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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo evaluar los efectos del aceite esencial de Piper
aduncum, Citrus x tangelo y Origanum vulgare sobre Escherichia coli. Mediante un
Disefio Completo al Azar (DCA) con arreglo factorial de 3A x 3B x 2C. Factor A: Aceites
(Piper, Citrus y Origanum). Factor B: Concentraciones (70, 90 y 100%). Factor C: dosis
(30uL y 10uL). Un control positivo (Ciprofloxacino de 5 ug) y uno negativo (Tween 80).
Con 20 tratamientos. Los aceites fueron extraidos por el método de arrastre con vapor de
agua. Se efectlio un antibiograma segun la técnica de Kirby Bauer, empleando discos de
sensibilidad impregnados con los tratamientos mencionados, las placas fueron incubadas
a 37°C, midiéndose el diametro de halo con un vernier cada 24 horas. Los datos fueron
sometidos a un Analisis de Varianza y a la prueba paramétrica de Tukey al 95% de
confianza. Los resultados muestran alta significancia para aceites, concentraciones, dosis
e interaccién dosis con aceite. EIl orégano obtuvo mejores valores con 20.266, 23.093 y
21.567 mm de didmetro de inhibicidn a 24, 48 y 72 horas respectivamente. Los valores
mas altos se alcanzaron a concentraciones de 90 y 100% y a dosis de 30uL. Segun escala
Duraffourd, Escherichia coli fue sumamente sensible al aceite de orégano y sensible al
tangelo, al aceite de matico no present6 sensibilidad. En conclusion, el aceite esencial de
orégano a concentraciones de 90 y 100% y a dosis de 30uL posee efecto inhibitorio

sumamente sensibles frente a Escherichia coli.

Palabras clave: Aceites esenciales, Escherichia coli, concentraciones, dosis,
sensibilidad.
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the effects of the essential oil of Piper
aduncum, Citrus x tangelo and Origanum vulgare on Escherichia coli. Through a
Complete Randomized Design (RCD) with a factorial arrangement of 3A x 3B x 2C.
Factor A: Qils (Piper, Citrus and Origanum). Factor B: Concentrations (70, 90 and 100%).
Factor C: dose (30uL and 10uL). A positive control (Ciprofloxacin 5 ug) and a negative
control (Tween 80). With 20 treatments. The oils were extracted by the steam extraction
method. An antibiogram was carried out according to the Kirby Bauer technique, using
sensitivity discs impregnated with the aforementioned treatments. The plates were
incubated at 37°C, measuring the halo diameter with a vernier caliper every 24 hours. The
data were subjected to an Analysis of Variance and Tukey's parametric test at 95%
confidence. The results show high significance for oils, concentrations, doses and dose-
oil interaction. Oregano obtained better values with 20,266, 23,093 and 21,567 mm of
inhibition diameter at 24, 48 and 72 hours respectively. The highest values were reached
at concentrations of 90 and 100% and at doses of 30uL. According to the Duraffourd
scale, Escherichia coli was extremely sensitive to oregano oil and sensitive to tangelo; it
did not present sensitivity to matico oil. In conclusion, oregano essential oil at
concentrations of 90 and 100% and at doses of 30uL has extremely sensitive inhibitory

effects against Escherichia coli.

Keywords: Essential oils, Escherichia coli, concentrations, dosage, sensitivity.
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I.  INTRODUCCION

Las infecciones urinarias son comunes a nivel del mundo, afectan a mas de 150 millones
de individuos y aproximadamente el 50% a 70% son del sexo femenino y contraen esta
infeccion siquiera una vez en su vida, siendo el causante de mayor frecuencia la
Escherichia coli uropatdgena en 65% a 70% de los casos presentados. También, es agente
causal preponderante de las infecciones de los sistemas urinario y sanguineo, también
ocasiona alta morbilidad y mortalidad en todas partes del mundo (Croxen et al., 2018),
originando grandes costos meédicos y sociales (Manges, 2019); en Canada la tasa de
incidencia fue de 48,8 / 100 000 pacientes-afio (Holland et al., 2020).

La bacteria Escherichia coli (E. coli) afecta principalmente la salud de las mujeres en
edad fértil, en el embarazo y la menopausia. Sin embargo, los grupos con alto riesgo de
infecciones graves estan los nifios menores de 5 afios (Rothstein et al., 2019), adultos
mayores de 65 afios y personas cuyo sistema inmune esté debilitado (Centro de control y
prevencion de enfermedades [CDC], 2021). Las cepas enteropatogénica Yy
enterotoxigénica provocan diarrea sanguinolenta, sindrome urémico hemolitico y hasta la
muerte (CDC, 2021).

La tasa de deteccion nosocomial de E. coli en Japdn es alta, debido a la aparicion de cepas
que portan genes de resistencia (Chong et al., 2018). En los centros de atencion fueron de
10 al 60% en Europa y 50% en China (Flokas et al., 2017). La tasa de prevalencia de
colonizacion en Europa y América del Norte 10% y en Asia 50% (Karanika et al., 2016).
En Lima la frecuencia de colonizacion en heridas cronicas en las extremidades inferiores
fue 17,2% (Mendo et al., 2017).

El uso empirico de antibiéticos ha desarrollado resistencia bacteriana ocasionando que
muchos de ellos se hayan vuelto ineficaces (Mazzariol, 2017). En América Latina se han
reportado altas proporciones de E. coli resistente a las “fluoroquinolonas de 17,5 a 18,9%,
ampicilina 61,4%” Bours (como se citdo en Aranda, 2016). Las tasas de resistencia
muestran una tendencia al crecimiento de 2.4% en solo tres afios (Bonkat, 2017). En Per(
segun la ubicacidn de los establecimientos de salud los valores mas altos se presentaron
en Madre de Dios 25% y Ucayali 76,2% (Marcos et al., 2020).
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La gran capacidad de diseminacion y persistencia de E. coli en el ambito hospitalario y
comunitario asociado a su resistencia a multiples antibioticos limita las alternativas de
tratamiento médico (Denisuik et al., 2018), y es un peligro latente para la salud de la
poblacién (Benavides et al, 2018). Lo que plantea la necesidad imperante de buscar
nuevas estrategias en el tratamiento de las infecciones, una de ellas es el empleo de la
fitoterapia lo que impacta en la resistencia microbiana (Silva et al., 2019).

