse volatilizan, y condensan en un refrigerante, siendo recogidos

en un vaso florentino, donde se separa el agua del aceite por diferencia de densidad.

Expresion del pericarpio: Una bandeja con pinchos, en cuya parte inferior hay un canal

para recoger el aceite esencial. Se emplea para citricos, sobre todo.

Disolucion en grasa (enfleurage): Los aceites son solubles en grasas y alcoholes de alta
concentracion. Sobre una capa de vidrio se coloca una fina pelicula de grasa y sobre ella
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Vi.

los pétalos de flores extendidas. La esencia pasa a la grasa, asi hasta saturacion de la grasa.
Posteriormente con alcohol de 70°, se extrae el aceite esencial. Se emplea para flores con

bajo contenido en esencias, pero muy preciadas (azahar, rosa, violeta, jazmin).

Extraccion con disolventes organicos: que penetran en la materia vegetal y disuelven
las sustancias, que son evaporadas y concentradas a baja temperatura. Después, se elimina

el disolvente, obteniendo la fraccion deseada.

La seleccidn del disolvente pretende que sea capaz de disolver rapidamente todos los
principios y la menor cantidad de materia inerte, que tenga un punto de ebullicién bajo y
uniforme que permita eliminarlo rdpidamente, pero evitando pérdidas por evaporacion,
guimicamente inerte, para no reaccionar con los componentes de los aceites, no inflamable

y barato.

Este disolvente ideal no existe, y los mas empleados son el éter de petréleo, con punto de
ebullicién de 30 a 70°C, que se evapora facilmente y es inflamable, benceno, que disuelve
también ceras y pigmentos, y alcohol, que es soluble en agua. Se emplea cuando hay

componentes de peso molecular elevado que no son lo suficientemente volatiles.

Extraccidn con gases en condiciones supercriticas: Se emplean gases, principalmente
COz, apresion y temperatura superiores a su punto critico. En esas condiciones se obtienen
buenos rendimientos y se evitan alteraciones de los componentes de la esencia. La
infraestructura necesaria es cara, pero tiene sus ventajas, como la facil y rapida eliminacién
del gas extractor por descompresion, laausencia de residuos de disolventes y que los gases
no resultan caros. (Arriaza, s.f, pag. 72)

Extraccién de Primera Presion en Frio (usado para semillas y algunos frutos): La
presion en frio, es un modo de extraccion exclusivamente mecanico que se realiza a baja
temperatura, preservando de este modo la proporcion de &cidos grasos esenciales,
vitamina E, antioxidantes naturales y no necesita ningln aditivo. La primera extraccion,
denominada como primera presion arroja como resultado un “zumo de frutos “puro y

verdaderamente oleaginoso.
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Los aceites extraidos por presion en frio son los de mas alto valor comercial ya sea
extraidos de forma artesanal o industrial para usos cosméticos o comestibles. El
procedimiento es el siguiente: la semilla se descascara parcialmente y se limpia mediante
ventilacion y zarandeo para eliminar impurezas. La semilla limpia se lleva a la prensa: un
extrusor a tornillo sin fin. Aqui se vigila especialmente que la temperatura generada por
la presion no supere los 45° C para asegurar la estabilidad molecular de los acidos grasos

poliinsaturados.

Durante varios dias el aceite bruto decanta en tanques de acero inoxidable. Luego se
bombea por un filtro de algoddn descartable y se envasa en botellas de vidrio oscuro &mbar

0 envases de hojalata para evitar la oxidacion del aceite por accién de la luz ultra violeta.

El refinado se hace innecesario, y el aceite conserva el suave sabor propio de la semilla

de la cual proviene (Castellon., s.f).

1.2.3 Usos de los Aceites Esenciales

Los aceites esenciales tienen mucha utilidad en el area industrial tal cual puede observarse

en la tabla 1.1.

Tabla 1.1 Principales sectores y ramas industriales donde se usan aceites esenciales y

productos derivados.

Sectores

Ramas

Aceites esenciales

Industria Cosmética y de
productos de aseo

Higiene Personal
Jabones y detergentes
Productos de belleza
Perfumes y afines
Dentifricos

Citricos
Eucalipto y derivados
Mentas, lavandas Rosa,
patchouli
Romero, salvia

Industria de Alimentos

Bebidas Tipo Cola
Dulces, confiteria
Salsas, enlatados
Bebidas alcohdlicas
Tabaco, aromatizantes

Citricos
Anis, Hinojo, Coriandro
Oleorresinas, flavours
Vainilla, especias
Mentas

Continua. ..
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Tabla 1.1 Principales sectores y ramas industriales donde se usan aceites esenciales y
productos derivados (Continuacion).

Sectores Ramas Aceites esenciales
Fitocosméticos Citricos
Cosmecéuticos Limonaria, citronela
Industria Farmacéutica Homeopatia Eucalipto y derivados
Aromaterapia Lavanda, romero, salvia
Fitofarmacos Geranio, mentas.

Fuente: (Stashenko, 2009, pag. 20).

Es importante mencionar que de unos afios a la fecha ha tomado relevancia el uso de aceites
esenciales como ingredientes cosméticos de uso personal, como alternativa a tdnicos
capilares, cremas faciales, corporales e ingredientes en cosmética natural. También se han
realizado distintas investigaciones sobre su uso en articulos de limpieza como desinfectantes,
ademés de que algunos aceites tienen potencial antioxidante y se utilizan para conservar

productos organicos en el area de cosmética.

1.2.4 Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

Diversos estudios realizados han arrojado que la actividad antimicrobiana presentada por los
aceites esenciales se debe ampliamente, a la presencia de terpenoides; siguiendo en orden de
actividad los terpenoides que contienen grupos alcoholes, luego los que poseen aldehidos y
finalmente aquellos que tienen grupos cetonicos. De la misma manera, autores plantean que
los aceites con un alto porcentaje de compuestos terpenoides del tipo fendlicos poseen
notables propiedades antimicrobianas (Correa, Iglesia, Naranjo, Pino y Sanchez, 2009), estos
actlian deteriorando la pared celular de los microrganismos, se adhieren a los lipidos de la
membrana citoplasmatica como el peptidoglicano y acidos lipoteicoicos en microorganismos
Gram +, a su ves lipopolisacaridos y fosfolipidos en Gram -, e inactivan sistemas enzimaticos
de las bacterias.Como prueba de lo expuesto anteriormente existen investigaciones como la
realizada por Rodriguez y Salazar (2016) en la que se evalUa la actividad antimicrobiana de
Staphylococcus aureus y Listeria innocua en aceites esenciales, dando como resultado que

los aceites de canela, clavo y tomillo presentan buena inhibicidn sobre las cepas, ademas de
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un estudio sobre la capacidad antimicrobiana de aceite de eucalipto en ambiente odontoldgico,

arrojando resultados positivos (Chérrez, 2014).

1.3 El Eucalipto (Eucalyptus)

El eucalipto es un arbol de gran altura, del cual existen mas de 700 especies y algunas
sobrepasan los 40 metros de altura. Posee un tronco recto y poco ramificado, usualmente
dejando desprender finas capas de la corteza. Hojas aromaticas, simples, alternas, enteras.
flores y frutos relativamente pequefios y poco notables.

Pertenecen a la familia botanica Myrtaceae la cual es una familia de arboles ricos en aceites
esenciales, son originarios de Australia y Tasmania. En América se han realizado muchas
introducciones de diferentes especies como lo es el eucalipto globulus labil. Las distintas
especies de eucalipto se utilizan indistintamente como medicina popular o para usos como

madera (Farmacopea Vegetal Caribefia 2005).
1.3.1 Eucalyptus globulus labil

El eucalipto globulus labil pertenece a la familia Myrtaceae (ilustracion 1.1), este es conocido
con otros nombres como eucalipto gigante, 6calo, alcanfor o eucalipto azul. Al igual que todas
las especies pertenecientes a esta familia sus arboles son ricos en aceites esenciales; el
rendimiento de extraccion oscila entre 1.5-3% p/p para esta especie. Esta serd la especie
utilizada en la investigacion ya que es la especie con mayor porcentaje de Cineol en su aceite

esencial, ademas de ser la mas estudiada y caracterizada previamente.
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Origen y distribucién

El Eucalyptus globulus es originario de lazona este, sureste y pequefias areas de la costa oeste
de Tasmania, asi como de las islas del estrecho de Bass y en el sur de Victoria, Australia
(Balmelli, 1995). Segun Ldpez (2010) esta especie se encuentra, entre las diez especies mas
plantadas en zonas templadas del mundo, superando los 2,3 millones de hectareas.

El eucalipto globulus esta presente en mas de 90 paises, la mayoria en zonas tropicales y
subtropicales, existen plantaciones de gran productividad industrial en zonas templadas como
Nueva Zelanda, Chile, Argentina, Brasil, Uruguay, Sudafrica, la Peninsula Ibérica y Estados

Unidos. En ecuador se cuenta con 32,000 hectéreas plantadas, en Chile con 232,000, mientras
que en la Peninsula Ibérica 1,406,000 distribuidos por la zona norte de Espafia y oeste de

Portugal.

Descripcion botanica

Son arboles perennifolios que con normalidad alcanzan los 30 — 50 m. de altura. La corteza
es de color gris, persistente en la base y se desprende en el resto del tronco en largas fajas
longitudinales. Presentan hojas de dos tipos: Las hojas juveniles son opuestas, ovales y
sésiles. Mientras que las hojas adultas son pecioladas, alternas, falcadas y acuminadas, con el
nervio central. Las hojas tienen de 10 a 20 cm de largo. Poseen numerosas glandulas

productoras de aceites esenciales.

Las flores son blancas, generalmente solitarias, en las axilas de las ramas superiores, son
grandes, tetrameras, con céliz y corola fusionados formando el opérculo. Que se cae en la
floracion, dejando al descubierto un elevado numero de estambres de color cremoso claro,

muy Vistosos, florece durante el otofio y el invierno.

Es cultivado por su madera en las regiones que cuentan con inviernos suaves, sobre todo en

las regiones costeras atlanticas y cantabricas.
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Composicion quimica

Las principales investigaciones han sido dirigidas al estudio del aceite esencial de sus hojas,
las cuales se encuentran compuestas por sitosterol, acido ursélico, taninos, acido elagico y
galico, principios amargos, ceras, resinas, contiene aceites esenciales: 1,8-cineol, globulol o
cadideno, piperitona, y terpineno, floroglucinas, euglobal, vainillina. Ademas, se observa la
presencia de compuestos polifendlicos, una B- dicetona antioxidante de cadena larga y

terpenoides aromaticos: los euglobales.

Junto a &cidos fendlicos sin importancia (acidos galicos, gentisico, caféico, ferulico...), se han
descrito varios flavonoides: heterdsidos de flavonoles (rutdsido, quercitrésido, hiperésido) y
ésteres de flavonas metiladas en la cera epicuticular. Los euglobales, sobre todo, se
encuentran en los botones florales; estos compuestos benzotetrahidropiranicos o
dihidroxanténicos resultan de una cicloadicién entre una acetogenina dialdehidica de tipo

floroglucinol y un mono- o sesquiterpeno (felandrenos, sabineno, biciclogermacreno).

De los diversos componentes que contiene la hoja de eucalipto el que se encuentra en mayor
proporcidn es el 1,8-cineol, el cual es un monoterpeno, con un 70% p/p como minimo, cuya

estructura quimica se presenta en la ilustracion 1.2.

lustracion 1.2 Estructura quimica del 1,8-cineol. A la izquierda se encuentra la conformacion
estructural, a la derecha conformacion en silla.
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Actividad biologica

La tintura de hojas de Eucalyptus globulus L. es activa contra Candida albicans, E. coli, S.
aureus, S. pyogenes. La decoccion de las hojas no tiene actividad antidermatolitica. Su aceite
esencial es repelente de afidos y mosquitos. La infusion de hojas de Eucalyptus globulus L.
es hipoglicémica en ratones aloxamizados. Segun Rodriguez (2011) el mecanismo de accion
bactericida de los aceites esenciales en genral no esta determinado, estos pueden inactivar
enzimas esenciales, reaccionar con la membrana celular o alterar la funcion del material

genetico.

Disponibilidad en el territorio salvadorefo

El Salvador estd situado a lo largo de la costa del Pacifico, el pais cuenta con muchas
montafias y volcanes apagados. El clima es tropical himedo en la costa, pero mas templado
en el interior. El eucalipto fue inicialmente introducido en 1953y se plantaron varias especies.
El crecimiento es vigoroso sobre terrenos fértiles. Las especies principalmente plantadas son
E. deglupta, E. alba, E. citriodora, E. longifolia, E. cinérea y E. Globulus.

En la tabla 1.2 se muestra la superficie plantada por afio de eucalipto del periodo 1970-1995

en el territorio salvadorefio (Food and Agriculture Organization (FAQO), 2010).

Tabla 1.2 Superficie plantada por afio de eucalipto del periodo 1970-1995.

Afio Superficies plantadas
de Eucalipto (hectéreas)

1973 1

1974 3

1975 9

1976 57

1978 9

1980 25

1983 16

1984 19

Continua...
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Tabla 1.2 Superficie plantada por afio de eucalipto del periodo 1970-1995 (Continuacién).

Afio Superficies plantadas
de Eucalipto (hectareas)

1986 29

1987 3

1988 21

1989 13

1990 57

1992 41

1993 131

1994 134

1995 59

Total 626

Fuente: (Food and Agriculture Organization (FAQO), 2010).

Por otra parte, el Estado Situacional del Medio Ambiente y Recursos Naturales de El
Salvador (2007) citando, la EFSA (2006) y a Cruz y Gomez, reportan que para el afio 1996
el 38% de la superficie plantada estaba sembrada con teca y pino, el 10% con madrecacao y
el 10% con eucalipto. Para el afio 2005 habia una superficie plantada de 13,765 hectareas
donde las especies exdticas (no nativas) como el eucalipto representan la mayor cantidad.

Segun la informacién solicitada al Centro de Desarrollo Forestal (CEDEFOR), subdivision
del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) el E. globulus labil se encuentra plantado
a lo largo de todo el territorio salvadorefio en las zonas templadas a manera de ornamentacion
por lo que no esta cuantificado debido a su dispersion, ademas segln la seccion de botanica
del departamento de biologia, Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, de la
Universidad de El Salvador no existen plantaciones exclusivas de esta especie en el territorio
salvadorerfio, sin embargo se pueden encontrar grandes nimeros de esta especie en diversas
zonas del pais, como en el municipio de EI Congo y el area cercana al Lago de Coatepeque
en el Departamento de Santa Ana, a lo largo de la cuenca del Rio Lempa y focalizado cerca
del embalse Cerron Grande en el departamento de Chalatenango, y en la zona de Olocuilta y

San Luis Talpa en el departamento de la Paz.
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1.3.2 Aceite esencial Cineol (Eucaliptol)

Dado que en las hojas de la planta de eucalipto es donde se encuentra el aceite esencial
(Cineol, 70% como minimo), este se puede obtener por destilacion al vapor de las hojas
frescas de Eucalyptus globulus labil preferiblemente, ya que las hojas secas poseen un
rendimiento de extraccibn mucho menor segun LoOpez, Moreno y Siche (2010). Las

caracteristicas que presenta el aceite esencial de eucalipto se muestran en la tabla 1.3.

Tabla 1.3 Caracteristicas aceite esencial de eucalipto globulus labil.

Aspecto Liquido Transparente
Olor Penetrante, muy fresco, balsamico y dulce
Densidad a 20 °C 0.912 g/ml
Punto de 50°C
Inflamacién
- Insoluble en agua, liposoluble, soluble
Solubilidad parcialmente en etanol.