Existen diversas variables que influyen en el efecto de los aceites esenciales (AE) en la
inhibicion del crecimiento de E. coli, entre ellas estan: la especie, concentracion de los
principios activos, dosis, frecuencia de administracion, parte del vegetal, clima,
fertilizacion. Los mismos que afectan el contenido del principio activo necesario para

expresar un efecto positivo (Queiroz et al., 2016).

Las investigaciones referentes al efecto de los aceites esenciales de Piper aduncum
(Matico) en la inhibicion de E. coli son controvertidas. Por un lado, ciertos estudios
mostraron que tiene efecto positivo como bacteriostatico (Aguilar y Zavaleta, 2019), pero
otros estudios no hallaron evidencia de que el AE de matico presente efecto en la
inhibicion de E. coli (Flores y Puente, 2016). Ademas, no existen estudios realizados con
AE de Citrus x tangelo (Tangelo), salvo un caso donde consideran a Citrus cinensis como
Tangelo (otra especie) (Sesa y Torres, 2021). En cuanto a Origanum vulgare (Orégano),
los estudios realizados apuntan hacia Lippia origanoides (Lizcano et al., 2021) y se
centran como desinfectante de hortalizas o carne (Alvarez et al., 2019).

Li et al. (2022), en China al evaluar la composicién quimica de cinco citricos concluyen
que los AE presentaban mayor cantidad de terpenos, d-limoneno y pineno. Abud et al.
(2021), en Nicaragua estudiaron la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de
semillas de tres citricos a diferentes concentraciones, contra E. coli (ATCC) 25922 y
Staphylococcus aureus (ATCC) 25923. Los resultados muestran que los aceites a las
concentraciones de 75y 100% tienen efecto bactericida sobre E. coli y Staphylococcus

aureus (S. aureus), mientras que a concentraciones menores no tiene efecto positivo.

Lopez (2018), en Ecuador, evalio el efecto antimicrobiano del aceite esencial de
Origanum vulgare en cepas de E. coli y S. aureus, a las concentraciones de 30, 60 y 90%,
determinando la concentracion minima inhibitoria (MIC). Los resultados indican que la

MIC para E. coli presenta turbidez al 30% y S. aureus no muestra turbidez. Concluye que
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el aceite de orégano inhibe el crecimiento bacteriano en todas las concentraciones, siendo
el didmetro minimo y maéaximo del halo en E. coli de 13.01 mm y 17.62 mm

respectivamente.

Queiroz et al. (2016), en Brasil, al estudiar la produccion y composicién del AE del
orégano. Concluyen que los principales componentes son: carvacrol, terpineno, orto-
cymeno, myrceno. Asi mismo, Acevedo et al. (2013) afirman que en su estudio
encontraron al timol como componente mayoritario (67,51%) y que éste le confiere
propiedades antibacterianas ademaés del carvacrol. Cabrejos, S. y Vasquez, A. (2021), en
su investigacion realizada en Lima evaluaron la accion bactericida de Piper aduncum y
Mentha spicata L contra a E. coli, y Staphylococcus, empleando la difusion en agar, para
lo cual consideraron diferentes concentraciones de los extractos (50, 75 y 100%),
concluyeron que las dos especies en estudio presentaron accion bactericida contra S.

aureus, teniendo mejor accion Piper aduncum L.

Aguilar, L. y Zavaleta L, (2019), en Trujillo, al investigar la eficacia antimicrobiana del
extracto de Piper aduncum sobre E. coli, a diferentes concentraciones (40%, 60%, 80%
y 100%), obtuvieron como resultado que la eficacia del extracto es mejor cuanto mas
concentrado estd. Concluyen que la concentracién al 100% tuvo mejor efecto inhibiendo

el crecimiento de E. coli.

Ingaroca et al. (2019), en Lima, al estudiar la composicion quimica del matico
encontraron  principalmente  “B-ocimeno,  metileugenol,  germacreno D,
biciclogermacreno” en cantidades altas. Asimismo, Crislene et al. (2016), sostienen que
en su estudio los contenidos de biciclogermacreno tiene un efecto positivo en la inhibicion

de E. coli. El fellandreno tiene actividad antibacteriana de amplio espectro.

La literatura cientifica también reporta que los aceites esenciales de Origanum vulgare y
Citrus x tangelo contienen carvacrol y timol (Azimzadeh et al., 2023), acetato de linalilo
y limoneno (Ambrosio et al., 2020) respectivamente. Los cuales son de gran importancia
médica debido a su capacidad antimicrobiana y antiviral entre otras, sin embargo, estan
influenciados por diversos factores como genotipo, época de cosecha, y la distribucion
geografica (Shange et al., 2019). Asi mismo la concentracion, cantidad y composicion
de estos aceites estan influenciadas significativamente por la altitud, aumentando con ella

(Oner & Yesil, 2023). A demas la frecuencia (periodo de incubacion) y la dosis de los
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aceites tiene marcada importancia en el efecto inhibitorio de E. coli.

El estudio tuvo como objetivo general evaluar los efectos del aceite esencial de Piper
aduncum, Citrus x tangelo y Origanum vulgare en la inhibicion del crecimiento de
Escherichia coli. Y los objetivos especificos: Identificar el aceite esencial de Piper
aduncum, Citrus x tangelo y Origanum vulgare que presenta actividad en la inhibicion
del crecimiento de Escherichia coli; establecer la concentracion y dosis del aceite
esencial de Piper aduncum, Citrus x tangelo y Origanum vulgare que tiene mejor
actividad en la inhibicion del crecimiento de Escherichia coli; determinar la sensibilidad
de Escherichia coli frente a los aceites esenciales de Piper aduncum, Citrus x tangelo y

Origanum vulgare.

La investigacion tuvo como hipdtesis, el aceite esencial de Piper aduncum, Citrus X
tangelo y Origanum vulgare tienen efecto significativo en la inhibicién del crecimiento

de Escherichia coli.

El aceite esencial puede definirse como la mezcla de varios compuestos aromaticos
obtenidos de una planta entera o parte de ella por destilacién (Lépez, 2004). Dosis como
la cantidad correcta de principio activo que garantice su efectividad, expresado en
volumen y se suministrarad de una vez (Estrada, 2006). Concentracion es la magnitud que
expresa la cantidad de una sustancia por unidad de volumen (RAE, 2021; UNAME,
2013). Periodo de incubacion como el periodo de tiempo requerido para que se observe
una respuesta (Gil & Vaque, 2008). Crecimiento bacteriano se conceptualiza como
aumento de la masa celular por division de las bacterias mediante fisién binaria o
gemacioén (Caycedo et al., 2021). Ciprofloxacino es un antibiético de amplio espectro
empleado para tratar infecciones provocadas por bacterias (Martinez et al., 2010) y Tween
80 es un surfactante hidrofilico (Wei et al., 2008).
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II. MATERIAL Y METODOS
Metodologia

Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, tipo causal, disefio experimental puro
con posprueba Unicamente y grupo control (Hernandez, 2014; Hernandez et al.,
2018).

Figural

Esquema del disefio de investigacion

o ®
Em o ®
o ®

A
SO
S

Donde:

Xa: Aceite esencial al 100% de concentracion.
Xa: Aceite esencial al 90% de concentracion.
Xs: Aceite esencial al 70% de concentracion.
XK: Ciprofloxacino 5 mg (Control +).

. Tween 80 (Control -).
G1... Gk+1: Cepade E. coli.

M1 ... Mk+1: Medicién de la variable independiente.
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Disefio estadistico

En la investigacion se emple6 un Disefio Completo al Azar (DCA) con arreglo
factorial de 3A x 3B x 2C. Factor A: Aceites (Piper, Citrus y Origanum). Factor B:
Concentraciones (70, 90y 100%). Factor C: dosis (30uL y 10uL). Un control positivo
(Ciprofloxacino de 5 ug) y uno negativo (Tween 80). Con 20 tratamientos y 15

repeticiones.

Modelo aditivo lineal

Yiik = U +Ai + Bj+ Ckt+ (AB)ij + (AC)ik+ (BC)jk + (ABC)ijk + eijk

Donde:
Yiik = Representa la observacion correspondiente al nivel (i) del factor A, al
nivel (j) del factor B y al nivel (k) del factor C.

M = Efecto medio verdadero de la media global

Ai = Efecto producido por el nivel i — ésimo del factor A

Bj = Efecto producido por el nivel j — ésimo del factor B.
Cx = Efecto producido por el nivel k — ésimo del factor C.

(AB);j = Efecto producido por la interaccion del nivel i — ésimo del factor A con
el nivel j — ésimo del factor B.

(AC)ix = Efecto producido por la interaccion del nivel i — ésimo del factor A con
el nivel k — ésimo del factor C.

(BC)jk = Efecto producido por la interaccion del nivel j — ésimo del factor B con
el nivel k — ésimo del factor C.

(ABC)ijx = Efecto producido por la interaccion del nivel i — ésimo del factor A
con el nivel j — ésimo del factor B y el nivel k — ésimo del factor C.

eijxk = Efecto producido por el error.
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Tratamientos y distribucion

Tabla 1
Formacion de los tratamientos por combinaciones de factores A, B.y C.

FACTORES
P: A: ACEITE B: C: ,
COMBINACION TRATAMIENTO
Escherichia ESENCIAL
coli (AE) CONCENTRACION DOSIS
Cl=10uL PA;B; C T1
B1 =100%
C2=30uL PA1B1C, T2
A 1 = Piper Cl=10uL PA1B.Cy T3
B2 =90%
Aduncum C2=30uL PA;B,C; T4
Cl=10uL PA1B3;Cs T5
B3 =70%
C2=30uL PA;B:C; T6
Cl1=10uL PA;Bi1C; T7
B1 =100%
% C2=30uL PA,B; C, T8
@ A2 = Citrus Cl=10uL  PA;B,C; T9
= B2 =90%
2 x tangelo C2=30uL PA;B,C, T10
[<5)
S Cl=10uL  PA;BsC T11
w B3 =70%
a C2=30uL P A;B;C; T12
Cl=10uL PA1B:1C; T13
B1 =100%
C2=30uL PA1B:1C, T14
A3 =
) Cl=10uL PA1B,C; T15
Origanum B2 = 90%
C2=30uL P A1B;C, T16
vulgare
Cl=10uL PA1B;C; T17
B3 =70%
C2=30uL P A1 B3 C, T18
Control (+) Ciprofloxacino 5 ug T19
Control (-) Tween 80 T20

Fuente: La tabla muestra cdmo se formaron los tratamientos en el estudio siguiendo el

Disefio Completos al Azar para la ejecucion de la experimentacion.
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Distribucion de los tratamientos en estudio formados en la tabla 1.

Repeticién |

Dosis

l 30uL

Descripcion: Se representa a las placas Petri con los tratamientos en estudio formados en
latablal: T1 (P A1 B1 Cy) esta conformado por la bacteria Escherichia coli (P) con aceite
esencial de Piper (A1) a una concentracion de 100% (B1) y dosis de 10 uL (C,), el T2 (P
A1 B1 C») constituido por P con aceite esencial Al a una concentracion B1 y dosis de 30

uL (C2) ..., Control positivo (+) y control negativo (-).
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Poblacion, muestra y muestreo

Poblacion
Estuvo conformada por plantas de Matico (Piper aduncum), Tangelo (Citrus x
tangelo) y Orégano (Origanum vulgare), seleccionadas por sanidad, color de follaje
verde, hojas que no presentaron hongos y dafios por insectos, se empled el método
no probabilistico. Las plantas fueron recolectadas (6 kilogramos de cada una) en el
mes de marzo del 2023, en los distritos de Levanto y Magdalena respectivamente,

provincias de Chachapoyas, region Amazonas.

Muestra

Estuvo conformada por 5 kilogramos (kg) de hojas de cada una de las especies
vegetales en estudio: Matico (Piper aduncum), Tangelo (Citrus x tangelo) y Orégano
(Origanum vulgare). (Flores y Puentes, 2016). Obteniéndose el aceite esencial

mediante destilacion por arrastre de vapor.

Muestreo.

En el estudio se empled el muestreo no probabilistico por conveniencia en la
seleccion de las plantas medicinales (Matico, tangelo y orégano) y la cepa de

Escherichia coli (Hernandez, 2014).

Criterios de inclusion
e Cepade E. coli con certificado de pureza del laboratorio de Investigacién en suelo

y aguas (LABISAG) de la de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas (UNTRM — A).
e Aceites esenciales sin contaminacion.

e Cajas Petri con medio de cultivo que se encuentren en buen estado.

Criterios de exclusion
e Especie vegetal en mal estado con sintomas de pudricién o manchas negras.

e Muestras de especies diferentes a las consideradas en el estudio.