Fuente: (Lavado Cumplido, 2018).

i. Usos del aceite esencial Eucaliptol

El aceite esencial, en uso interno o por inhalacion, tiene una importante accion antiséptica de
las vias respiratorias y es una de las plantas mas efectivas para las afecciones bronquiales y
pulmonares. Antihelmintico y astringente, desodorante, balsamico y broncodilatador,
expectorante y febrifugo, hipoglucemiante, mucolitico y sudorifico. En uso externo es
antiinflamatorio, antiséptico y cicatrizante. Indicado en asma bronquial, bronquitis, cistitis,
diabetes ligera, faringitis, gripe, halitosis, resfriado, rinitis, sinusitis y traqueitis. Uso externo
en cremas, heridas, irritacion cutdnea y vulvovaginitis. También es utilizado como
antiséptico pulmonar, tos, bronquitis, como expectorante, hipoglicémico, antibacteriano,

anticandidiasis, antihelmintico, en heridas como cicatrizante, amigdalitis, en laringitis.
ii. Toxicidad
El aceite utilizado puro es irritante, produce convulsion, delirio, dificultad respiratoria,

gastroenteritis y hematuria. Puede desarrollarse urticaria por manejo de follaje. Esta
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contraindicado en embarazo o lactancia y alergias respiratorias, es incompatible con sedantes

y anestésicos (Flores, Hernadndez y Valladares, 2004)

1.4 Microorganismos Indicadores de Contaminacion: E. coliy S. aureus

Los microorganismos son organismos microscopicos capaces de llevar a cabo todas las
funciones vitales, con organizacién unicelular y capacidad de formar agrupaciones simples
de células. Los microorganismos estan distribuidos en tres Reinos, uno procariota: Monera
(bacterias), y dos eucariotas: Protistas y Hongos. Los virus también se incluyen dentro del

objeto de la microbiologia.

Hay ciertas especies de microorganismos que por sus caracteristicas o su procedencia pueden
ser utilizados como indicadores de la presencia de otros contaminantes mas dificiles de
rastrear, tal es el caso de la E. coli la cual se prolifera en el intestino humano y de otros
animales por lo cual su presencia puede indicar la contaminacion con heces fecales. Entre
otros microorganismos que se usan a veces como indicadores se puede mencionar al
Staphylococcus aureus, para la contaminacidn procedente de vias orales, nasales, piel y otros

origenes.

Por lo dicho anteriormente se vuelve de vital importancia eliminar estos microorganismos en
laboratorios quimicos, microbiolégicos, de alimentos y en industrias, especialmente de
caracter alimenticio; debido a que en los mismos se siguen controles de calidad en los cuales
no es permitido que en el entorno de trabajo estén presentes estos microorganismos; por
ejemplo, en los laboratorios donde se realizan analisis microbioldgicos la presencia de
contaminacion bacterioldgica puede arrojar falsos positivos en las pruebas, en el caso de la
industria alimentaria la presencia de microorganismos patdégenos compromete la inocuidad,

y se corren riesgos de intoxicacion en los empleados y consumidores.

1.4.1 Escherichia coli

Segun la OMS Escherichia coli es una bacteria habitual en el intestino del ser humano y de

otros animales de sangre caliente. Aunque la mayoria de las cepas son inofensivas, algunas
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pueden causar una grave enfermedad de transmisién alimentaria. La infeccion por E. coli se
transmite generalmente por consumo de agua o alimentos contaminados, como productos

carnicos poco cocidos y leche cruda.

Los sintomas de la enfermedad incluyen colicos y diarrea, que puede ser sanguinolenta.
También pueden aparecer fiebre y vomitos. La mayoria de los pacientes se recuperan en el
término de 10 dias, aunque en algunos casos la enfermedad puede causar la muerte (OMS,
2018).

Fue descrita por primera vez en 1885 por Theodore von Escherich, bacteriélogo aleman,
quién la denomind Bacterium coli. Posteriormente la taxonomia le adjudicd el nombre de

Escherichia coli, en honor a su descubridor.

Morfologia

Es un bacilo que reacciona negativamente a la tincion de Gram (Gram -), es anaerdbico
facultativo, mavil por flagelos peritricos (que rodean su cuerpo), no forma esporas, es capaz

de fermentar la glucosa y la lactosa.

Como todas las bacterias Gram-, la cubierta de E. coli consta de tres elementos: la membrana
citoplasmatica, la membrana externa y, entre ambas, un espacio periplasmico constituido por
péptido-glucano. Esta Gltima estructura confiere a la bacteria su forma y rigidez, y le permite
resistir presiones osmaticas ambientales relativamente elevadas. E. coli es una bacteria
mesofila, su Optimo desarrollo se encuentra en el entorno de la temperatura corporal de los
animales de sangre caliente (35-45°C). La temperatura limite de crecimiento se sitla
alrededor de 7°C (Canet, 2016)

1.4.2 Staphylococcus aureus

Los estafilococos son microorganismos aerobios Gram +. EI méas patogénico de ellos es el
Staphylococcus aureus, que tipicamente causa infecciones de la piel y a veces neumonia,
endocarditis y osteomielitis. En general se lo asocia con la formacion de abscesos. Puede

causar toxinas que causan gastroenteritis, sindrome de la piel escaldada y sindrome de shock
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toxico (Bush, Schmidt, & Perez, 2018). Su metabolismo es de tipo fermentativo, son aerobios
y anaerobios facultativos, catalasa positiva y oxidasa negativa. Son capaces de fermentar la
glucosa sin produccién de gases y producen acetin-metil-carbinol. Fermentan el manitol con

formacion de acidos y puede hacerlo en anaerobiosis.

Se puede diferenciar de otras bacterias halofilas sembrandola en un medio Chapman
(manitol-salado). La temperatura dptima de crecimiento va de 35 a 40 °C y el pH 6ptimo
oscila entre 7,0 y 7,5 aunque soportan pH mucho mas extremos. Poseen una enzima, la
coagulasa, que los diferencia del resto de las especies del género. Poseen igualmente una
desoxirribonucleasa (Dnasa) que es una nucleasa exocelular que depolimeriza el ADN. A
esta enzima se la denomina termonucleasa por ser termorresistente en las cepas de Aureus
(\Valdez, 2010).

Morfologia

El S. aureus es un coco inmovil, de 0.8 a 1 micrometro de diametro, que se divide en tres

planos para formar grupos de células irregulares semejantes a racimos de uvas.

En extendidos de pus los cocos aparecen solos, en pares, en racimos o en cadenas cortas. Los
racimos irregulares son caracteristicos de extendidos tomados de cultivos que se desarrollan
en medios sélidos, mientras que en otros cultivos son frecuentes las formas de diplococos y
en cadenas cortas. Unas pocas cepas producen una capsula o capa de baba que incrementa la
virulencia del microorganismo. El S. aureus es un microorganismo Gram + pero las células

viejas se tifien como Gram -.
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Capitulo 2

Metodologia de la Investigacion

En este capitulo se profundiza en el disefio de las metodologias para llevar a cabo el
desinfectante natural, entendiéndose como “desinfectante natural “como aquel producto
capaz de destruir o inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos y cuyos
componentes son de origen natural. La metodologia de la investigacion inicia con la
extraccion del componente activo del eucalipto, la formulacion del producto, continuando
con los métodos para determinar las proporciones idoneas de los componentes del
desinfectante y posteriormente las pruebas necesarias para probar su poder bactericida y
establecer sus propiedades, ademéas de la medicién de su impacto ambiental a través de un
analisis de aguas residuales de acuerdo a la norma NSO 13.49.01.09. Aguas residuales
descargadas a un cuerpo receptor y la norma técnica para regular calidad de aguas residuales

de tipo especial descargadas al alcantarillado sanitario
2.1 Metodologia de la extraccion del aceite esencial

Para la extraccion del aceite esencial de eucalipto, Cineol, se ha encontrado que
tradicionalmente se emplea el método de destilacion por arrastre de vapor (Cumplido, 2015),
la cual es utilizada para sustancias organicas inmiscibles en el agua ya que su posterior

separacion es sencilla.

La destilacion con vapor saturado o destilacién con agua y vapor es aquella en la que el
vegetal no esta en contacto con el agua, el vapor de agua se inyecta a través de la masa vegetal
dispuesta sobre placas perforadas, rejilla o malla. EI material debe tener tamafio uniforme
para favorecer el paso del vapor. Por su sencillez, bajo costo y rendimientos, esta técnica es

la mas usada en la industria de aceites esenciales (Gonzalez Villa, 2004).

Para llevar a cabo la extraccion del aceite esencial el equipo utilizado se construyo basandose
en el equipo construido en los cursos de formacion del Servicio Nacional de Aprendizaje

(SENA), Colombia el cual se presenta esquematicamente en la ilustracion 2.1.
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lustracion 2.1 Esquema del equipo de Extraccion del aceite esencial de eucalipto (Eucaliptol).

El equipo consta de:

1. Céamara: es una olla de presion, dentro de la cual esta una rejilla sobre la que descansa
el material vegetal. En la parte inferior se coloca agua destilada.

2. Union: asegura la manguera a la véalvula de salida de vapor de la olla.

3. Manguera de silicona termoestable: conecta la camara con el tubo de cobre para
transportar el aceite al alcanzar las condiciones de ebullicion dentro de esta.

4. Tubo de cobre en espiral: el cobre es el material que favorece la transferencia de calor,
este tubo esta en contacto con agua fria para la condensacion del aceite.

5. Recipiente alrededor del tubo en espiral: para contener el agua fria, el tubo de cobre
va dentro de este, los cuales en conjunto forman el condensador del equipo.

6. Bomba: lleva agua para mantener un flujo constante hacia el recipiente alrededor del
tubo de cobre, para maximizar la eficiencia en la transferencia de calor.

7. Contenedor plastico: Contiene el agua de recirculacion.

8. Recipiente de captacion de hidrolato: Colecta el destilado de aceite esencial.

Se puede observar una fotografia del equipo construido en el Anexo 1, Los parametros de

operacion estan detallados en la seccion 4.1.

25



2.2 Pruebas preliminares para establecer la proporcion de cada constituyente en

las formulaciones del desinfectante

Para elaborar el disefio experimental, es necesario tener claro que materias primas
conformarian el desinfectante, por lo que se pre-experiment6 para encontrar las relaciones

apropiadas para la incorporacion de todos los elementos que formen parte de la formulacion.

2.2.1 Determinacion de las proporciones utilizadas en la formulacion

Se realizaron pruebas preliminares en donde se estudiaron diversos emulsificantes, de los que
se procurd el uso de emulsificantes naturales, entre los que se utilizaron estan la Betaina de
Coco, Acido estearico y Aceite de Ricino hidrogenado en donde se buscé la formacion de
una sola fase al momento de realizar la mezcla del aceite esencial, y el agua destilada junto
al agente emulsificante. Estos fueron escogidos dado que su valor HLB era idéneo para

soluciones aceite en agua como se muestra en latabla 2.1

Tabla 2.1 valores HLB de emulsionantes naturales utilizados.

Agente HLB
emulsificante
Aceite de Ricino 14
Acido estearico 15
Betaina de coco N/A”

Fuente: Valores recopilados de (Vega y Miranda, 2009).

*Nota: la betaina de coco es un coemulsionante
utilizado en compafiia de otros tensioactivos por
lo que su valor HLB no esta determinado.

Se realizaron pruebas de cada uno de los emulsionantes las cuales por separado no formaban
una sola fase homogeénea, se intentd una combinacion de ambos la cual presento mejores
resultados, sin embargo adquiria una consistencia muy cremosa por lo que se recurrié a la

ayuda de un coemulsionante, es decir, la betaina de coco la cual logré dar una consistencia
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mas liquida al desinfectante; por tanto se procedié a realizar pruebas con diferentes

proporciones de ellos hasta encontrar la proporcion adecuada.

Se utilizé Alcohol etilico como agente clarificante de la emulsién resultante debido a que
presentaba aspecto lechoso y alta viscosidad, por lo que el alcohol actué como diluyente, sin
embargo, este fue utilizado en una cantidad muy baja para que no tuviera un efecto

bactericida.

Con los resultados obtenidos se establecieron las proporciones (v/v) de cada uno de los

constituyentes para la formulacion del desinfectante, y estos se presentan en la tabla 2.2

Tabla 2.2 Proporciones de los reactivos a utilizar respecto al aceite esencial de Eucalipto.

Reactivos Proporciones (v/v)
Aceite esencial de eucalipto 1
(Cineol)
Aceite de ricino hidrogenado 2
Acido estearico 0.5
Betaina de coco 0.8
Alcohol etilico al 90% 0.5

El procedimiento a seguir para preparar el desinfectante se muestra esquematicamente en la

ilustracién 2.2.
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Pesar acido
esteadrico
60°C

Trasladar a un beacker, rotular
como beacker 1. Llevar a 60°C
permitiendo que el acido se

derrita.

Gt - -

Medir Agua destilada, Mezclar en un beacker, rotular
Medir betaina de coco como beacker 2 y llevar a 60°C

|
o T

Mezclar en un beacker, rotular
beacker 3y
llevar a 60°C

Medir aceite esencial de
eucalipto, Medir aceite de
ricino y medir etanol.

d

Verificar que los 3 beacker estén

en 60°C
Verter despacio el
contenido del beacker 2

en el 1, agitar

Beacker 2 constantemente
N

Beacker 1

Verter despacio el
contenido del beacker 3
en el 1, agitar
constantemente

Beacker 3

Después de mezclar durante 5
minutos, detener la agitacion.
Dejar enfriar a temperatura
ambiente y envasar en un frasco

Beacker 1 limpio.

llustracion 2.2 Procedimiento de preparacion del desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto.
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2.3 Disefio experimental para estudiar el efecto de la concentracion de aceite

esencial y el pH en la actividad antimicrobiana del desinfectante.

El disefio experimental es un modelo estadistico, cuyo objetivo es averiguar Si unos
determinados factores influyen en una variable de interés y, de existir influencia,
cuantificarla. Ademas, estudia como variar los factores de un proceso para conocer los
cambios que estos puedan generar en la respuesta y entender mejor el funcionamiento de un

proceso o fenémeno estudiado.

Para la presente investigacion se utiliz6 un disefio experimental del tipo factorial multinivel,
este disefio es usado para estudiar efectos con “q‘“ factores cuantitativos. Se parte
especificando un rango de cobertura para cada factor (el cual es variado) y el numero de
diferentes niveles en los cuales se realiza el estudio (STATGRAPHICS, 2006).

Como se menciond en la seccion 1.1.4 del capitulo 1, la concentracidn del componente activo
es critica en la actividad antimicrobiana del desinfectante y en el caso del pH este influye en
el entorno del microorganismo afectando su funcionamiento y permitiendo la absorcion del
compuesto activo, por lo que se seleccionaron los factores: concentracion de aceite esencial
de eucalipto y pH del desinfectante como principales influyentes en la actividad

antimicrobiana (variable respuesta).

Para cuantificar el impacto de dichos factores en la variable respuesta se recurrié al
seguimiento de la turbidez del medio inoculado y incubado comparandolo con los estandares
de turbidez McFarland, los cuales dan un indicativo de la concentracion de microorganismos

respecto al grado de absorbancia.

El rango de concentracion de aceite esencial de eucalipto a experimentar fue considerado
tomando como referencia el documento técnico escrito por Solé, Alonso y Aubert (1994) en
el que se detallan rangos de concentracion para diversos componentes activos de
desinfectantes y distintos productos de limpieza, entre los que se encuentran diversos

componentes organicos que van desde el 0.1 hasta un 8% v/v de concentracidn; sin embargo,
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para productos similares basados en aceites esenciales su concentracion recomendable es de
un 2% v/v para el aceite de pino y un 5 % v/v para el aceite del arbol de Té (Valdez, 2010)
por lo que se selecciond un rango de concentracion de 1 a 5% v/v para esta investigacion. El
rango de pH a experimentar es de 4 a 6, debido a que este rango se encuentra fuera del pH
optimo de desarrollo de multiples microorganismos entre los que se encuentran los utilizados
como indicadores para esta investigacion. Dado lo anterior el disefio experimental consta de
5 niveles para concentracion y de 3 niveles para pH como se ilustra en la tabla 2.3.