Variables
Variables independientes

v Aceite esencial de Matico (Piper aduncum), Tangelo (Citrus x tangelo) y Orégano

(Origanum vulgare)
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v Concentraciones de 70, 90 y 100%
v Dosis: 10 uL y 30 uL.

Variable dependiente

v"Inhibicién del crecimiento de Escherichia coli (actividad antibacteriana)

Variable interviniente

v" Periodo de incubacién (tiempo de exposicion)

Instrumentos de recopilacion de datos para la variable independiente
Identificacion Taxondmica de las especies en estudio

Las plantas utilizadas en la investigacion fueron recolectadas en diferentes lugares.
Matico, en el distrito de Levanto. Hojas de Tangelo en el distrito de Magdalena y
Orégano en el centro poblado de Zuta, distrito de Magdalena, provincia de

Chachapoyas, region Amazonas.

Se recolectaron muestras de la planta conteniendo hojas, ramas, flores y fruto para el
caso del Piper aduncum y Citrus x Tangelo, la planta completa para el caso del
Origanum vulgare. Se anotaron las caracteristicas del lugar como altitud,
precipitacion, coordenadas geograficas entre otras y también las caracteristicas de la
planta como altura, frondosidad, clima, tipo de suelo, forma de tallo etc., después las
muestras fueron colocadas en una prensa botanica y luego transportadas al
laboratorio de dendrologia siendo identificadas por el herbario KUELAP de la
Facultad de Ingenieria y Ciencias Agrarias (FICA) de la UNTRM — A.

Seleccién y preparacion del material vegetal

En campo se recolectd 6 Kg de cada especie vegetal, se empacé en papel craft, se
colocaron en bolsas plasticas por separado e inmediatamente fueron transportados al
laboratorio de Geneética Vegetal de la FICA. En el laboratorio se procedi6 a pesar,
limpiar las hojas elimando algunos residuos de tierra, después se separaron las hojas
frescas y no dafadas, limpias de fragmentos obscuros o atacados por insectos u
hongos, quedando un peso promedio de 5.0 kg (Flores y Puente, 2016).
Seguidamente el material seleccionado se lavo con agua de cafio a chorro, luego con

agua destilada estéril, después se desinfectd con hipoclorito de sodio al 0.5%. A
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continuacion, se colocd sobre papel por 24 horas a temperatura ambiente y bajo
sombra. Finalmente se llevo a estufa a 37°C por 24 horas para su secado.

Preparacion del Aceite esencial de cada especie vegetal

Los aceites esenciales fueron extraidos a partir de las hojas, empleando un equipo de
destilaciéon de arrastre con vapor de agua el cual consta de tres componentes: la
camara de agua, la camara de hojas y el sistema de enfriamiento. En el que se
colocaron 5 kg de hojas y 10 litros de agua bidestilada en sus respectivas camaras,
luego se procedid a hervir mediante una fuente de calor (cocina a gas); el vapor de
agua con los componentes volatiles pasé a través del sistema de enfriamiento hasta
un colector (matraz) donde se separd el aceite del agua por diferencia de densidades.
Luego se procedio a diluirlos con Tween 80 hasta obtener las concentraciones de 70,
90 y 100%. Finalmente se obtuvo las dosis de 10 y 30 uL y se almacenaron en frascos
de vidrio color &mbar a 4 °C hasta su uso. De la misma forma se procedio para cada

una de las especies vegetales.

Instrumentos de recopilacion de datos para la variable dependiente.

Actividad antibacteriana
La bacteria Escherichia coli fue donada por el laboratorio de Investigacion en suelo
y aguas (LABISAG) de la UNTRM — A.

Reactivacion de la cepa

Se empled Agar Miller Hinton que es un medio de cultivo no selectivo y no
diferencial, donde se sembrd la cepa de E. coli mediante la técnica de agotamiento;
la cual fue aislada luego de 24 h de incubacion a 37 °C para la obtencion del cultivo

joven.

Preparacion del inéculo (Estandarizacion)

Con un asa bacterioldgica redonda se tomo de 2 — 3 colonias de E. coli activadas y
se colocaron en un tubo de ensayo con 5 ml de solucién salina al 0.9%, se colocé en
un vortex y se agitd hasta alcanzar el valor de turbidez de 0.5 (1 x 108 UFC/mL)

fijada por la escala de McFarland.
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Prueba de sensibilidad

Se empleo la técnica de Kirby Bauer. Sugerido por el Comité nacional de estandares
de laboratorio clinico. Para ello se cortd discos de papel filtro Whatman N° 4 de 6
mm de diametro con un perforador y se esterilizaron, a los cuales se aplicaron los AE
de las tres especies, a las concentraciones de 70%, 90% y 100% (las diluciones se
realizaron con Tween 80) a dosis de 10 uL y 30 uL de cada tipo de AE, con una
micropipeta. Los discos para el control negativo se les impregn6é con Tween 80.
Luego todos los discos se secaron a estufa a 30 °C. Para el control positivo se utilizd
discos de sensibilidad conteniendo 5 ug de ciprofloxacino.

En las placas Petri con Agar Miller Hinton se sembrd la bacteria activada y
estandarizada, mediante la técnica de siembra masiva, se dejo secar por seis minutos
y se procedi6 a colocar 5 discos por placa (3 discos con las distintas concentraciones
y dos correspondientes al control positivo y negativo) distribuidos uniformemente y
presionandolos con una pinza para que tengan buen contacto con el medio de cultivo.
Finalmente, las placas se incubaron en posicién invertida en una estufa por 24 h a 37
°C.

Los didmetros de los halos de inhibicion se midieron a las 24, 48 y 72 h. y para

determinar la sensibilidad se empled la escala de Duraffourd.

Analisis de datos

Los valores de los datos obtenidos a partir de la investigacion fueron procesados con
los programas estadisticos IBM SPSS Statistics 23 e INFOSTAT 2017. {0.683 (P>
0.05) y la homogeneidad con la prueba de Levene, el resultado fue 0.063 (P>0.05).
Luego se realizé un andlisis de varianza al 5% de significancia y la prueba honesta
de Tukey al 95% de confianza. El grado de sensibilidad se interpret6 segun criterio
de Duraffourd.
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I11. RESULTADOS
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Figura 2

Comparacion de medias de diametro de halos (mm) alcanzados por los aceites esenciales
de matico, tangelo y orégano en la inhibicién del crecimiento de E. coli a 24, 48 y 72

horas de exposicion.

La figura 2, muestra que el aceite esencial de orégano presentd los valores promedios méas
altos, el aceite de tangelo los valores més bajos, y el aceite de matico no tuvo resultados
positivos en la inhibicion de E. coli bajo ningin periodo de tiempo en estudio (24, 48 y
72 h). Asimismo, el aceite esencial de tangelo, presentd mayor actividad durante las 24
h., y el aceite de orégano a las 48 h de exposicion; ademas, presenta mayor actividad
antibacteriana en todos los tiempos de exposicion en comparacion con el aceite de
tangelo. También se observa que la actividad antibacteriana de los AE decrece con el

tiempo de exposicion.
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Tabla 2

Resumen del Andlisis de varianza (ANOVA) de la variable inhibicion del crecimiento de

Escherichia coli frente a los aceites esenciales de Tangelo y Orégano a 24, 48y 72 horas

de exposicion, afio 2023.

24 h 48 h 72 h
F. V. GL = P = P = P

Aceite 1 1533.85 <.0001 2663.24 <.0001 2425.01 <.0001
Concentracion 2 28.98 <.0001 36.83 <.0001 27.91 <.0001
Dosis 1 46.04 <.0001 13.78 <.0.001 49.57 <.0001
Aceite x Concentracion 2 0.74 0.49 253 0.101 0.14 0.871
Aceite x Dosis 1 176.12 <.0001 0.64  0.433 465 0.041
Concentracion x Dosis 2 1.76 0.194 0.52  0.603 1.40 0.266
Aceite x Concentracion x Dosis 2 0.96 0.39 055 0.581 0.69 0.51
Error 24
Total 36
Total corregido 35
CV 4.11% 5.25% 5.50%

La tabla 2, muestra diferencias estadisticas altamente significativas (P<0.05) en aceites X

dosis (a 24 h), y para aceite, concentracion y dosis en los tres periodos de exposicion en

estudio. Los coeficientes de variacién presentan valor Optimo para este tipo de

investigacion.
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Figura 3

Comparacion de medias de inhibicién del crecimiento de E. coli a 24 horas de exposicion

para las interacciones segun prueba de Tukey al 95% de confianza.
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En la figura 3, se evidencia que existen diferencias estadisticas altamente significativas
(Tukey p<0.05), donde los grupos Ay B correspondientes a las interacciones aceite de
orégano con dosis de 30 uL y 10 uL presentan los mejores valores que el grupo D con

respecto a la inhibicion de Escherichia coli.
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Figura 4

Comparacion de medias de inhibicidn del crecimiento de E. coli a 24, 48 y 72 horas de

exposicidn para aceites esenciales segun prueba de Tukey al 95% de confianza.

En la figura 4 se evidencia que, en los tres periodos de exposicion, entre los aceites de
Orégano y tangelo existe diferencias altamente significativas (Tukey p<0.05). EI grupo
A (aceite de orégano) alcanz6 los mejores valores que el grupo B en la inhibicion de

Escherichia coli.
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Figura 5

Comparacion de medias de inhibicion del crecimiento de E. coli a 24, 48 y 72 horas de

exposicidn para concentraciones segun prueba de Tukey al 95% de confianza.

En la figura 5, se evidencia que existen diferencias altamente significativas (Tukey
p<0.05) para las tres concentraciones (70, 90 y 100%). El grupo A (concentracion al
100%) logré los mejores valores que el grupo C (concentracion 70%) en la inhibicién del

crecimiento de E. coli.

18.90

A
A
E 5
o z
1] = A
XL
Z 1547
o B
2 .
[=]
L 1375
w
2
(=]
203 1
10UL 30UL
DOSIS
TIEMPO DE EXPOSICION
Mo Haen W2
Figura 6

Comparacion de medias de inhibicion del crecimiento de E. coli a 24, 48 'y 72 horas de
exposicion para dosis segun prueba de Tukey al 95% de confianza.
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En la figura 6, se evidencia que existen diferencias altamente significativas (Tukey
p<0.05) para dosis. El grupo A (dosis 30uL) alcanzd los valores mas altos que el grupo B

(dosis 10uL) respecto a la inhibicion del crecimiento de E. coli.

Tabla 3
Medias de la variable diametro de halo de inhibicién del crecimiento de Escherichia coli

a 24, 48 y 72 horas de exposicion, afio 2023.

Tiempo de exposicion
Aceite esencial Concentraciones Dosis 24 h 48 h 72h
Medias de halo (mm)

10uL  20.800 24.400 22.067

(0)
100% 30uL 22233 25267  23.733
10uL 18467 20933  19.200

A [0)
Oregano 70% 30uL 20333 21500 21.533
0051 10uL 20400 22733  19.667
° 30uL 21433 23733  23.200
10uL  10.267 8967  8.933
100% u

30uL  15.600 10967  10.033
10uL  9.033 7200  6.367

70%
Tangelo ° 30uL  12.800 8267  7.800
10uL  9.667 8133  7.067

90%

30uL  13.967 8.833 8.533

En latabla 3, se evidencia que los mayores valores fueron alcanzados por las interacciones
del aceite de orégano a concentraciones de 90 y 100% con las dosis de 30 uL y 10 uL en
los tres tiempos de exposicidn, respecto al diametro de halo de inhibicion del crecimiento

de Escherichia coli.
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Tabla 4
Sensibilidad de E. coli frente a los tratamientos en estudio a 24 h., de exposicion segin

escala de Duraffourd, afio 2023.

Didmetro de halos de inhibicién a 24 h Escala de sensibilidad de Duraffourd
Sensibilidad ~ Sensible (+):  Muy sensible S”S':r?snl”tigte
Tratamientos Medias Nula (-): <8 >8-<14 (++):>14 - .
mm mm 20 mm (+++): >20

mm

Aceite esencial Orégano 20.611 +++

Aceite esencial Tangelo 11.889 +

Concentracion 100% 17.225 ++

Concentracion 90% 16.367 ++

Concentracion 70% 15.158 ++

Dosis 10uL 14.772 ++

Dosis 30uL 17.728 ++

T1: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*100%* Dosis 10uL) 10.267 *

T2: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*100%* Dosis 30uL) ~ ~>-600 i

T3: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*90%* Dosis 10uL) 9.667 *

T4: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*90%* Dosis 30uL) 13.967 o

T5: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*70%* Dosis 10uL) 9.033 *

T6: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*70%* Dosis 30uL) 12.800 *

T7: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*100%* Dosis 10uL)  20-800 T

T8: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*100%* Dosis 30uL) 22.233 T

T9: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*90%* Dosis 10uL) 20.400 T

T10: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*90%* Dosis 30uL) 21.433 T

T11: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*70%* Dosis 10uL) 18.467 i

- 1% H H
T12: (E. coli*Aceite esencial 20.333 .