Tabla 2.3 Pardmetros del disefio experimental.

Factores Limite Bajo | Limite Alto Niveles Unidades

Concentracion de

aceite esencial de
) 1.0 5.0 5 % VIV
Eucalipto.

pH 4 6 3 Unidades de pH

En base al disefio del tipo factorial multinivel y haciendo uso de un software estadistico se
obtienen 15 pruebas a efectuar y cada una de ellas se realizara por duplicado para cada uno
de los microorganismos (E. coli y S. aureus). La tabla 2.4 muestra cada una de las pruebas a
realizar.

Tabla 2.4 Pruebas a realizar obtenidas del disefio experimental.

doprueba | Copeniationdeacec |
1 50 4,0
2 1,0 6,0
3 4,0 6,0
4 50 6,0
5 2,0 6,0
6 3,0 4,0
7 1,0 50
8 4,0 50
9 3,0 50
Continua...
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Tabla 2.4 Pruebas a realizar obtenidas del disefio experimental (Continuacion).

wdeprueba | SO deacate |,
10 4.0 4,0
11 2,0 5,0
12 1,0 4,0
13 3,0 6,0
14 2,0 4,0
15 5,0 5,0

Cada una de las pruebas a realizar segun la tabla 2.4 serdn sometidas a pruebas de ausencia-
presencia, las que presenten resultados positivos (entendiéndose como positivo el no
crecimiento de microorganismos) se someteran a la metodologia de pruebas de tiempo de
contacto y a la metodologia cuantitativa de actividad bactericida, a la que presente el mejor
resultado se le determinaran las propiedades fisicas del desinfectante y se evaluara su impacto
ambiental a través de los parametros obligatorios de vertido de las aguas residuales de
acuerdo alanorma NSO 13.49.01.09. Aguas Residuales Descargadas a un Cuerpo Receptor y
la Norma Técnica para Regular Calidad de Aguas Residuales de Tipo Especial Descargadas

al Alcantarillado Sanitario.

2.4 Metodologia de evaluacion bactericida

En este apartado se expondran las metodologias con las cuales se evaluardn los
desinfectantes, tanto cualitativa como cuantitativamente con el objetivo de garantizar el

poder bactericida del mismo y asegurar su funcionamiento.

2.4.1 Metodologia de pruebas de Ausencia-Presencia

La evaluacion de ausencia-presencia de microorganismos se realizara por medio de la marcha
de laboratorio “Accion de Agentes Fisicos y Quimicos sobre los Microorganismos” (Pereira
de Ruiz, 2016), (ver anexo 2) esta nos indicara cual o cuales formulaciones de desinfectante

puestas a prueba poseen accién antimicrobiana. Posteriormente los resultados obtenidos se
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compararan con la escala de turbidez McFarland (ver anexo 3) para determinar el nimero de
microorganismos presentes de manera cuantitativa (Organizacion Mundial de la Salud, 2004)
reportando los resultados como unidades formadoras de colonias (UFC). Esto se muestra de

manera esquematica en la ilustracion 2.3.
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L. siembra cle cepas T 3. Contaminar los L_g_i_ i

desde placa petri en . ~ N\
palillos con la cepa
tubo 2. Incubar por 48h comespondierte -

V «'l/,::lEIL/’ (7"

4 s

4. Exposicion de palillos
S. Repigue de palillos contaminados a las

en medio de cultivo formulaciones
CTS.

. ==

7. Comparar cada tubo conlos
estandares McFarland previamente
preparados, y registrar resultados.

llustracion 2.3 Esquematizacion de proceso de prueba de ausencia-presencia.

2.4.2 Metodologia de pruebas de tiempo de contacto

La prueba de tiempo de contacto se medira por la técnica de dilucion en tubo (ver anexo 4),
esta técnica consiste en colocar volumenes iguales de las formulaciones puestas a prueba en
tubos estériles con el microorganismo a utilizar posteriormente se transfiere una alicuota a
tubos que contienen medio de cultivo (Alba & Araujo, 2008). Esta técnica se utilizara con el
objetivo de determinar el tiempo en que es efectiva la formulacién. Tal como se muestra de

manera esquematica en la ilustracion 2.4.
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llustracién 2.4 Esquematizacion de prueba de tiempos de contacto.

2.4.3 Metodologia cuantitativa de actividad bactericida

La prueba cuantitativa de actividad bactericida se hara de acuerdo al método de evaluacion
de actividad antimicrobiana establecido por el manual “Official Methods of Analysis”
AOAC,; el cual detalla la metodologia para determinar la actividad antimicrobiana y es
aplicable a los productos germicidas. Se basa en determinar el porcentaje de reduccién de un
numero determinado de microorganismos, cuando se ponen en contacto con un germicida,
bajo condiciones de prueba especificas. Ademas se compararan los resultados obtenidos
contra desinfectantes comerciales de uso doméstico de acuerdo a Claros, Hernandez y
Turcios (2015)
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2.5 Metodologia para establecer las propiedades fisicas del desinfectante

basado en aceite esencial de Eucalipto y su vida util.

En esta seccion se expondran las metodologias con las cuales se evaluaran los desinfectantes
con el objetivo de poder recolectar la informacidn necesaria para la realizacion de la ficha

técnica.

2.5.1 Homogeneidad

El desinfectante se considerard homogéneo al contar de una Unica fase en la cual no se pueda
visualizar a los componentes que lo forman. La homogeneidad se evaluara a través de la

observacion de la solucién formada al instante de su elaboracién.

2.5.2 Estabilidad

Para considerar al desinfectante como estable este debe ser capaz de mantener sus
propiedades, homogeneidad y efecto de limpieza a través del tiempo. La estabilidad se
determinaré a través tanto de observacion de una sola fase homogénea, como la del anélisis
de actividad bactericida del desinfectante después del mismo periodo de tiempo que se

tomara en cuenta para la vida dtil.

2.5.3 Corrosividad

Corrosividad es la capacidad que posee una sustancia para destruir o dafiar irreversiblemente
una superficie o sustancia con la que entre en contacto, en donde las sustancias corrosivas
mas comunes suelen ser &cidos y bases fuertes. Segun la ficha de seguridad del Cineol
(PubChem , 2018) esta es una sustancia no corrosiva lo cual es respaldado por su naturaleza
como un monoterpeno, componentes tipicos de los aceites esenciales, por lo que un
desinfectante formulado a partir de esta no debera presentar ningun tipo de corrosividad. Sin
embargo, al no aplicarse de manera pura, sino mas bien en solucién junto a otros compuestos,
es necesario realizar pruebas de corrosividad para comprobar que el desinfectante formulado

no afecte de manera negativa las superficies que pretende limpiar.
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En esta investigacion se utilizard el método de rastreo del cambio de masa basado en la
practica N°3 “Influencia del pH en la corrosion” (Arévalo, 2015), (ver anexo 5) y haciendo
uso de la ecuacion presentada en el guion de clase de la Unidad 2 “Importancia del estudio y
factores que influyen en la corrosion” (Arévalo, 2015); la cual representa la velocidad de

corrosion expresada en cm/h, de la Cétedra Principios de Electroquimica y Corrosion.

2.5.4 Capacidad desodorante

Esta es la capacidad del producto para eliminar malos olores presentes en el area a limpiar,
los cuales se pueden deber a la presencia de microorganismos o de elementos en estado leve
de descomposicion, llevada a cabo a través de la eliminacion de estos elementos extrafios.
Dado que el olor es algo muy subjetivo no puede ser medible de manera cuantitativa
facilmente por lo que se tiende a medir de manera cualitativa con lo que se conoce como

analisis sensorial.

El tipo de anélisis sensorial utilizado serd uno Olfativo en el que a grandes rasgos mide las
respuestas de un grupo de personas expuestas a un cierto olor o aroma en particular
solicitandoles que describan el aroma segun las indicaciones de quienes guian la sesion, el

rasgo identificable del olor, intensidad y su permanencia.

En esta investigacion se usara una prueba heddnica basada en la investigacion “Evaluacion
Sensorial” (Hernandez, 2005). Se busca identificar la presencia de residuos fétidos y la
caracteristica discriminatoria seré la ausencia o presencia de estos luego de la limpieza con el
desinfectante (ver Anexo 6). Preparando un ambiente controlado antes de la exposicién de
los jueces al producto para evitar errores o discrepancias debidos a estimulos externos, el
numero de panelistas minimos segun Ibafiez y Barcina (2001) esta entre 30 y 40 personas por

muestra para asegurar fiabilidad estadistica.

2.5.5 Riesgo al contacto

El riesgo al contacto se determinara de manera cualitativa al exponer a los investigadores

durante un periodo de tiempo de 5 minutos con el desinfectante en contacto directo con el
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dorso de la mano, antebrazo y en los dedos, poniendose cada investigador una porcion de 5
ml del desinfectante en una de las anteriores partes; al cabo de este tiempo se limpiard y se
dejard transcurrir 10 minutos mas para observar las alteraciones en la zona expuesta si las

hubiere como se muestra esquematicamente en la ilustracion 2.5.

<
n '}q ) - /—)7
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J |
1. Lavary secar las 2. Agregar sobre dorso de mano,
manos dedos y antebrazo 5ml de
desinfectante

3. Transcurridos 5 minutos,
observar las zonas expuestasy
registrar resultados

llustracion 2.5 Esquematizacion de prueba de Riesgo de Contacto.

2.5.6 Vida util

Se mantendran las muestras del desinfectante formulado a las condiciones ambiente del area
metropolitana de San Salvador, cuyo promedio en temperatura y humedad segin datos del
Servicio Nacional de Estudios Territoriales (SNET) son de 30 °C y 50% de humedad, conel
fin de estudiar el efecto del paso del tiempo y como afecta éste a las propiedades del
desinfectante. Se realizara de esta manera debido a que segin el formulario GUIA DE
USUARIO PARA TRAMITE DE NUEVO REGISTRO SANITARIO DE PRODUCTOS

COSMETICOS E HIGIENICOS de la Direccién Nacional de Medicamentos (DNM) no es
necesario declarar fecha de vencimiento para un producto higiénico. Sin embargo, siendo
este un producto natural es conveniente garantizar sus propiedades durante un periodo

minimo de tiempo. Cabe aclarar que la DNM considera como productos higiénicos:
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Productos destinados a ser aplicados en objetos, utensilios, superficies y mobiliario que estén
en contacto con las personas en viviendas, edificios e instalaciones publicas y privadas,
industrias y otros lugares, usados con el fin de limpiar, desinfectar, desodorizar y aromatizar.

(Direccion Nacional de Medicamentos, 2016).

Tomando como referencia a Troya (2007) el periodo minimo de efectividad esperado para un
desinfectante en su forma concentrada es de 3 meses por lo tanto la prueba a realizar tendra
una duracién de 90 dias, en la misma se evaluara de manera cuantitativa la permanencia del
poder bactericida de la formulacion exitosa resultante de la prueba cuantitativa expuesta en el
apartado 2.4.3 realizando ademas dicha prueba aproximadamente a los 60 dias, dado que es
un producto natural sin conservantes es recomendable darle un seguimiento a su efectividad
bactericida en un periodo menor al propuesto, cabe aclarar que no se evaluara a los 30 dias ya
que Troya (2007) establece un periodo minimo de 30 dias para desinfectantes en forma diluida
por lo tanto este tiempo no es representativo. Sin embargo, si se observara una disminucién
en su actividad bactericida por debajo de 99.999% dejaria de ser apto para su uso en
laboratorios e industrias, de tal manera que la prueba de vida util se veria finalizada,
reportando la vida util del desinfectante como el dltimo tiempo en el que se determino
efectividad bactericida del 99.999%.

2.6 Metodologia para la determinacion de los parametros obligatorios de vertido

de las aguas residuales.

Como parte de los objetivos en la formulacién del desinfectante natural, objeto de la presente
investigacion se realizard un analisis del agua residual del proceso de manufactura del
desinfectante y del proceso de limpieza con el desinfectante sobre una superficie cuyos
parametros y metodologias se listan en la tabla 2.5, para ser comparados con la norma NSO
13.49.01.09: Aguas residuales descargadas a un cuerpo receptor (CONACYT, 2009) y con
la Norma técnica para regular calidad de aguas residuales de tipo especial descargadas al
alcantarillado sanitario (ANDA,2004).
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Tabla 2.5 Pardmetros a evaluar de ambas normas para aguas residuales.

Parametro

Metodologia a aplicar

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

5220 C Closed Reflux, Tritrimetric Method

APHA

Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO:s)

5210 B 5-Day BOD Test. Method APHA

Sélidos Sedimentables

2540 F Setteable Solid Method APHA

Sélidos Suspendidos Totales

2540 D Total Suspendid Dried at 103 —
105°C
Method APHA

Aceites y Grasas

5520 D Soxhiet Extraction. Method APHA
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Capitulo 3

Fase Experimental

En el presente capitulo se narra la ejecucion de las metodologias experimentales que abarcan
desde la extraccion del aceite esencial haciendo uso del equipo descrito en la seccion 2.1, la
elaboracion de los desinfectantes a evaluar y las distintas pruebas de actividad bactericida,
asi como sus propiedades fisicas, vida Gtil y la evaluacion del impacto ambiental a través de
la comparacion con la norma NSO 13.49.01.09. Aguas Residuales Descargadas a un Cuerpo
Receptor y la Norma Técnica para Regular Calidad de Aguas Residuales de Tipo Especial

Descargadas al Alcantarillado Sanitario.

3.1 Extraccion del aceite esencial

Se recolectaron hojas de eucalipto del Centro Tecnoldgico de Agricultura y Ganaderia
(CETAG) UES, ubicado en San Luis Talpa, ya que en el CETAG (ilustracion 3.1) se cuenta
con una amplia poblaciéon de arboles de eucalipto globulus labil. Comparando con las
caracteristicas especificas de la especie (llustracion 3.2), se colectaron 3 sacos de hojas cuya
masa ascendia a 19.2 kilogramos. El proceso completo de recoleccion y preparacion de

materia prima se detalla en la ilustracion 3.3.
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llustracion 3.1 Centro Tecnolégico de Agricultura y Ganaderia. lHustracion 3.2 Especie de eucalipto
encontrada en CETAG
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peso.

llustracion 3.3 Esquema de proceso de recoleccién y preparacion de materia prima.

Posteriormente usando el equipo descrito en la seccidn 2.1 se realizd la extraccion del aceite
esencial, las hojas fueron limpiadas, lavadas y secadas previo al proceso de destilacion, para
luego ser colocadas en la cdmara separandolas por medio de una rejilla del agua al fondo de
ésta. Las destilaciones fueron realizadas en el lapso de 10 dias en las que se realizaron 29
corridas de destilacion, las cuales tenian una duracién promedio de 1 hora con 20 minutos.
En esta operacion se obtuvo una mezcla de hidrolato de eucalipto junto al aceite esencial
debido a las caracteristicas del equipo de extraccion, la cual fue necesario separar a través de
diferencia de densidades usando ampollas de separacion, como se muestra en la ilustracion
3.4.

El aceite esencial obtenido fue almacenado en frascos de vidrio ambar, para conservar de la
mejor manera posible sus propiedades. Los pardmetros de operaciéon se detallan en el

apartado 4.1.
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llustracion 3.4 Separacidn de aceite esencial de
eucalipto del hidrolato.

3.2 Preparacion de las formulaciones del desinfectante obtenidas del disefio

experimental.

Se procedi6 a elaborar las diferentes formulaciones de los desinfectantes de acuerdo a la tabla
2.4 y al proceso descrito en la ilustracion 2.2. De cada proporcion de aceite esencial se
elaboraron 600 ml, de los cuales se tomaron 200 ml para regular las condiciones a cada pH,

obteniendo asi las 15 formulaciones a evaluar, las cuales se muestran en la ilustracion 3.5.

Para regular el pH de cada formulacion se uso bicarbonato de sodio (NaHCO3) para basificar
en un rango de 0.03 g — 0.05 g y acido citrico (CeHgO7) para acidificar en unrango de 0.059—
0.1g paralosdesinfectantes ya que el pH original era de 5.4,se homogenizé mediante agitacion
constante, luego de unos minutos se detuvo la agitacion y se realizaron las lecturas con

pHmetro digital, hasta alcanzar el pH indicado.

llustracién 3.5 Desinfectantes a Evaluar.
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3.3 Determinacion de la actividad bactericida

En esta etapa se realizaron las pruebas cualitativas y cuantitativas para la seleccion de la
formulacién o formulaciones mas efectivas evaluandolas con los microorganismos
indicadores Escherichia coli y Staphylococcus aureus, las cuales fueron donadas por el
Laboratorio de Calidad de Aguas de la Administracion Nacional de Acueductos y
Alcantarillados (ANDA) ya que estas poseen la certificacion de la American Type Culture
Collection (ATCC) (ver anexo 8).

3.3.1 Pruebas de Ausencia-Presencia

En esta prueba se realizé la metodologia expuesta en el anexo 2, para lo cual fue necesario el
escalamiento de los microorganismos con el objetivo de tener un cultivo de 48 horas en
cantidad abundante ya que se necesitd contaminar un gran namero de palillos, previamente
esterilizados, por las caracteristicas del procedimiento debido a que se realizaron en total 60
pruebas, 30 para Staphylococcus aureus y 30 para Escherichia coli de las cuales comprenden

las 15 formulaciones a testear y sus respectivos duplicados.

Un resumen del proceso se muestra de manera esquematica en la ilustracion 3.6.
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1.Escalar las cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus durante 48 horas.

2.Preparar 400 ml de CTS, esterelizar el mismo junto con 61 tubos de ensayo, 60
palillos y 15 pipetas y 3 probetas.

3.Rotular los tubos indicando el numero de formulacién y el microorganismo que
se probara, vertir 5ml de caldo en cada tubo.

4.Introducir dos palillos durante 1 minutos en el cultivo S. Aureus, trasladar los
palillos a la formulacion 1 y dejar durante una hora.

5.Retirar los palillos de la formulacion, sembrar cada uno mediante repique en

tubo conteniendo CTS.

6.Repetir los pasos 4 y 5 para la formulacion 1, con E. coli

7. Repetir pasos 4, 5y 6 para las 14 formulaciones restantes.

8. Reservar un tubo Unicamente con caldo para que sea el blanco de comparacion.

9. Incubar durante 48 h a 37°C, observar los resultados comparando con los
estandares de turbidez mcfarland y registrar los datos.

llustracion 3.6 Flujograma del proceso experimental de la prueba Ausencia-Presencia de
microorganismos expuestos al desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto.
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Se preparo toda la cristaleria a usar, esterilizandose en autoclave; Se prepar6 400 ml de medio
de cultivo Caldo Tripticasa Soya (CTS) dispensandose 6 ml en cada uno de los 60 tubos para

luego ser esterilizados como se muestra en la ilustracion 3.7 y 3.8.

l\ »

llustraciéon 3.7 Llenado de los tubos con medio CTS. llustracion 3.8 Tubos llenos con CTS.

Se dispensaron 5 ml de desinfectante en 60 tubos esterilizados y debidamente rotulados para
cada tipo de microorganismo y formulacién para estar listos al momento de pasar el minuto

de la contaminacién de los palillos como se muestran en la ilustracion 3.9.

e B 5 L4t

>
.

lustracién 3.9 Formulaciones listas para ser dispensadas en los tubos de ensayo.

Los palillos fueron contaminados por un periodo de 1 minuto con las cepas ya escaladas,
después del cual fueron expuestos a las formulaciones por 1 hora, como se muestra en la
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ilustraciéon 3.10, posteriormente se inocularon los tubos conteniendo CTS con los palillos
recien salidos de las formulaciones de desinfectante para ser puestos a incubar por 48 horas

a una temperatura de 37 °C.

S\ .\

llustracion 3.10 Formulaciones conteniendo a los palillos contaminados con S. aureus y E. coli

3.3.2 Prueba de tiempo de contacto

De laprueba anterior se obtuvieron dos formulaciones que presentaron los mejores resultados
(Concentracion 4% v/v, pH=5 y Concentracion 5% v/v, pH=5); por lo que estas se
consideraron con la mayor actividad bactericida y por lo tanto se sometieron a la prueba de
tiempo de contacto por el método de dilucion en tubo metodologia expuesta en el anexo 4.
Para lo cual fue necesario realizar nuevamente el escalamiento de los microorganismos con

el objetivo de tener un cultivo de 48 horas.

Un resumen del proceso se muestra de manera esquematica en la ilustracion 3.11
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1.Escalar las cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus durante 48
horas.

2. Preparar 200 ml de CTS, esterelizar el mismo junto con 36 tubos de
ensayo, y 16 pipetas y 2 probeta.

3. Rotular los tubos indicando el numero de formulacién y el
microorganismo, el tiempo de contacto que se estudiard, vertir 5ml de
caldo en 16 tubos.

4. Tomar 1 ml de la cultivo de S. aureus y afiadir a un tubo vacio,
posteriormente agregar 1 ml de la formulacidon 8, este sera el tubo de
mezcla.

5. Esperar 30 segundos, y trasladar 1ml de del tubo de mezcla a un

tubo con caldo CTS, incubar por 48h.

6. Repetir pasos 4 y 5 esperando 5, 15 y 30 minutos.

7. Repetir pasos 4, 5y 6 para E. coli.

8. Repetir pasos 4, 5, 6 y 7 para la formulaciéon 15.

9. Incubar durante 48 h a 37°C, observar los resultados
comparando con los estandares de turbidez mcfarland y registrar
los datos.

llustracion 3.11 Flujograma de proceso para prueba de tiempo de contacto de
microorganismos contra el desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto.
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Se prepararon 200 ml de medio de cultivo CTS para llenar 18 tubos. Se tom6 1 ml de la cepa
cultivada y se afiadié a un tubo vacio para posteriormente agregar 1 ml de desinfectante ver
ilustracion 3.12, se agitd y se dejo pasar los tiempos de estudio después de los cuales se tomd
una alicuota de 0.5 ml de esta mezcla para inocular los tubos conteniendo CTS debidamente
identificados, poniéndose a incubar por 48 horas a 37°C. Lo anterior se realiz6 para cada uno

de los microorganismos.

lustracién 3.12 Exposicién de la cepa al desinfectante formulado.

3.3.3 Prueba Cuantitativa de la actividad bactericida

De la prueba 3.3.1 se obtuvieron dos formulaciones que presentaron los mejores resultados
por lo que estas se consideraron con la mayor actividad bactericida y por lo cual estasfueron
enviadas al laboratorio del Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de

la Universidad de El Salvador (UES) en donde se sometieron a la prueba de Evaluacion de
Actividad Antimicrobiana basada en el manual “Official Methods of Analysis “AOAC.

3.4 Determinacién de propiedades fisicas del desinfectante y su vida util

Como parte de la caracterizacion de un producto limpiador es necesario establecer sus

propiedades fisicas, para su uso y manejo en industrias y laboratorios; ademas se realiz6 un
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estudio de la permanencia de las propiedades bactericidas luego de un periodo de tiempo
considerable, con el objetivo de garantizar su efecto limpiador.

Cabe aclarar que estas propiedades fueron evaluadas para una sola formulacién de acuerdo a

los resultados de la prueba 3.3.3.

3.4.1 Determinacion de Homogeneidad

La homogeneidad se determind de manera cualitativa al momento de la elaboracion de las
diferentes formulaciones de desinfectantes con la observacién de si estas presentaban

sinéresis, es decir, la separacion de fases u componentes de una disolucién.

3.4.2 Determinacion de Estabilidad

La estabilidad se determiné a través de la observacion de la permanencia de una sola fase
homogénea, por un periodo de tiempo acorde con la determinacion de la vida util, en la que

se evaluara la efectividad bactericida.

3.4.3 Determinacién de Corrosividad

La prueba de corrosividad fue efectuada siguiendo la metodologia descrita en el anexo 5,
utilizando como materiales de prueba una pieza de hierro y una de acero, las cuales fueron
pesadas antes de ser expuestas a la solucion puesta a prueba, la pieza metélica fue colocada
en un recipiente de vidrio en donde se agreg6 el desinfectante hasta cubrirlo por completo,
como se muestra en la ilustracion 3.13, dejandose por un periodo de una semana; después del
cual las piezas fueron limpiadas, secadas con papel toalla y colocadas en la estufa a una

temperatura de 105°C por 30 minutos para eliminar todo rastro de humedad.
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lustracion 3.13. Piezas de metal sumergidas en desinfectante.

3.4.4 Determinacion de capacidad desodorante

La capacidad desodorante de la formulacién de desinfectante fue determinada a través de un
analisis sensorial del tipo heddnico detallado en el anexo 6, usando el instrumento de prueba
presentado en el anexo 7. En dicha prueba se contamin6 una superficie con una sustancia con
olor fétido (atin) y cada uno de los evaluadores reconoci6 dicho olor como se muestra en la
ilustracion 3.14;

llustracién 3.14 Panelista olfateando la superficie después de limpia.
3.4.5 Determinacion de Riesgo al contacto

Esta prueba se realiz6 de manera cualitativa exponiendo a los investigadores por un periodo
de 5 minutos a 5 ml del desinfectante en diferentes zonas de la piel como lo son el dorso de
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la mano, dedos y el antebrazo como se muestra en la ilustraciéon 3.15; luego se lavé la zona

expuesta y se dejaron pasar 10 minutos en espera de alguna reaccion o irritacion.

llustracion 3.15 Superficies de la piel expuestas al desinfectante.

3.4.6 Determinacién de la Vida util

Las pruebas de efectividad bactericida para determinar la vida Gtil se realizaron después de
transcurridos 60 y 90 dias desde la elaboracion de dicha formulacién de la cual se reservo
una cantidad de 150 ml para la realizacién de cada prueba bajo la misma metodologia del
apartado 3.3.3. en el laboratorio CENSALUD UES.

3.5 Determinacion de los pardmetros obligatorios de vertido de las aguas

residuales

Para evaluar parametros obligatorios de vertido de las aguas residuales de acuerdo a la Norma
NSO 13.49.01.09 y la Norma Técnica para regular la calidad de aguas residuales de tipo
especial vertidas al alcantarillado sanitario de la prueba 3.3.3 se seleccion6 una formulacion
con la mayor actividad bactericida y menor concentracién de componente activo. Se colecto
el agua residual de la limpieza de utensilios, cristaleria y equipo utilizado durante el proceso

de manufactura del desinfectante con el objetivo de conocer el impacto de su elaboracion a
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escala de laboratorio, ademas se realiz6 un proceso de limpieza sobre la mesa de laboratorio
de la planta piloto de la Universidad de El Salvador en donde se colecto el agua residual de
esta operacion tal como se muestra en la ilustracion 3.16, con el objetivo de conocer la
contribucion que éste aportaria a la carga contaminante existente durante su utilizacion, la
cual fue enviada al Laboratorio de Control de Calidad de la Administracion Nacional de

Acueductos y Alcantarillados (ANDA) (llustracion 3.17) en donde se sometio al analisis de

DBOs5, DQO, Aceites y Grasas, Solidos Sedimentables y Sdlidos Suspendidos.

lustracion 3.16 Limpieza de mesa de laboratorio con desinfectante basado en aceite
esencial de Eucalipto.

llustracion 3.17 Muestra de agua recolectada del proceso de manufactura del desinfectante
basado en aceite esencial de Eucalipto.
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Capitulo 4

Analisis y Discusion de Resultados

En el presente capitulo se narra los resultados obtenidos que abarcan desde la extraccion del
aceite esencial, las distintas pruebas de actividad bactericida, asi como sus propiedades
fisicas, vida util y la evaluacion del impacto ambiental a través de la comparacion con la
norma NSO 13.49.01.09. Aguas Residuales Descargadas A Un Cuerpo Receptor y la Norma
Técnica Para Regular Calidad De Aguas Residuales De Tipo Especial Descargadas Al

Alcantarillado Sanitario.
4.1 Resultados de la extraccion del aceite esencial

En esta etapa se realizaron 29 corridas de destilacion, las cuales tenian una duracion
aproximada de 1 hora con 45 minutos considerando operaciones de limpieza del equipo,
preparacion de las hojas, etc., en un lapso de 10 dias; al final de las que se obtuvieron en total

486 ml de Aceite esencial de Eucalipto.

Como parte de la investigacion se determino el rendimiento obtenido de la operacion de
destilacion, el cual esta basado en un balance de masa de la cantidad de aceite esencial

obtenida entre la masa de hojas entrantes al proceso, como se detalla a continuacion:

V Aceite esencial obtenido = 486 ml
P Aceite esencial = 0.912 g/ ml dato tomado de la Tabla 1.3
M Hojas entrantes = 19.2 kg

M Aceite esencial = VAceite esencial obtenido * p Aceite esencial
M Aceite esencial — (486 ml)*(0912 g/ml) = 443.23 g.

% Rend'm'ento = (MAceite esencia|/ MHojas entrantes) *100 = (44323 g / 19200 g) *100

% Rendimiento = 2.308 % 6

Rendimiento = 0.023 g de aceite esencial / g hojas de eucalipto utilizadas
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Retomando elargumento de la seccion 1.3.1 en la que tedricamente se establece un rango de
rendimiento de extraccion para la especie Eucalyptus globulus labil que va desde 1.5 hasta el
3% pl/p, por lo que el rendimiento obtenido de 2.308% p/p coincide con el rango teorico
demostrando a su vez el buen funcionamiento del equipo utilizado. Es importante aclarar la

existencia de pérdidas de aceite esencial en la operacion de separacion.

4.2 Resultados de andlisis cualitativo y cuantitativo de la actividad bactericida

4.2.1 Resultados de prueba de ausencia-presencia

En la tabla 4.1 se presentan los resultados obtenidos de la comparacion de cada tubo
inoculado segun la tabla 2.4 con la escala de turbidez McFarland asignando a cada tubo de
prueba el nimero de la escala de turbidez més semejante recopilandose para E. coli y en la

tabla 4.2 para S. aureus.

Tabla 4.1 Resultados de prueba Ausencia-Presencia para Escherichia Coli seguin escala

McFarland
Concentracion de o .
N° de ) . N° Turbidez N° aproximado de
aceite esencia ) i
prueba pH Estandar microorganismos
(% vIv) (UFO)
1a > 4 3 9x108
1b 5 4 3 9x108
28 1 6 2 6X108
2b 1 6 3 9x108
3a A 6 2 6X108
3 4 6 2 6x10°
4a 5 6 2 6x10°
4b 5 6 2 6x10°
5a 2 6 2 6X10°
9 2 6 2 6x10°
6a 3 4 2 6x108
el 3 4 2 6x108
/a 1 5 3 9x108
b 1 5 3 9x10°
8a 4 5 2 6x108
85 - 5 2 6x108
Continua...
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Tabla 4.1 Resultados de prueba Ausencia-Presencia para Escherichia Coli segun escala
(Continuacion).