Orégano*70%* Dosis 30uL)

La tabla 4, muestra que Escherichia coli fue sensible (+) a 67% de los tratamientos con
aceite de tangelo y muy sensible (++) a 33%. Y en relacién al aceite de orégano resulto
sumamente sensible (+++) al 83.3% de los tratamientos y muy sensible (++) al 16.7%.
Asimismo, revelo ser muy sensible (++) a las tres concentraciones y a las dos dosis en

estudio.
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Tabla 5
Sensibilidad de E. coli frente a los tratamientos en estudio a 48 h., de exposicion segin

escala de Duraffourd, afio 2023.

Didmetro de halos de inhibicion a 48 h Escala de sensibilidad de Duraffourd
Sensibilidad  Sensible (+): Muy sensible S%@:Q&gte
Tratamientos Medias Nula(-):<8 >8-<14 (++):>14- )
mm mm 20 mm (+++): >20

mm

Aceite esencial Orégano 23.094 +++

Aceite esencial Tangelo 8.728 +

Concentracion 100% 17.400 ++

Concentracion 90% 15.858 ++

Concentracién 70% 14.475 ++

Dosis 10uL 15.394 ++

Dosis 30uL 16.428 ++

T1: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*100%* Dosis 10uL) 8.967 *

T2: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*100%* Dosis 30uL) ~ ~0-967 *

T3: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*90%* Dosis 10uL) 8.133 *

T4: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*90%* Dosis 30uL) 8.833 *

T5: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*70%* Dosis 10uL) 7.200 *

T6: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*70%* Dosis 30uL) 8.267 *

T7: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*100%* Dosis 10uL)  2+*00 M

T8: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*100%* Dosis 30uL) 25.267 M

T9: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*90%* Dosis 10uL) 22.133 M

T10: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*90%* Dosis 30uL) 23.733 M

T11: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*70%* Dosis 10uL) 20933 A

- 1% H H
T12: (E. coli*Aceite esencial 21 500 et

Orégano*70%* Dosis 30uL)

La tabla 5, muestra que Escherichia coli fue sensible (+) al 100% de los tratamientos con
aceite de tangelo. Y sumamente sensible (+++) al 100% de los tratamientos con aceite de
orégano. También, resultd ser muy sensible (++) a las tres concentraciones y a las dos

dosis en estudio.
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Tabla 6

Sensibilidad de E. coli frente a los tratamientos en estudio a 72 h., de exposicion segin

escala de Duraffourd, afio 2023.

Diametro de halos de inhibicion a 72 h

Escala de sensibilidad de Duraffourd

Sensibilidad  Sensible (+): Muy sensible Sg::;ﬁgte
Tratamientos Medias Nula(-):<8 >8-<14 (++):>14- )
mm mm 20 mm (+44): >20

mm

Aceite esencial Orégano 21.567 +++

Aceite esencial Tangelo 8.122 +

Concentracion 100% 16.192 ++

Concentracion 90% 14.617 ++

Concentracion 70% 13.725 +

Dosis 10uL 13.883 +

Dosis 30uL 15.806 ++

T1: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*100%* Dosis 10uL) 8.933 *

T2: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*100%* Dosis 3ouL) ~ +0-033 ¥

T3: (E. coli*Aceite esencial 7067 i

Tangelo*90%* Dosis 10uL) '

T4: (E. coli*Aceite esencial

Tangelo*90%* Dosis 30uL) 8.533 *

T5: (E. coli*Aceite esencial 6.367 i

Tangelo*70%* Dosis 10uL) '

T6: (E. coli*Aceite esencial 7800 i

Tangelo*70%* Dosis 30uL) '

T7: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*100%* Dosis 10uL) 22.067 M

T8: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*100%* Dosis 30uL) 23.733 M

T9: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*90%* Dosis 10uL) 19.667 i

T10: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*90%* Dosis 30uL) 23.200 M

T11: (E. coli*Aceite esencial

Orégano*70%* Dosis 10uL) 19.200 i

. P .
T12: (E. coli*Aceite esencial 21.533 it

Orégano*70%* Dosis 30uL)

La tabla 6, muestra que Escherichia coli presentd sensibilidad nula (-) a 50% de los

tratamientos con aceite de tangelo y fue sensible (+) al otro 50%. En relacién al aceite de

orégano resulté sumamente sensible (+++) al 67 % de los tratamientos y muy sensible

(++) al 33%. Ademas, reveld ser muy sensible (++) a las concentraciones de 90 y 100%

y a la dosis de 30 uL.
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IV. DISCUSION

Tomando en cuenta los tres aceites esenciales (Piper aduncum, Citrus x tangelo y
Origanum vulgare), asi como los controles positivos (Ciprofloxacina) y negativo (Tween
80), en la variable inhibicion del crecimiento de E. coli, la tendencia del efecto muestra
que el aceite esencial de matico no tiene efecto inhibidor en ninguno de los tiempos en
estudio.

Los resultados concuerdan con Gélvez (2018), quien al evaluar el AE de Piper bajo tres
dosis (2.5uL, 5uL y 10uL), determind que ninguna dosis presentd efecto inhibidor frente
a E. coli. De igual manera, Cabrejos y Vasquez (2021) afirman, que los extractos (100,
75 y 50%) de Piper aduncum no presentaron accion bactericida contra E. coli; Otros
investigadores reportan los mismos resultados (Flores y Puente 2016; Monzote et al.,
2017; Lazo y Guayas, 2020; da Silva et al., 2020), datos que concuerdan con el estudio,
donde se observd ademas que el matico no tuvo efecto inhibitorio en ninguno de los
periodos de exposicion; pero difieren a los registrados por Aguilar y Zavaleta (2019)

quienes refieren que el AE de Piper aduncum tiene efecto inhibitorio sobre E. coli.