N° d Concentracion de N Turbid

e urplaez 0 H

aceite esencial pH ) N® aproximado de
prueba Estandar |microorganismos (UFC)
(% VIV)

9% 3 5 3 9x108

9 3 5 3 9x108

10a 4 4 3 9x108

10b 4 4 3 9x108

11a 2 5 3 9x108

11b 2 5 2 6x108

12a 1 4 2 6x108

12b 1 4 2 6x108

13a 3 6 3 9x108

13b 3 6 3 9x108

14a 2 4 2 6x108

14b 2 4 2 6x108

Tabla 4.2 Resultados de prueba Ausencia-Presencia para Staphylococcus aureus segun

escala McFarland

Concentracién de
N° de ) ) N° Turbidez N°aproximado de
aceite esencial pH . .
prueba Estandar microorganismos (UFC)
(% viv)

la 5 4 2 6x108
1b 5 4 1 3x108
2a 1 6 2 6x108
2b 1 6 2 6x108
3a 4 6 2 6x108
3b 4 6 1 3x108
4a 5 6 1 3x108
4b 5 6 1 3x108
5a 2 6 1 3x108
5b 2 6 1 3x108

Continua...
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Tabla 4.2 Resultados de prueba Ausencia-Presencia para Staphylococcus aureus segun escala
(Continuacion).

N de Concentracion de N Turbides N°' aprOXima'dO de
prueba aceite esencial pH Estandar microorganismos
(% vIv) (UFC)
e 3 4 05 1Ix10°
6b 3 4 05 1x108
a ! 5 2 6x10°
v ! 5 2 6x10°

9a 3 5 1 3x108

9b 3 5 1 3x108
10a 4 4 1 3x108
10b 4 4 1 3x108
11a 2 5 1 3x108
11b 2 5 1 3x108
12a 1 4 1 3x108
12b 1 4 0.5 1x108
13a 3 6 1 3x108
13b 3 6 1 3x108
14a 2 4 1 3x108
14b 2 4 1 3x108

Las pruebas sefialadas en amarillo tanto para E. coli como para S. aureus presentaron
resultados favorables, pero se descartaron debido a que la formulacion presenté luego de 1
semana desde su fabricacién la separacion marcada de fases evidenciando su inestabilidad:;
por otro lado, las pruebas 8 y 15 presentaron ademas de resultados positivos para ambos
microorganismos, homogeneidad, por tanto, fueron las escogidas para pasar a la siguiente
metodologia de prueba. Al analizar ambas tablas se puede observar una mayor actividad
bactericida para S. aureus en la mayoria de las formulaciones.
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4.2.2 Resultados de la prueba de tiempo de contacto

Aplicando el mismo método de comparacion de tubos con la escala de turbidez McFarland

se obtuvieron los siguientes resultados para las formulaciones 8 y 15 como puede observarse

en las tablas 4.3 para E. coli y 4.4 para S. aureus.

Tabla 4.3 Resultados de tiempo de contacto ante desinfectante basado en aceite esencial de
Eucalipto para E. coli.

N° de Concentracion Tiempo | N°de N° aproximado de

de aceite pH de Turbidez | microorganismos
prueba esencial (%ov/v) contacto | Estandar (UFC)
8 4 5 | 30seg 3 9x108
8 4 5 | 5min 3 9x108
8 4 5 | 15min 3 9x108
8 4 5 | 30 min 2 6x108
15 5 5 | 30seg 3 9x108
15 5 5 | 5min 3 9x108
15 5 5 | 15min 3 9x108
15 5 5 | 30 min 2 6x108

Tabla 4.4 Resultados de tiempo de contacto ante desinfectante basado en aceite esencial de
Eucalipto para S. aureus.

N° de Concentracion Tiempo | N°de |N°aproximado de

de aceite pH de Turbidez | microorganismos
prueba | oo ncial (%V/iv) contacto | Estandar (UFC)
8 4 5 | 30seg 3 9x108
8 4 ) 5 min 3 9x108
8 4 5 | 15min 2 6x108
8 4 5 | 30 min 2 6x108
15 5 5 | 30seg 3 9x108
15 5 5 5 min 3 9x108
15 5 5 | 15min 3 9x108
15 5 5 | 30 min 2 6x108
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Se inocularon los tubos para esta prueba con un numero aproximado (de ambos
microorganismos) de 15x108 UFC, que corresponde al estandar 5 en la escala de turbidez
McFarland.

De acuerdo a los resultados obtenidos y comparando con la cantidad de microorganismos
inoculados, se observa una reduccion en la cantidad tanto de E. coli como de S. aureus a
partir de los 30 segundos. Cabe destacar que en el caso del S. aureus la prueba 8, cuya
concentracion es de 4% v/v y pH 5, presentd un mayor poder bactericida, ya que reporta un

menor crecimiento desde los 15 minutos de contacto (6x108 UFC).
4.2.3 Resultados de prueba cuantitativa de actividad bactericida

Ya que tanto E. coli como S. aureus presentaron resultados similares al final del tiempo total
de contacto, ambos fueron sometidos a la evaluacion de actividad antimicrobiana segun el
método de la AOAC, el cual no solo incluye los microorganismos de estudio en esta
investigacion sino ademéas Salmonella spp y Pseudomas aeruginosa (ver Anexo 9). Un
resumen de los resultados se presenta en la tabla 4.5, los cuales fueron realizados en el
CENSALUD de la Universidad de el Salvador (UES).

Tabla 4.5 Porcentaje de reduccion de crecimiento microbiano al ser expuestos ante
desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto.

Concentracién
N° de _ p
de aceite pH E. coli S.aureus |Salmonella ;
prueba ) aeruginosa
esencial (%ov/v)
8 4.0 5.0 99.999% 99.999% 99.999% | 99.999%
15 5.0 5.0 99.999% 99.999% 99.999% | 99.999%

A pesar de que ambas formulaciones son efectivas se selecciona la prueba 8 con una

concentracion de 4% v/v y pH= 5 para las etapas experimentales siguientes, debido a que
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presenta una mayor eficiencia en la prueba de tiempo de contacto y a que contiene una menor

cantidad de aceite esencial de eucalipto, buscando la optimizacion del recurso.

Se comprueba que los desinfectantes formulados poseen una efectividad antimicrobiana
competitiva con otros desinfectantes comerciales cuyo compuesto activo son el
glutaraldehido y amonio cuaternario, e incluso superior a desinfectantes basados en Cloruro
de benzalconio cuya efectividad es nula segun Claros, Heriquez y Turcios (2015) de acuerdo
alatabla 4.6.

Tabla 4.6 Resultado de analisis microbioldgico en muestras de desinfectante de uso doméstico

Muestra D
Muestra A Muestra B Muestra C ]
i i Amonio
Glutaraldehido, | Glutaraldehido, Cloruro de )
Variables ) Cuaternario
0.04 - 0.06% v/v 0.13% v/v Benzalconio
0.2% viv
Eficiencia Eficiencia Eficiencia Eficiencia
Staphylococcus
aureus 100% 100% 0% 99.99%
ATCC 6538
Salmonella
typhimurium 99.99% 100% 0% 99.99%
ATCC 14028
Escherichia
coli 100% 100% 0% 99.99%
ATCC 25922

Fuente: (Claros, Henriquez, y Turcios, 2015, pag. 61)
4.3 Resultados de propiedades fisicas del desinfectante y su vida util

Como parte de la caracterizacion del desinfectante es necesario presentar los resultados
obtenidos de las diferentes propiedades fisicas evaluadas, vida atil y andlisis del impacto

ambiental en el agua, para su uso y manejo en industrias y laboratorios.

58



4.3.1 Homogeneidad

El desinfectante con 4% v/v de concentracion y pH 5 desde el momento de su elaboracion
presento la incorporacion de sus componentes en una sola fase. Luego de 60 dias se aprecia

la permanencia de una sola fase.

4.3.2 Estabilidad

Para considerar al desinfectante como estable, este debe cumplir las caracteristicas de
homogeneidad y poseer una efectividad antimicrobiana igual o superior a 99.999%; los
resultados obtenidos segun informe de laboratorio (Anexo 9 y Anexo10) se resumen en la
tabla 4.7

Tabla 4.7 Resumen de Estabilidad del desinfectante formulado vs Tiempo transcurrido.

Periodo

Efectividad .
transcurrido Estabilidad

Homogeneidad antimicrobiana

12 dias No presenta sinéresis 99.999% Sl
. No presenta

60 dias sinéresis 100% Sl

90 dias Sinéresis 100% NO

Pudo observarse en el transcurso del tiempo que alrededor de los 70 dias el desinfectante
comenzo a separarse en dos fases, quedando las fases totalmente diferenciables alrededor de
los 80 dias, por lo que se esperaba que ya no mantuviera sus propiedades bactericidas, sin
embargo, conservé su efectividad hasta finalizar el periodo de analisis. Cabe destacar que
para realizar el analisis antimicrobiano a los 3 meses el desinfectante fue agitado para

incorporar sus fases.

4.3.3 Corrosividad

De acuerdo a la prueba del efecto corrosivo (anexo 5) y luego de un periodo de estudio de
una semana se pudo evidenciar la oxidacion de ciertas areas de las piezas ensayadas, las

masas registradas se muestran en la tabla 4.8.
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Tabla 4.8 Seguimiento de masas iniciales y finales de las piezas metalicas para estudio de

corrosividad.

Pieza Masa inicial Masa final
(¢)) 9

Hierro 2.4973 2.4950

Acero 2.3288 2.3285

Con estos registros y haciendo uso de la ecuacion retomada del guion de clase de la catedra

de Principios de Electroquimica y Corrosion (Arévalo, 2015) se procede a calcular la

velocidad de corrosion expresada en mm/afio.

Donde:

C = velocidad de Corrosién en cm/h

= m
S Axpxt

m = Masa perdida = Masa inicial — Masa final

A= area de la pieza expuesta al agente quimico en cm?

p =densidad del material en g /cm?

t=tiempo de la duracion de la prueba en horas

Las dimensiones de las piezas evaluadas se detallan en la tabla 4.9, las cuales son necesarias para

el calculo de corrosividad

Tabla 4.9 Dimensiones de las piezas metéalicas utilizadas para el calculo de corrosividad

_ _ _ Area (cm?) = | Densidad
Pieza Longitud (cm) Diametro (cm)
n*D*h (g/cm?)
Hierro 5.08 0.4 6.384 7,874
Acero 5.08 0.4 6.384 7.852

A continuacion, se detalla el célculo de velocidad de corrosion para la pieza de hierro,

para la pieza de acero se realizé de igual forma.

2.4973g—2.4950g

€= (6.384cm2)*(7.874g/cm3)*(168h)
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10mm 24 h 365 dias
1 dia

C=2.7235x107" cm/h *

1cm 1 aino

C =0.02385 mm/ afo

Los resultados de estos calculos se resumen en la tabla 4.10.

Tabla 4.10 Velocidad de Corrosion para las piezas expuestas al desinfectante basado en
aceite esencial de Eucalipto.

_ Velocidad de corrosion
Pieza .
(mm / afo)
Hierro 0.02385
Acero 0.00312

Analizando los resultados podemos considerar al desinfectante como una sustancia no
corrosiva teniendo por velocidad de corrosion las piezas expuestas al mismo una relacion
casi despreciable. Ademas, que en una operacion de limpieza comun el agente estara en
contacto con las superficies por un tiempo de 5 minutos, tiempo insuficiente para corroer el

material.

4.3.4 Capacidad desodorante
De acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 3.4.4 se obtuvieron los resultados
descritos en la tabla 4.11, la cual muestra el nimero de panelistas que escogieron cada una

de las puntuaciones al tiempo correspondiente.

Tabla 4.11 Resultados de analisis sensorial hedodnico.

aloraciones
Me desagrada Me No n;]? sqgerada Me agrada | Me agrada
mucho | desagrada desaarada levemente mucho
Tiempo g
1 minuto 0% 8.11% 32.43% 35.13% 24.32%
mir%Stos 0% 2.94% 44.12% 41.18% 11.76%
mi%ﬁtos 0% 2.70% 51.35% 32.43% 13.51%
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Estos resultados a su vez se presentan esquematicamente como porcentajes en las

ilustraciones 4.1 para un minuto, 4.2 para los 10 minutos y 4.3 para los 15 minutos.

1 minuto

8.11% B me desagrada
mucho
B me desagrada

0%

32.43% no me agrada ni

N me desagrada

B me agrada
levemente

B me agrada mucho

35.13%

llustracién 4.1 Gréfico de Valoraciones al minuto 1 después de la operacion de limpieza
con el desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto.

Como se aprecia en la ilustracion 4.1, despues de transcurrido un minuto solo un 8.11% de
los panelistas pudo percibir la presencia de un olor fétido, mientras que el 32.43% de los
panelistas no percibieron ninguno de ambos olores y los restantes solo pudieron percibir el

olor del desinfectante.

Después de transcurridos 10 minutos el 9.94% de los panelistas pudo percibir un olor fétido,
sin embargo, un 44.12% no sinti6 ni la presencia de olores fétidos ni del desinfectante y el
52.94% restante percibié solamente el olor al desinfectante. Cabe aclarar que en diversas
observaciones los panelistas percibian el aroma a eucalipto muy fuerte contestando que les
desagradaba levemente, explicando asi un incremento en la porcién de panelistas indicando
“me desagrada levemente” a pesar de la explicacion previa a la realizacion de la prueba, por
tanto, los resultados de 3 panelistas se extrajeron quedando la distribucién como se muestra

en la ilustracion 4.2.
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10 minutos

0%
11.76% | ° 12.94% B me desagrada
mucho
B me desagrada

44.12% no me agrada ni
me desagrada
B me agrada
levemente
W me agrada
mucho

llustracion 4.2 Grafico de Valoraciones a los 10 minutos después de la operacion de
limpieza con el desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto.

15 minutos

0% 2.70%

B me desagrada
mucho

B me desagrada

no me agrada ni me

()
.51'35A’ desagrada

B me agrada

levemente

32.43% B me agrada mucho

llustracion 4.3 Grafico de Valoraciones a los 15 minutos después de la operacion de
limpieza con el desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto.

Segun la ilustracién 4.3 luego de transcurridos 15 minutos el 2.70% de los panelistas pudo
percibir un olor fétido, sin embargo, un 51.35% no sintié ni la presencia de olores fétidos ni
del desinfectante y el 45.94% restante percibio solamente el olor al desinfectante. Por lo que
se puede atribuir una buena capacidad desodorante para la formulacién de desinfectante

puesta a prueba de concentracion del 4% v/v y pH 5.0.

Realizando un tratamiento estadistico a los datos recolectados de las encuestas a través de

un Analisis de Varianza Simple de un Factor (ANOVA), el cual establece como Hipétesis
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nula o ho que los grupos a comparar (1 minuto, 10 minutos y 15 minutos) son estadisticamente
iguales, y compara el parametro F calculado con el grado de significancia seleccionado, si
éste es mayor al grado de significancia se rechaza h, quedando como valida la hipotesis
alterna (ha) la cual estable una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de

control de acuerdo a lo que se esta evaluando, obteniendo como resultado la tabla 4.12

Tabla 4.12 Resultados de Analisis de varianza simple (ANOVA).