La autora infiere que podria explicarse debido a que el contenido y concentracion de los

metabolitos secundarios con actividad bioldgica se ven afectados por el lugar donde se
cultivo la planta, ya que el ambiente y el clima, asi como la fertilizacion influyen en el
contenido del principio activo necesario para expresar un efecto positivo (Queiroz et al.,
2016; Li et al., 2020).

El AE de orégano presento valores de 23.094 mm para la frecuencia de 48 h, y el tangelo
un valor de 11.889 mm de didmetro de halo a las 24 h. Esto concuerda con Li et al. (2022)
quienes reportan valores de diametro de halo de 11.33 mm para el aceite de citrus.
Ademas, Lizcano et al. (2021) determinaron que los mayores valores de halo fueron
alcanzados por el orégano con 20.64 mm en comparacion con los Citrus cuyos valores
fueron de 8 y 7 mm respectivamente. Se deduce que posiblemente la discrepancia en los
valores obtenidos por los AE en el estudio sea debido a que las especies vegetales fueron
colectadas en diferentes condiciones ambientales y como la composicion de los AE esta
afectada por las condiciones climaticas, y genéticas de las plantas (Torrenegra et al.,2017)

podria haber influido en los resultados (De Rossi et al., 2023).

En el estudio, las concentraciones de 90 y 100% alcanzaron valores de 15.858 y 17.400
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mm respectivamente para la frecuencia de 48 horas; estos promedios son similares a los
alcanzados por Abud et al. (2021) quienes obtuvieron medias de 15.13 y 12.10 mm de
halo para las mismas concentraciones. Ademas, entre las concentraciones y el tamafio de
diametro de inhibicidn existe una relacion proporcionalmente directa como se puede
apreciar en los promedios mencionados, asi a mayor concentracion mayor tamafio de
halo. Los resultados son corroborados por Zavaleta et al, (2019) y por Benites (2017)
quienes afirman que mientras aumentaba la concentracion (50, 75 y 100%) también

aumentaba el diametro del halo.

De otro lado, los resultados difieren a los reportados por Luque & Maérquez (2019)
quienes obtuvieron una media de 7.9 mm para una concentracion de 75%. Se infiere que
los metabolitos secundarios son sintetizados y almacenados en 6rganos especializados de
la planta en una fase de crecimiento y bajo condiciones ambientales determinadas. Otro
factor importante que induce la sintesis es la fertilizacion (Wink, 2018; Camacho et al.,
2020) como el orégano y el tangelo han crecido en condiciones de riego y fertilizacion,
se puede suponer gque estas condiciones favorables influyeron en los promedios altos
encontrados en el estudio. Al respecto diversas investigaciones coinciden que el factor
mas importante ademas de la especie es la fertilizacion de planta medicinal (Vatansever et
al., 2017; Saldafa et al., 2019).

En cuanto a las dosis, los valores mas altos fueron registrados a dosis de 30uL con 17.728;
16.428 y 15.806 mm de halo para las frecuencias de 24, 48 y 72 horas; estos datos
concuerdan con Al-Mnaser (2019) quien menciona que el efecto bactericida que mostro
el aceite de orégano depende fuertemente de la dosis. Asi mismo asevera que luego de las
48 horas de exposicion de E. coli a estos compuestos la sensibilidad disminuye, lo cual
se mostré en el aumento del nimero total de E. coli viables. Deduciéndose que la eficacia
en la inhibicion de E. coli podria deberse a la mayor solubilidad que presentan los
metabolitos secundarios; y que la actividad bactericida de la planta depende directamente

de su concentracion (Vazquez et al., 2017).

En el estudio el AE de orégano alcanzd los mayores promedios en comparacién con el
tangelo a concentraciones de 90, 100% y a dosis de 30uL en los tres tiempos de
exposicion. Esto puede ser explicado debido a que los principios activos de cada uno de
los aceites esenciales son distintos (Azimzadeh et al., 2023; Li et al., 2022) a quienes se

les confiere sus propiedades antibacterianas frente a E. coli (Zairi et al., 2019; Denkova
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et al, 2020). Ademas, la composicion cambia por el ambiente y el clima (Queiroz et al.,
2016), asi como la sintesis y actividad antimicrobiana (Xue, 2023). De igual modo, la
proporcion de cada componente es distinta en cada especie e incluso en cada una de las

partes de una misma planta (Lin et al., 2023).

Con respecto a la sensibilidad, a las 24 h de exposicién para el AE de tangelo el 67% de
los tratamientos fueron sensibles y 33% muy sensibles; para el aceite de orégano a 48 h
de exposicion el 100% de los tratamientos fueron sumamente sensibles. Asimismo, los
AE empiezan a perder efectividad con el tiempo haciéndose notorio en los tratamientos
con tangelo, es asi que a las 72 h el 50% de los tratamientos con AE de tangelo presentan
sensibilidad nula. Esto puede deberse a que AE de los citricos tienen limitada actividad

en la inhibicion del crecimiento bacteriano (Jiménez et al., 2022).

Como se puede apreciar, la investigacion contribuye al conocimiento de las propiedades
medicinales de las especies en estudio y ofrece alternativas al tratamiento de infecciones
provocadas por E. coli. De igual manera aporta a la etnobotanica al dar a conocer el uso
de manera cientifica, pudiendo ser aprovechada por parte de los pobladores de las zonas

rurales en beneficio de la poblacion més vulnerable.

Asimismo, al quedar demostrado el efecto antibacteriano de los aceites esenciales frente
a E. coli, se abren grandes posibilidades en su aplicacién, éstos podrian ser utilizados
como insumo en la fabricacion de biopeliculas para empaque y conservaciones de
productos alimenticios y mantenerlos inocuos de bacterias no solo de E. coli (Leon et al.,
2022), Otra aplicacion importante, seria la produccion de micro encapsulados
conteniendo aceite esencial de orégano y tangelo (Chamba y Quispe, 2021), para combatir

problemas de infecciones producidas por E. coli y la salmonella.
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V.

CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de tangelo y orégano inhibieron el crecimiento de
Escherichia coli; siendo el Origanum vulgare el que presentd los mejores
valores (20.266, 23.093 y 21.567 mm) en didmetro de inhibicion para las
frecuencias de 24, 48 y 72 h respectivamente. Mientras que, el aceite de Piper
aduncum no tuvo efecto alguno en la inhibicién del crecimiento de
Escherichia coli.