Origen de Grados | Promedio de "
las Cj;‘(ﬁgddoes de los F Probabilidad Va'ogr‘;”F“CO
variaciones libertad cuadrados P

Entre grupos| 1.423423423 2 0.711711712 | 0.996496146 | 0.372539118 | 3.080386863

Dentro de los
grupos

77.13513514 108 0.714214214

Total 78.55855856 110

El grado de significancia seleccionado fue del 5% ya que es el minimo aceptable para que los
datos tengan validez estadistica, del analisis se obtuvo un parametro F de 0.9965 el cual es
mayor a 0.05 de significancia, por lo que se rechaza ho, estableciendo una diferencia
estadisticamente significativa entre los 3 grupos de control. Al comparar los resultados entre
el grupo 1 minuto y grupo 10 minutos podemos observar una disminucion en la percepcion
del olor fétido, mientras con el grupo 10 minutos y 15 minutos se mantiene estable la
percepcion del olor fétido, de tal manera se confirma que a medida que pasa el tiempo la
presencia del olor fétido es menos perceptible; concluyendo que el producto formulado posee

capacidad desodorante aceptable.

4.3.5 Riesgo al Contacto del Desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto

Segun el procedimiento de determinacion del riesgo al contacto del apartado 3.4.5 y después
de los 5 minutos de exposicion a la formulacion en zonas consideradas de alta probabilidad
de exposicion a productos de limpieza y transcurridos los 10 minutos tras retirar el
desinfectante no se presento irritacion, alteraciones o reacciones alérgicas al producto en
ninguno de los 3 sujetos de prueba. Por lo cual se puede considerar que el desinfectante no

presenta ningun riesgo al contacto en el periodo estudiado.
64




4.3.6 Vida Util del desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto

Como parte del proceso de seleccion de la mejor formulacion del apartado 4.2.3. Para el
desinfectante de concentracion 4% v/v y pH de 5 se obtuvo una efectividad bactericida del
99.999% a los 12 dias de elaboracion. Después de esto pasados 60 dias aproximadamente se
realiz6 una nueva evaluacion de efectividad bactericida de la cual se obtuvo un resultado de
100% de efectividad contra S. aureus y E. coli ademas de P. aeruginosa y Salmonella.
Transcurridos 90 dias se repitio el procedimiento de evaluacion bactericida manteniendo una
efectividad de 100% contra S. aureus, E. coli y Salmonella, ademas presentando una
reduccion a una efectividad de 99.999% contra P. aeruginosa (ver Anexo 10). Los resultados

se muestran en la tabla resumen 4.13.

Tabla 4.13 Tabla resumen de resultados de Efectividad Bactericida.

Dias transcurridos Efectividad
12 dias 99.999%
60 dias 100.00%
90 dias 100.00 %

Por tanto, se puede garantizar una vida Gtil minima de 90 dias 0 3 meses como lo establecido
por Troya (2007).

Tabla 4.14 Resumen de las propiedades fisicas y vida util del desinfectante.

Propiedad Resultado
Homogeneidad Si
Estabilidad 2 meses
Corrosividad 0.02385 mm/afio
Capacidad desodorante Positiva
Riesgo al contacto No presenta riesgo
Vida util minima 3 meses
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Ademas de la determinacion de las propiedades fisicas y la vida dtil, se evalud para el

desinfectante de concentracion 4% v/v y pH =5, la densidad y viscosidad, con ayuda de un

picnémetro y un viscosimetro BYK Gardner, con la finalidad de crear su ficha técnica, la

cual se muestra en la tabla 4.15.

Tabla 4.15 Ficha técnica para Desinfectante basado en aceite esencial de eucalipto

Ficha técnica

Desinfectante basado en aceite esencial de eucalipto

El desinfectante de eucalipto es un producto natural de limpieza

destinado a la desinfeccion de todo tipo de superficies sélidas

Descripcion . - . .
P resistentes al agua, con aroma caracteristico a Eucalipto, dejando las
superficies desinfectadas y desodorizadas.
e Desinfeccidn de superficies destinadas a estar en contacto con
alimentos.
o e Limpieza en industrias.

Aplicaciones
e Desinfeccidn en mesas de laboratorios quimicos.
e Uso doméstico.

e Desinfecta y Desodoriza al mismo tiempo.
Ventajas e No presenta riesgo al contacto con la piel del usuario™.

e Alternativa natural.

Modo de empleo

Agitar antes de usar. Aplicar de forma concentrada en cantidad
suficiente para humedecer completamente la superficie a desinfectar,
recomendable la aplicacion del producto con atomizador;
posteriormente utilizar una toalla o esponja para limpiar la superficie,

utilizar una esponja abrasiva para eliminar suciedades dificiles.

Ingredientes

e Acido estearico 2% v/v

e Etanol 2% viv

e Betaina de coco 3.2% v/v

e Aceite esencial de eucalipto 4% viv
e Aceite de ricino 8% v/v

e Agua 80.8% v/v (Vehiculo)

Continua...
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Tabla 4.15 Ficha técnica para desinfectante basado en aceite esencial de eucalipto
(Continuacion).

Aspecto: Liquido fluido.
Olor: Caracteristico a eucalipto.
Color: Blanco Traslucido.
pH: 5.

Informacion | pensidad: 1.004 Kg/m?

tecnica Viscosidad: 42KU 6 51 cp

Corrosividad: 0.02385 mm/afio.
Estabilidad: 2 meses.

Vida atil minima: 3 meses.

. Almacenar en envases opacos cerrados, lejos de temperaturas
Informacion de

almacenamiento | extremas y luz solar. Mantener fuera del alcance de los nifios.

No se recomienda su uso diluido. Evitar el contacto con los ojos, en
. caso de contacto lavar con abundante agua y acudir al servicio de
Informacion de

manipulacion | salud méas cercano. No ingerir, en caso de ingesta acudir al servicio de

salud inmediatamente.

. No verter el agua resultante de la limpieza directamente a un cuerpo
Informacion

medio ambiental | receptor, disponer de la misma en el alcantarillado sanitario.

*No se recomienda manipulacion directa por personas con hipersensibilidad a los

componentes constituyentes, ni en personas con la piel irritada o herida.

4.4 Resultados de los parametros obligatorios de vertido de las aguas residuales

De las muestras enviadas a analizar y de acuerdo a los informes del laboratorio de Control de
Calidad de ANDA (anexo 11) se muestra un resumen y comparacion de los parametros
evaluados con las normas en la tabla 4.16 para el agua de proceso de manufactura y en la

tabla 4.17 para el agua de proceso de limpieza.
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Tabla 4.16 Resultados de andlisis de aguas residuales para agua de proceso de manufactura del
desinfectante basado en aceite esencial de Eucalipto.

) Resultados Norma Norma
Parametro Unidades ]
manufactura técnica NSO.13.49.01.09

Aceites y grasas mg/L 14 150 20

DQO mg/L 144 1000 150

DBO mg/L 110 400 60
Solidos

) mg/L <10.80 450 60

suspendidos totales
Solidos
_ mL/L <0.2 20 1
sedimentables

El agua residual del proceso de manufactura de acuerdo a la norma NS0.13.49.01.09 no es

apta para vertido directo a cuerpo receptor de agua, ya que no cumple el pardmetro de DBO,

no obstante, al ser comparados los resultados con la norma técnica para regular calidad de

aguas residuales de tipo especial descargadas al alcantarillado sanitario, el agua residual es

apta para su vertido en alcantarillado sin previo tratamiento.

Tabla 4.17 Resultados de analisis de aguas residuales para agua de proceso de limpieza
utilizando desinfectante formulado final.

Resultados
) Norma Norma
Parametro Unidades proceso de ]
o técnica NSO.13.49.01.09
limpieza
Aceites y grasas mg/L 21 150 20
DQO mg/L 206.4 1000 150
DBO mg/L 42.40 400 60
Soélidos
_ mg/L 12.5 450 60
suspendidos totales
Sélidos
_ mL/L <0.2 20 1
sedimentables
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El agua residual del proceso de limpieza de una superficie no es apta para su vertido directo
a cuerpo receptor de agua, ya que no cumple los parametros de DQO y Aceites y Grasas,
pero, al ser comparados los resultados con la norma técnica para regular calidad de aguas
residuales de tipo especial descargadas al alcantarillado sanitario, el agua residual es apta

para su evacuacion en alcantarillado sin previo tratamiento.
Cabe aclarar que estos resultados dan una aproximacion a la carga contaminante tanto en el

proceso de manufactura como de aplicacion del desinfectante, por lo que no representa la

contaminacion total emitida por una empresa o entidad en sus procesos.
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Conclusiones

El Eucalipto de la variedad E. globulus labil se encuentra plantado por todo el
territorio salvadorefio, sin embargo no existen plantaciones exclusivas de esta especie
ni una cuantificacion de las hectareas plantadas con esta variedad especifica, por otro
lado se encuentran aglomeraciones de esta especie de forma silvestre en las zonas de
el Lago de Coatepeque, Santa Ana, a lo largo de la cuenca del rio Lempa y focalizado
cerca del embalse Cerron Grande en el Departamento de Chalatenango, en la zona de

Olocuilta y San Luis Talpa en el departamento de la Paz.

Haciendo uso del equipo construido basado en el principio de la extraccion por
arrastre de vapor, el proceso de destilacion de aceite esencial de eucalipto fue efectivo
obteniendo un rendimiento de 0.02308 g de aceite esencial / g de hojas de eucalipto

utilizadas (2.308% p/p), el cual se encuentra en el rango tedrico para esta especie.

Se determinaron los componentes naturales y sus proporciones para la elaboracion
del desinfectante, las cuales son: aceite esencial de eucalipto 1 parte, aceite de ricino
hidrogenado 2 partes, betaina de coco 0.8 partes, etanol 0.5 partes y acido estearico

0.5 partes; que permiten la integracion de la fase oleosa con la fase acuosa dando

como resultado una formulacion homogénea y fluida.

Se evaluaron 15 formulaciones con diferentes concentraciones de aceite esencial y
pH, de las cuales 2 resultaron efectivas, las cuales son concentracién 5% v/v, pH=5y
concentracion 4% v/v y pH=5, presentando un porcentaje de reduccion de 99.999%
para Escherichia coli y Staphylococcus aureus, eligiendo la formulacién de
concentracion 4% v/v y pH=5 para establecer sus propiedades fisicas, vida util y
determinacion de carga contaminante en agua, debido a que consume menor cantidad

de componente activo.

El desinfectante de concentracion 4% v/v y pH=5 se equipara a desinfectantes
comerciales basados en glutaraldehido y amonio cuaternario cuyos porcentajes de

reduccion de Escherichia coli y Staphylococcus aureus varian entre 99.99% y 100%
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e incluso supera a los desinfectantes basados en cloruro de benzalconio cuyo
porcentaje de reduccién es 0% para los mismos microorganismos, por lo que este
desinfectante es competitivo en términos de poder bactericida con otras alternativas

presentes en el mercado.

El tiempo de contacto minino de la formulacion de concentracion 4% v/v y pH=5 es
de 30 segundos, logrando una desinfeccion efectiva con un porcentaje de reduccion

de 99.999% para Staphylococus aureus y Escherichia coli.

Se determinaron las propiedades fisicas del desinfectante con concentracion 4% v/v
y pH=5, el cual demostrd ser homogéneo, estable hasta 2 meses luego de su
elaboracion, posee un poder corrosivo de 0.02385 mm/afio para el Hierro y de
0.00312 para el Acero, presenta capacidad desodorante y no representa un riesgo al

contacto para el usuario.

La vida Gtil minima del desinfectante es de 3 meses, a pesar de mantenerse estable
solo durante 2 meses perdiendo la homogeneidad, pero conservando la efectividad

bactericida, de acuerdo a los resultados obtenidos en el apartado 4.3.6.

Segun los resultados de andlisis de aguas residuales, si se disefiase una planta en la
que se fabrique este desinfectante con la formulacién presentada, el vertido de las
aguas del proceso de manufactura, asi como también las del proceso de limpieza no
se puede realizar directamente a un cuerpo receptor ya que, presenta incumplimiento
del parametro DBO (110 mg/L) y de pardmetros DQO (206.4 mg/L) y Aceites y
Grasas (21 mg/L) respectivamente, esto puede atribuirse a la presencia de diversos
componentes organicos y acidos grasos; sin embargo, si se podrian descargar al

sistema publico de alcantarillado sanitario.
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Recomendaciones

Estudiar otras especies de eucalipto presente en el pais para caracterizar las
propiedades de sus aceites, como el eucalipto citriodora el cual ademés de aportar un
potencial bactericida puede funcionar como repelente para insectos, u otros valores
agregados al desinfectante; ademas establecer rendimientos de extraccion con el
objetivo de elegir lamejor especie para cultivo en una plantacion dedicada al propdsito

de fabricar este desinfectante.

Realizar un estudio de mercado para la comercializacion del desinfectante y su
aceptabilidad, estableciendo asi una demanda aproximada necesaria para el disefio de
una planta y evaluar su factibilidad econémica.

Ampliar el estudio de vida Gtil del desinfectante (pH=>5, concentracién=4% v/v) tanto
a condiciones aceleradas como a condiciones normales para establecer una correlacion
de envejecimiento acelerado la cual pueda ser aplicada a productos similares basados
en el aceite esencial de eucalipto con el objetivo de ser tomado en cuenta en el anlisis
econdmico, ya que esto afecta directamente al proceso de logistica, produccién,

almacenamiento Yy distribucion.

Debido a su estabilidad de dos meses es recomendable el estudio de una
reformulacion en la que se prueben otros emulsionantes ya sean de origen sintético o
natural, que contribuyan a la permanencia de la homogeneidad por un periodo mayor
de tiempo. Ademas de la adicion de preservantes de ser necesario.

Evaluar el desinfectante formulado (pH=5, concentracion=4% v/v) haciendo las
modificaciones necesarias para que cumpla diversas normas ambientales, para ser
utilizado en edificios, empresas u organismos que buscan certificaciones ambientales
como la certificacion Leadership in Energy & Environmental Design (L.E.E.D) enla
cual es necesario el poseer sistemas de eficiencia energética integrados, sistemas de

gestion y ahorro de agua, uso de materiales y equipos de oficina reciclados, pintura
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que emita bajos o ningn compuesto organico volatil, quimicos de limpieza menos

contaminantes, entre otros.

Realizar un estudio para la aplicacion del desinfectante (pH=5, concentracion=4%
v/Vv) en el &mbito hospitalario para la desinfeccion de salas de operacion, mesas,
cuartos de hospital, Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), como también otro

tipo de instalaciones como laboratorios clinicos y farmacéuticos.
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Anexo 1

Equipo de destilacién por arrastre de vapor para extraccion del aceite
esencial de eucalipto

Figura 1 vista del equipo de extraccion con todos sus elementos; 1: cdmara de destilacion,
2: manguera de silicona, 3: condensador, 4:bomba de recirculacién, 5: recipiente para
recirculacion de agua, 6: Recipiente de captacion de hidrolato.

~

\ i\ i\ i\‘

Figura 2 vista de la cAmara de extraccion y el condensador.
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Anexo 2

Accion de Agentes Fisicos y Quimicos sobre los
Microorganismos

Universidad de El Salvador

Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Escuela de Ingenieria Quimica e Ingenieria de Alimentos
Curso de Microbiologia para Ingenieria Quimica

PRACTICA N°3
OBJETIVOS:
e Observar el efecto del calor sobre las bacterias esporuladas y no esporuladas.

e Observar el efecto de varios agentes quimicos sobre los microorganismos.
EFECTO DE AGENTES FiSICOS Y QUIMICOS SOBRE LOS MICROORGANISMOS

Los microorganismos son seres vivos cuya vitalidad puede ser afectada por agentes fisicos y
quimicos. Este fenémeno es ampliamente utilizado en los diversos procedimientos de
esterilizacion y desinfeccion para lograr su eliminacion o control en las areas en que puedan
ser nocivos para el humano. Los agentes bactericidas no son siempre consecuentes en su
accion, ya que ademas de su efecto desinfectante, se encuentran involucrados, concentracion
y tiempo de exposicion.

PRIMERA SESION
MATERIAL

4 Placas de TSA.

6 Tubos con CTS.

5 Palillos de madera estériles.

5 Tubos de ensayo con tapon de rosca 16 x 125 mm conteniendo 15 ml de:

a. Alcohol etilico al 70%.

b. Fenol al 5 %.

c. Merthiolato 1:1000.

d. Hipoclorito de sodio al 20%.
e. Agua destilada estéril.
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Universidad de El Salvador

Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Escuela de Ingenieria Quimica e Ingenieria de Alimentos
Curso de Microbiologia para Ingenieria Quimica

CULTIVO EN MEDIO LIQUIDO
e Escherichia coli (3 Tubos).
e Bacillus subtilis (2 Tubos), cultivo de 5 dias.

A. ACCION DE AGENTES FISICOS
EFECTO DE LA TEMPERATURA.

1. Con un lapiz graso o un plumon divida el fondo de las placas de Petri que contienen TSA
en 5 partes y rotdlelas asi: 0, 5, 15, 30 y 60 minutos.

En la tapa escriba el nombre de la bacteria, las iniciales de su nombre, la temperatura de
trabajo y la fecha.

2. Cologue un cultivo de E. coli y otro de B. subtilis en un bafio de agua a 60°C. Los otros
dos tubos de cultivo, uno de E. coli y otro de B. subtillis coloquelos en agua hirviendo
(100°C).

3. Inocule la placa de agar en el sitio previamente rotulado al finalizar los intervalos de 0, 5,
15, 30 y 60 minutos respectivamente. El tiempo es acumulativo en el tratamiento con calor,

ejemplo: Después del tratamiento térmico de 5 minutos solo se calienta 10 minutos mas para
completar los 15 minutos, de esta misma forma para los demas tiempos.

4. Incube las placas a 37°C por 24—48 horas en posicién invertida.
Nota: Tiempo 0 es sin tratamiento térmico del cultivo bacteriano
B. ACCION DE AGENTES QUIMICOS

1. Introduzca cada una de las varillas de madera en el cultivo de E. coli déjelo permanecer
un minuto aproximadamente. Trabaje cerca del mechero y use solo un tubo de cultivo.

2. Saque las varillas del caldo y deposite en los tubos conteniendo:

- Alcohol etilico al 70 %.

- Fenol al 5 %.

- Solucién de merthiolato 1:1000.

- Hipoclorito de Sodio al 20 % (puede utilizarse lejia que se comercializa en el comercio).
- Agua destilada estéril.
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Universidad de El Salvador

Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Escuela de Ingenieria Quimica e Ingenieria de Alimentos
Curso de Microbiologia para Ingenieria Quimica

3. Dé¢jelos dentro de los tubos con las sustancias quimicas durante 1 hora.

4. Al finalizar este tiempo saquelas e introduzcalas en tubos de CTS convenientemente
rotulados, agite suavemente, retire la varilla, flamee la boca del tubo y tapelo.

5. Descarte las varillas en una solucion desinfectante.

6. Incube los tubos a 37°C por 24-48 horas.

SEGUNDA SESION

1. Compare y anote la efectividad de los diferentes desinfectantes. Si el caldo permanece
transparente no hay crecimiento bacteriano, en cambio la presencia de turbidez indica
crecimiento bacteriano.

2. Observe y explique los resultados obtenidos en el experimento sobre los efectos de la
temperatura.

3. Tabule sus resultados asi:

Tabla 1. Resultados — Accidn de Agentes Quimicos
Accidn de agente quimico
Permiti6 el crecimiento| Inhibié el crecimiento
bacteriano bacteriano

Sustancia empleada

Alcohol etilico al 70%
Bicloruro de Mercurio
1:1000
Fenol al 5%
Merthiolato 1:1000
Hipoclorito de Sodio
Agua destilada estéril
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Anexo 3

Escala de Turbidez de McFarland

El objetivo de este procedimiento es determinar el nimero de bacterias por ml de fluido. Una
suspension bacteriana equivalente en turbidez a la turbidez estandar de 0,5 de McFarland

contiene aproximadamente 108 bacterias por ml.

La tabla 1 describe las cantidades utilizadas de las soluciones para formar cada punto en la

escala McFarland. (Organizacion Mundial de la Salud, 2004).

Tabla 1 composicién para la turbidez de la escala McFarland.

N° turbidez | Solucién de BaCl,*2H,0O Solucion de |Densidad de bacterias
estandar al 1.175% pl/v H.SO.al 1% viv aproximada
0.5 0.05 mL 9.95 mL 1x108
1 0.1 mL 9.9 mL 3x108
2 0.2mL 9.8 mL 6x10°8
3 0.3 mL 9.7mL 9x108
4 0.4 mL 9.6 mL 12x108
5 0.5mL 9.5mL 15x108
6 0.6 mL 9.4 mL 18x108
7 0.7 mL 9.3mL 21x108
8 0.8 mL 9.2mL 24x108
9 0.9 mL 9.1mL 27x108
10 1.0 mL 9.0 mL 30x108

Fuente: (Organizacion Mundial de la Salud, 2004).
Procedimiento para la preparacion de tubos estandar:

e Preparar solucion de Cloruro de Bario dihidratado (BaCl>*2H20) al 1.175% p/v.
e Preparar solucion de Acido Sulfarico (H2S04) al 1% v/v.

e Mezclar volumenes especificos de las soluciones de acuerdo a latabla 1 para cada punto en

la escala McFarland.

84



e Rotular los tubos de ensayo.

La figura 1 muestra los estandares ya preparados.

R e Ll
Taas il

Figura 1. Escala de turbidez McFarland.

Los tubos que se obtienen de aplicar la practica “Accion de agentes fisicos y quimicos sobre los
microorganismos” y la prueba de tiempo de contacto, se comparan con cada tubo de la escala
McFarland vistos a contraluz o con la ayuda de una pagina sefialada como se muestra en la figura
2, reportando como resultado el namero de microorganismos correspondiente de acuerdo a la

similitud con alguno de los tubos de la escala.

il

Figura 2. Ejemplo de comparacion del estindar McFarland con tubo contaminado.
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Anexo 4

Técnica de la dilucién en tubo

La técnica de dilucion en tubo se realizara basado en el procedimiento dado en “Evaluacion de los

Desinfectantes Utilizados en el Proceso de Limpieza y Desinfeccion del Area de Fitoterapéuticos
en Laboratorios Pronabell LTDA” (Alba & Araujo, 2008):

Procedimiento:

Se probaran las formulaciones efectivas de la prueba de ausencia presencia
Se dispensa 1 mililitro de formulacidn en 8 tubos estériles, 4 por cada microorganismo.

Se inoculan todos los tubos de la serie afiadiendo 1 mililitro del microorganismo utilizado
como prueba.

A los 30 segundos, 5, 15 y 30 minutos se transfiere una alicuota de cada tubo a otro tubo
que contenga medio de cultivo estéril.

Incubar por 48 horas a 37°C.

Luego de la incubacion se observa en cuales de los tubos hubo crecimiento mediante la
aparicion de turbidez en el tubo (crecimiento positivo) o ausencia de turbidez (crecimiento

negativo).

Nota: Aquellos tubos que presenten crecimiento negativo indican que dicha formulacion del agente

quimico mata al microorganismo utilizado como prueba cuando este es expuesto durante ese

periodo de tiempo.
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Anexo 5

Prueba del efecto corrosivo

Universidad de El Salvador

Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Escuela de Ingenieria Quimica e Ingenieria de Alimentos
Principios de Electroquimica y Corrosion

Laboratorio No. 3 “Influencia del pH en la corrosion”

La corrosion, de los metales puede ocurrir en agua destilada, agua lluvia, agua de mar, soluciones
salinas, soluciones &cidas, soluciones alcalinas, presencia de gases, etc. Otro factor importante para
el fendmeno de corrosion lo constituye el tipo de iones presentes (aniones o cationes) que entran en
contacto con el metal.

Las reacciones quimicas que tiendan a convertir los metales en fase sélida en especies ionizadas
constituyen procesos de corrosion.

+MATERIAL Y EQUIPO

o Probeta de 50 ml.

e 4 beakers de 250 ml

o 20 botes pequefios de vidrio con tapadera tipo Gerber.
e Lija.

+REACTIVOS

« Solucion A: Solucion de Acido Sulfarico (H2S04) 0.01 N.

« Solucion B: Solucion de Acetato de Sodio (CH3COO-Na*) 0.01 N.
e Solucion C: Solucién de Hidroxido de Potasio (KOH) 0.01 N.

o Solucion D: Solucién de Cloruro de Amonio (NH4*Cl-) 0.01 N.

“+METALES A UTILIZAR

e Magnesio
o Cobre

e Hierro

e Zinc

e Aluminio
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Universidad de El Salvador

Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Escuela de Ingenieria Quimica e Ingenieria de Alimentos
Principios de Electroquimica y Corrosion

+PROCEDIMIENTO

PARTE |I: CORROSION EN MEDIO ACIDO.

1.

Colocar en cinco botes de gerber 30 ml de solucion de acido sulfarico 0.01 N (A), y en
otros cinco colocar 30 ml de solucion de acetato de sodio 0.01 N (B). Rotular cada frasco
con el nombre de la solucion.

Cortar dos pedazos de cada uno de los metales mencionados anteriormente.

Colocar un pedazo de cada metal en solucién A y un pedazo de cada metal en solucién B.
Rotular los frascos con el nombre del metal.

Observar los cambios ocurridos durante la primera hora.

Dejar reposar durante tres dias y anotar lo ocurrido.

PARTE II: CORROSION EN MEDIO ALCALINO.

1. Colocar en cinco botes de gerber 30 ml de solucién de hidroxido de potasio 0.01 N (C), y en
otros cinco colocar 30 ml de solucién de cloruro de amonio 0.01 N (D). Rotular cada frasco con
el nombre de la solucion.

2. Seguir los mismos pasos de la Parte | desde el numeral 2.

“ CUESTIONARIO

Explique ¢como puede afectar la presencia de aniones y cationes en la corrosiéon?
Plantee las reacciones de equilibrio de las soluciones utilizadas antes y después de
adicionar los metales.

¢ Qué metales fueron mas rapidos para corroerse?

¢ Qué puede explicarse mediante las reacciones de éxido-reduccion del fendmeno de
corrosion ocurrido en esta practica?

¢ Como podria cuantificarse el desgaste del metal en un proceso de corrosion en el
laboratorio?
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Anexo 6

Procedimiento para la realizacion de un analisis sensorial heddnico

Procedimiento basado en “Evaluacion Sensorial”, Hernandez Elizabeth, 2005

Seleccionar una superficie separada de la zona de respuestas de los panelistas.

Contaminar la superficie con sustancias fétidas caracteristicas de facil reconocimiento,

huevos, pescado, etc.

Limpiar la de las superficies con el desinfectante basado en aceite de eucalipto.

Pasar a los jueces a olfatear la superficie luego de transcurrido 1, 10 y 15 minutos. después

de haber limpiado con el desinfectante.

Los jueces haran sus juicios respondiendo el instrumento de la prueba.
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Anexo 7

Formato para la realizacion de un analisis sensorial hedonico

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DESODORANTE DEL DESINFECTANTE
BASADO EN ACEITE ESENCIAL DE EUCALIPTO.
EVALUACION SENSORIAL
PRUEBA HEDONICA

FECHA

Frente a usted tiene una superficie que ha sido limpiada previamente con un desinfectante,
por favor indique en la casilla de valoracion la escala de aceptacién segun los rastros de olor
fétido que pueda percibir en los tiempos indicados, describa su opinién sobre el producto que
acaba de probar.

Escala de aceptacion

COMENTARIOS

1 2 3 4 5
No me Agrada,
Me Desagrr]ada Me Desagrada ni me I}/Ie Agrac:a Me Agrﬁda
mucho Desagrada evemente mucho

TIEMPO VALORACION
1 minuto

10 minutos

15 minutos

iMUCHAS GRACIAS!
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Anexo 8

Certificacion de las cepas ATCC
8.1 Certificacion para cepa S. aureus

& Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism cification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2019/3/31

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:

Catalog Number: 0360 Quality Control Technologist: Caitlyn J Laudenbach
Lot Number: 360-332** Release Date: 2017/4/20

Reference Number: ATCC® 25923 ™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Mean Assay Value (MAV): 5.3E+03 CFU per pellet

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium to large, convex, eptl,re edge, both white and pale white colonies, SBAP
smooth, opaque, beta hemolytic
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document, (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm
(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm
(1) Oxacillin (1 mcg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

3

e !‘ v

K.,!_. ’;f/"""""’\ e Lo }:;;x”;TFF‘L-f_"v-"'\'-'.'- s
Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

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

Note for Vitek®:; Although the Vitek® panel uses many conventional test , the unique environment of the card, combined with the short incubation eriod, ma;
produce n’;s that d‘l'l#er'#om pul'?}sphed r:sults o%t Ines‘iw;‘ other methsods. ki ! = m B Y

. Refer to the ! product insert for i i i jed use and h i/safety inf

” Henti

Individual products are tr: ble to a

i The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catal marks_ar
© trademarks of ATCC. Microbiologics, Inc.'is licensed toI use these trademarks and to sell products denvec'iogom ATCC

ATCC Licensed cullures.

Dervative

(1) These tests are accredited to ISOAEC 17025:2005.

IAccaEnrrsol .

TESTING CERT #2655.01

S 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

wieaning of Score Values

Range interpretation Color
2.00-3.00 L et (+++) green
1.70 - 1.99 (+) vellow
0.00-1.69 ) red

Meaning of

Consistency Categories (A - C)

Category interpretation
High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
(A) hlgh-pouﬁdeuce identification in which the species is identical to the best match. (2) a _low-ponﬁgieuce
identification in which the species or genus is identical to the best match. or (3) a non-identification.
Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.
(@) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Rample Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
.mple Description: 0360
Sample ID: 360-332

Sample Creation Date/Time:  2017-04-18T15:53:01.740 CL

Applied MSP L

ibrary(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
B 360-332 Staphylococcus aureus
(++4) (A)
Comments:
N/A
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& Microbiologics

Statistical Analysis Certificate

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Reference #:; ATCC® 25923 ™*

Catalog #: 0360

Lot #: 360-332**

Expiration Date: 2019/3/31

Mean Assay Value (MAV): 5.3E+03 CFU per pellet

Standard Deviation: 1.0E+03

Coefficient of Variation: 19%

99% Confidence Interval of 4.5E+03 to 6.1E+03 CFU

95% Confidence Interval of 4.8E+03 to 5.9E+03 CFU

Method used to determine Mean Assay Value: Spiral Biotech Test Method
Medium Employed: TSA
Incubation Time and Temp: 24 hrs at 34-38 degrees C

¢ 4 3 1/
N fvia b ._‘:_,_‘,4-,1_1?;.45,&-..
Amanda Kuperus

Quality Control Manager

AUTHORIZED SIGNATURE

The last digit(s) of the fot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the
actual base lot number. The information included in this Statistical Analysis Certificate is strictly based on the product's lot number. A product lot number may be assigned to
multiple packaging configurations. As a result, ﬁﬁswxﬁﬁcﬂemﬂﬁs&tmmnmmmmmmapmdssa‘wm



8.2 Certificacion ATCC para cepa E. coli

Expiration Date: 2018123

l

{ Micro Relezse Inform z‘scm {
{ CEEAOG '\u Der: 5 g wdry togist Megan © Wiooer i
{ Lot Number: 335-267 l Release Date: 2017/8/3 {
{ Reference Number: ATCC 22

Pun*y Pure
! Passage from Reference: 3

| Mean Assay Value: 4.2E+0

f

i
i Macroscopic Features:
2 colam s

o S
t.,m..c\,

erose edge & rough

| Microscepic Features

lGram negative straignt roc Gram Stamn (1) ]
To

t
H SEAD 2 TE N - R~ R ocisisg
t 10 System: MALDI-TCFE ther Fechwres! Challenges: Resulls

{ See attached 1D System resulis document. ; (1) Oxidase 'Kovac5) negative |

!
|

' | 4 |

H : i ! '
l i s 7/ OZ A S
4 i

| ! Amanda Kuperus |

ez with e shors mouteton pesed. M

i .+ Reler to the enciosed proguct mset for 7 i use and ¥

P [—
IACCREDITED!