Las concentraciones al 90% y 100% (16.367 y 17.225 mm en 24 h), la dosis
de 30uL (17.728 mm en 24 h) evidencian los valores mas altos en la inhibicion
del crecimiento de Escherichia coli en los tres periodos de evaluacion.

La bacteria Escherichia coli, fue sumamente sensible al aceite esencial de
orégano y sensible al tangelo. En relacion a las concentraciones y dosis, muy
sensible. EI mejor tiempo de exposicion para el aceite esencial de tangelo fue
24 horas con mas del 67% de tratamientos sensibles (+), y en el aceite de
orégano fue a 48 h con 100% de tratamientos sumamente sensibles (+++).
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VI.

RECOMENDACIONES
A futuros investigadores

En trabajos posteriores estudiar pardmetros como periodo de cosecha, edad y
fertilizacion de la planta y con otras bacterias de importancia médica
resistentes a los antibiéticos ademés de E. coli. Que permita entender la
influencia de la edad y fertilizacion de las plantas en relacion al efecto
antibacteriano que puedan ejercer.

Continuar con los estudios de laboratorio empleando extractos de distintas
plantas con propiedades antibacterianas y combinandolas con sustancias
quimicas que permitan una accion sinérgica en la inhibicion del crecimiento

de E. coli.
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ANEXOS

7.1. ANEXO 1 Procedimiento para la obtencion de los aceites esenciales y la

ejecucion de la investigacion

SRR el |

Figural

Lavado y desinfeccion de las hojas de Piper con hipoclorito de sodio al 0.5%

Figura 2.

Extraccion de aceite esencial por arrastre de vapor de agua
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Figura 3.

Aceites esenciales de las tres especies vegetales
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Figura 5.
Estandarizacion de E. coli, comparacion con el estandar de Mc Farland.

Figura 8.
Aplicacion de los tratamientos a los sensidiscos e incubacion a 37 °C.
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Figura 9.
Medicidn y registo de halos de inhibicién a 24,48y 72 h
7.2. ANEXO 2 Pruebas de verificacion de los supuestos del ANOVA
Tabla 1.
Prueba de normalidad para la variable didmetro de halo (mm) alcanzados por los aceites

esenciales de tangelo y orégano en la inhibicién del crecimiento de E. coli a 24 horas de

exposicion.
Kolmogorov- Smirnov a Shapiro - Wilk
Estadistico o] sig Estadistico o] Sig
Residuo para 0,093 36 0,200* | 0,978 36 0, 683
HALOmMmM24h

*Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. correccidn de significacién de Lilliefors

Tabla 2.
Prueba de Homogeneidad de varianza (Levene) para la variable diametro de halo (mm)
alcanzados por los aceites esenciales de tangelo y orégano en la inhibicién del crecimiento de E.

coli a 24 horas de exposicion.

Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error?

Variable dependiente: Halo (mm) 24h

F dfl df2 Sig
2952 |11 24 0, 063
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Tabla 3.
Prueba de normalidad para la variable didmetro de halo (mm) alcanzados por los aceites

esenciales de tangelo y orégano en la inhibicién del crecimiento de E. coli a 48 horas de

exposicion.
Kolmogorov- Smirnov a Shapiro - Wilk
Estadistico gl sig Estadistico gl Sig
Residuo para DIAMETRO 0,112 36 0,200* | 0,942 36 0,060
HALOINHIBICIONmm48h

*Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. correccion de significacion de Lilliefors

Tabla 4.

Prueba de Homogeneidad de varianza (Levene) para la variable diametro de halo (mm)
alcanzados por los aceites esenciales de tangelo y orégano en la inhibicién del crecimiento de E.
coli a 48 horas de exposicion.

Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error*
Variable dependiente: Diametro Halo
Inhibicion (mm) 48h

F dfl df2 Sig
3,030 |11 24 0, 061
Tabla 5.

Prueba de normalidad para la variable didmetro de halo (mm) alcanzados por los aceites

esenciales de tangelo y orégano en la inhibicién del crecimiento de E. coli a 72 horas de

exposicion.
Kolmogorov- Smirnov a Shapiro - Wilk
Estadistico gl sig Estadistico o] Sig
Residuo para DIAMETRO 0,083 36 0,200* | 0,971 36 0,465
HALOINHIBICIONmm72h

*Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. correccion de significacion de Lilliefors
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Tabla 6.

Prueba de Homogeneidad de varianza (Levene) para la variable didmetro de halo (mm)
alcanzados por los aceites esenciales de tangelo y orégano en la inhibicién del crecimiento de E.
coli a 72 horas de exposicion.

Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error*
Variable dependiente: Didmetro Halo inhibicion (mm)72h

F dfl

df2

Sig

2,190 11

24

0, 053

Prueba la hipotesis nula que la varianza de error de la variable dependiente es igual

entre grupos.

55



7.3. ANEXO 3 Anadlisis de varianza (ANOVA) de la variable inhibicién del
crecimiento de Escherichia coli frente a los aceites esenciales de Tangelo y Orégano

a 24, 48y 72 horas de exposicion.

Tabla 1

Analisis de varianza (ANOVA) a 24 horas de exposicion.

GL SC CM F-vValor Pr >F
Aceite 1 684.694 684.694  1533.850 <.0001
Concentracion 2 25.872 12.936 28.980 <.0001
Dosis 1 20.551 20.551 46.040 <.0001
Aceite*Concentracion 2 0.657 0.329 0.740 0.490
Aceite*Dosis 1 78.618 78.618 176.120  <.0001
Concentracion*Dosis 2 1.567 0.784 1.760 0.194
Aceite*Concentracion*Dosis 2 0.857 0.429 0.960 0.397
Error 24 10,713 0,446
Total 36 10329,780
Total corregido 35 823,530
CV=4.11%
Tabla 2

Analisis de varianza (ANOVA) a 48 horas de exposicion.

F. V. GL SC CM F-Valor Pr>F
Aceite 1 1857.610 1857.610 2663.240 <.0001
Concentracion 2 51.384 25.692 36.830 <.0001
Dosis 1 9.610 9.610 13.780 0.001
Aceite*Concentracion 2 3532 1.766 2.530 0.101
Aceite*Dosis 1 0444 0.444 0.640 0.433
Concentraciéon*Dosis 2 0.722 0.361 0.520 0.603
Aceite*Concentracion*Dosis 2 0.774 0.387 0.550 0.581
Error 24 16,740 0,697

Total 36 11054,700

Total corregido 35 1940,816

CV=15.25%
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