TESTING CERT =2655.,01 %ﬁ,’q ¥ N

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud. MN 56303 Page 1of1 DOC.286



=

.,

o

BER

{ )

! Range Interpretation | Symbols | Color

I 200-300 {++=) | green ‘
? 1.70-199 ] fiden , 7 5 : +) 7 vellow |
Meaning of Consistency Categories (A - C} -

[Category? - 5 ‘il_{’;é;';}étation

r

‘ High consistency: The best match is a bigh-confidence identification. The second-bestmatchisilja

(A) thigh-confidence identification in which the species is identical to the best match. (2) a low-confidence
'identification in which the species or genus is identical to the best match. or (3) 2 non-identification.

1 T

|Low comsistency: The requirements for high consistency are not met. The best maatch is a high- or low-

| (B)  jconfidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in

| 'which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

i i o=
{C) No comsistency: The requireents for lugh or low consistency are not met

Sample Name:
Sample Description:
Sample ID:

Sample Creation Date/Time:
Aoplied MSP Library(ies):

Escherichia coli

o
23
<

[81]

5-287

03
——

2017-08-01T711:47:40.950 MW
BDAL, Mycchacteria Library (bead

method), Filame)

e

Sampile Name

Sample ID

Orpanism {best match)

F11

{23 (A

(€3]

e
TSI TRT
Pt e

Comments:

closely related to Shigeliz and not definitely distinguishable at the moment

P
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¢ Microbiologics*

Statistical Analysis Certificate

Microorganism Name: Escherichiz coli

Deo——

Reference # ATCC® 25922™

Catalog #
Expiration Date: 2018/12/31

Mean Assay Vaiue: 4.2E+03 CFU per peiiet
Standard Dev n

Coefficient of Variation: 33%

AT L09
SmFud

89% Confidenice intervai of 3.1£+03 10 5.2E+03 CrU
95% Confidence Interval of 3.45+03 1o 4.9E+03 CFU

Method used to determine Mean Assay Value: Spiral Biotech Test Method

Medium Empioyed: TSA

s tRvafisirs T3 sam et T - Py it AT - ~
incubation Time and Temp: 24 hrs 21 34-38 degrees C

q /
¢t ) ;
\_";'f P anhae e At

7

Amandea Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE
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Anexo 9

Resultados de Andlisis Microbiolégicos: prueba cuantitativa de actividad
bactericida.

9.a Actividad bactericida del desinfectante concentracion 4% v/v, pH =5

CENSALUD LABORATORIO DE CONTROL DE

Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud CALI DAD MI C ROBI OLOG ICO

“#  Universidad de El Salvador
Ciudad Universitaria, Final 25 Avenida Norte, San Salvador, El Salvador. Teléfono No. (503) 2511-2028

INFORME DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

Nombre de la muestra: Desinfectante EUCALIPTO 4% Cédigo: 20180912-02
Forma Farmacéutica: Solucion Desinfectante

Solicitante: Mario José Flores. Fecha de emisién _ 24-09-2018
Lote No. —mme Fabricaciéon: = - Vencimiento:  --—-—-e-

Método: Evaluacion de actividad antimicrobiana -- Official Methods of Analysis. AOAC.

Contenido rotulado: Eucalipto 4%
Descripcion: Solucién de color blanco, con olor caracteristico.

DETERMINACION RESULTADOS ESPECIFICACIONES

Porcentaje de reduccién a

Efectividad antimicrobiana frente a:

30 seg 5 min El porcentaje de
reduccion deber ser
Escherichia coli 99.999 % 99.999 % de igual o mayor a

99.999% en el

0 )
Salmonella spp 99.999 % 99.999 % tempo de contacto
Pseudomonas aeruginosa 99.999 % 99.999 % sefialada
Staphylococcus aureus 99.999 % 99.999 %
OBSERVACIONES:

- Elinforme corresponde a la muestra remitida y ensayada el 12/09/2018.
- La muestra fue ensayada en su concentracion original, segun indicaciones del solicitante.

Fecha de analisis: 12-09-2018

MSc. Amy Elieth Moran Rodriguez
Quimica Farmacéutica



9.b Actividad bactericida del desinfectante concentracion 5% v/v, pH =5

| :’ ) CENSALUD LABORATORIO DE CONTROL DE

J Centrode Investigacién y Desarrollo en Salud CALI DAD MI CROBIOLOG |C0

& %74 Universidad de El Salvador
Ciudad Universitaria, Final 25 Avenida Norte, San Salvador, El Salvador. Teléfono No. (503) 2511-2028

INFORME DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

Nombre de la muestra: Desinfectante EUCALIPTO 5% Caddigo: 20180912-01
Forma Farmacéutica: Solucién Desinfectante

Solicitante: Mario José Flores. Fecha de emisiébn _ 24-09-2018
Lote No. — Fabricacion: e Vencimiento: = -

Método: Eyaluacion de actividad antimicrobiana -- Official Methods of Analysis. AOAC.

Contenido rotulado: Eucalipto 5%
Descripcion: Solucién de color blanco, con olor caracteristico.

DETERMINACION RESULTADOS ESPECIFICACIONES

Porcentaje de reduccion a

Efectividad antimicrobiana frente a:

30 seg 5 min El porcentaje de
reduccién deber ser
Escherichia coli 99.999 % 99.999 % de igual o mayor a
o o 99.999% en el
Salmonella spp 99.999 % 99.999 % tempo de contacto
Pseudomonas aeruginosa 99.999 % 99.999 % sefalado
Staphylococcus aureus 99.999 % 99.999 %
OBSERVACIONES:

- Elinforme corresponde a la muestra remitida y ensayada el 12/09/2018.
- La muestra fue ensayada en su concentracion original, segun indicaciones del solicitante.

Fecha de analisis: 12-09-2018




Anexo 10

Resultados de Analisis Microbioldgicos para Estudio de Vida Util

10.1 Andlisis de efectividad antimicrobiana a los 2 meses

LABORATORIO DE CONTROL DE
g SE[NOSWA@!EPSQ CALIDAD MICROBIOLOGICO
"4 Universidad de El Salvador

Ciudad Universitaria, Final 25 Avenida Norte, San Salvador, El Salvador. Teléfono No. (503) 2511-2028
INFORME DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

Nombre de la muestra: Desinfectante EUCALIPTO 4% Caodigo: 20181105-01
Forma Farmacéutica: Solucién Desinfectante

Solicitante: Mario José Flores. Fecha de emision _ 07-12-2018
Lote No. e Fabricaciéon: -----—----——---  Vencimiento: P

Método: Evaluacién de actividad antimicrobiana — Official Methods of Analysis. AOAC.

Contenido rotulado: Eucalipto 4%
Solucién de color blanco, con olor caracteristico.
Descripcion: Informacion etiqueta: Prueba 8, pH 5.

DETERMINACION RESULTADOS ESPECIFICACIONES
- groca . y Porcentaje de reduccién a
Efectividad antimicrobiana frente a: Py e El porcentaje de
reduccién deber ser
Escherichia coli 100.0 % 100.0 % de igual o mayor a
o 5 99.999% en el
Salmonella spp 100.0 % 100.0 % tiempo de contacto
Pseudomonas aeruginosa 100.0 % 100.0 % sefialado
Staphylococcus aureus 100.0 % 100.0 %

OBSERVACIONES:
- Elinforme corresponde a la muestra remitida y ensayada el 07/11/2018.
- La muestra fue ensayada en su concentracion original, segtn indicaciones del solicitante.

o
Z
bg

Fecha de analisis: 07-11-2018

MSc. Amy Elieth Moran Rodriguez
Quimica Farmacéutica



10.2 Andlisis de efectividad antimicrobiana a los 3 meses

CENSALUD LABORATORIO DE CONTROL DE

*; O Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud CALI DAD M l C ROB' 0 LOG I CO

& 74 Universidad de El Salvador

Ciudad Universitaria, Final 25 Avenida Norte, San Salvador, El Salvador. Teléfono No. (503) 2511-2028
INFORME DE ANALISIS MICROBIOLOGICO

NN
j
73

¥

Nombre de la muestra:  Desinfectante EUCALIPTO 4% Codigo: 20181203-01
Forma Farmacéutica: Solucién Desinfectante

Solicitante: Mario José Flores. Fecha de emision  07-12-2018
Lote No. e Fabricacién: ---------------- Vencimiento: P

Método: Evaluacion de actividad antimicrobiana — Official Methods of Analysis. AOAC.

Contenido rotulado: Eucalipto 4%
Solucién de color blanco, con olor caracteristico.
Descripcién: Informacién etiqueta: pH 5.

DETERMINACION RESULTADOS ESPECIFICACIONES
& o o " i Porcentaje de reduccion a
Efectividad antimicrobiana frente a: e & i El porcentaje de
reduccién deber ser
Escherichia coli 100.0 % 100.0 % de igual o mayor a
99999% en el
Salmonella spp 100.0 % 100.0 % tiempo de contacto
Pseudomonas aeruginosa 99.999 % 99.999 % sefialado
Staphylococcus aureus 100.0 % 100.0 %
OBSERVACIONES:

- Elinforme corresponde a la muestra remitida y ensayada el 03/12/2018.
- La muestra fue ensayada en su concentracion original, segun indicaciones del solicitante.

2

T ’
MSc. Amy Elieth Moran Rodriguez
Quimica Farmacéutica

Fecha de anélisis: 03-12-2018
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Anexo 11

Resultados de Analisis de Aguas

11.1 Resultado de analisis para Agua Residual de Proceso de Manufactura

LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD CODIGO; PG-28F2
REGISTRO v 186508 |
BELRLIBAT NOMBRE: INFORME DE ENSAYO DE AGUA RESIDUALES PAGINA: 1 de 1
Codigo de Muestra: 0 |dentificacion de Muestra: L186508
Cliente:  LABORATORIO REQUERIMIENTO ESPECIAL

— Fecha de Recepcion: 21112018 Horg: 0927
Direccion: - P ore;

Fechade Andlisis: 21112018 Hora: 11:00

Muestreador: mari0 Jose cASTELLANOS
Punto de Muestreo: PLANTAPILOTO

Tipo de Muestra Analizada:

Plan de Muestreo: Puntual Parametros de acuerdo a NSO 13.07.01.04
Fecha de Muestreo: 21112018 Hora: o750 ORDINARIO
Parametros de Campo Resultados | Unidad Limite Maximo Permisible Método
Temperatura de Muestra 220 “C. WS 2550 Laboratory and Field. Method APHA
La temperatura del agua descargada al cuerpo
receptor no podra alterar* 5°C con respecto al
cuerpo hidrico receptor
Cloro Residual ; mgl| 4500-C| G DPD Colorimetric. Method APHA
RESULTADOS ANALITICOS
Parametros de Laboratorio Resultados | Unidad Limite Maximo Permisible Método
* 5220 C Closed Reflux,
DQO Total 144.00 mg/L. 150 Tritrimetric. Method APHA
DBO Total * 110.00 mg/L 60 5210 B 5-Day BOD Test. Method APHA
Sélidos Sedimentables * <0.2 mL/L 1 2540 F Settleable Solid. Method APHA
Solidos Suspendidos Totales * <10.80 mg/L 60 2540 D Total Suspended Solid
Dried at 103 - 105°C. Method APHA
Aceites y Grasas 14.00 mg/L 20 5520 D Soxhlet Extraction. Method APHA
H 55 -9.0 Vertidos en aguas limnicas; 6.0 - 9.5 4500-H*B
P 6.91 - Vertidos en aguas costero marinas ELectrometric. Method APHA
Turbidez A NTU No se incrementara en 5 unidades la turbidez 2130 B Nefelometric. Method APHA
del cuerpo receptor.
Color R Pt-Co Efluente liquido no debera incrementar color 120
visible al cuerpo receptor Method HACH
4500 - Chloride B
Cloruros “
g P Argentometric. Method APHA
; ; * 4500 - O C Azide Modification.
Oxigeno Disuelto : mg/L / 5’— Melhof APHAS,

* Métodos Acreditados™ Fuera de Rango™* Interferencia de MatrizN.D No Detectable

Revisado por:

— R
77

Observaciones:-

Autorizado por:

JEFE DELWABORATORIO

Boulevard del Hipodromo , No. 609, Colo. San Benito, San Salvador laboratorio@anda.gob.s.v
Los resultados reportados corresponden a la muestra ensayada
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11.2 Resultados de andlisis para Agua Residual de Proceso de Limpieza

LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD

CODIGO: PG-28F2

- REGISTRO N L186509
QTSRS NOMBRE: INFORME DE ENSAYO DE AGUA RESIDUALES | PAGINA: 1 de 1

Codigo de Muestra: 0

Cliente:

LABORATORIO REQUERIMIENTO ESPECIAL

|dentificacion de Muestra: L186509

Direccion: -

Fecha de Recepcion: 21-11-2018

Hora; 09:27

Muestreador: MARIO JOSE CASTELLANOS

Fecha de Analisis:

21-11-2018  Hora: 11:04

Punto de Muestreo: PLANTAPILOTO

Tipo de Muestra Analizada:

Plan de Muestreo: Puntual

Parametros de acuerdo a NSO 13.07.01.04

* Mélodos Acreditados** Fuera de Rango*™* Interferencia de MalrizN.D No Detectable

Revisado por:

Fecha de Muestreo:  21-11-2018 Hora: 0802 ORDINARIO
Parametros de Campo Resultados | Unidad Limite Maximo Permisible Método
Temperatura de Muestra 20 °C. -9 2550 Laboratory and Field. Method APHA
2 temperatura del agua descargada al cuerpo
receptor no podra alterart 5°C con respecto al
cuerpo hidrico receptor
Cloro Residual mg Ll @ e 4500- CI G DPD Colorimetric. Method APHA
RESULTADOS ANALITICOS
Parametros de Laboratorio Resultados | Unidad Limite Maximo Permisible Método
& 5220 C Closed Reflux,
DQO Total 206.40 mg/L 150 Tritrimetric. Method APHA
DBO Total * 4240 mg/L 60 52108 5-Day BOD Test. Method APHA
Solidos Sedimentables * <0.2 mL/L 1 2540 F Settleable Solid. Method APHA
Sélidos Suspendidos Totales * 1250 mg/L 60 2540 D Total Suspended Solid
Dried at 103 - 105°C. Method APHA
Aceites y Grasas 21.00 mg/L 20 §520 D Soxhlet Extraction. Method APHA
H* 55-9.0 Vertidos en aguas limnicas; 6.0 - 9.5 4500-H*B
P 7.01 Vertidos en aguas costero marinas ElLectrometric. Method APHA
Turbidez NTU No se incrementara en 5 unidades la turbidez 2130 B Nefelometric. Method APHA
del cuerpo receptor.
Color Pt - Co Efluente liquido no deberé incrementar color 120
visible al cuerpo receptor Method HACH
4500 - Chloride B
Cloruros L
mg/ Argentometric. Method APHA
: ; * 4500 - O C Azide Modification.
Oxigeno Disuelto : mg/L / \‘ - Method APHA
T < 3

Observaciones:-

%%

7 am

//

Autorizado por:

Boulevard del Hipodromo , No. 609, Colo. San Benito, San Salvador
Los resultados reportados corresponden a la muestra ensayada

laboratorio@anda.gob.s.v





