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RESUMEN 

 
 

En esta investigación se obtuvo el aceite esencial de palo santo (B. graveolens) por 

el método de arrastre de vapor, el cual se caracterizó por cromatografía de gases 

GC-MS, obteniendo 34 compuestos de los cuales el de mayor porcentaje fue el D-

limoneno (32,6%). Asimismo, se aislaron microrganismos del pez aguja (Kajikia 

audax), para luego evaluar la actividad antimicrobiana del aceite frente a dichos 

microorganismos. Los microorganismos fueron identificados mediante pruebas 

bioquímicas y de morfología microscópica. Se determinó la concentración mínima 

inhibitoria (CMI) y la concentración mínima bactericida (CMB) para Enterobacter sp, 

Pseudomonas sp y levaduras. La CMI para Enterobacter sp y levadura fue de 1,62 

mg/ml y 6,48 mg/ml respectivamente, mientras que ambos microrganismos 

mostraron la CMB de 25,92 mg/ml. Las dos cepas de Pseudomonas sp mostraron 

total resistencia frente a las diferentes concentraciones del aceite esencial 

evaluadas.  

 
 

Palabras clave: Kajikia audax, palo santo, aceite esencial, actividad antimicrobiana, 

Bursera graveolens. 
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ABSTRACT 

 
 

In this research, the essential oil of holy stick (B. graveolens) was obtained by the 

method of hydrodestillation, which was characterized by gas chromatography GC-

MS, obtaining 34 compounds of which the highest percentage was D-limonene 

(32,6%). In addition, needlefish microorganisms (Kajikia audax) were isolated, then 

evaluated the antimicrobial activity of the oil against these microorganisms. 

Microorganisms were identified by biochemical and microscopic morphology tests. 

The minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal 

concentration (CMB) for Enterobacter sp, Pseudomonas sp and yeasts were 

determined. The WCC for Enterobacter sp and yeast was 1,62 mg/ml and 6,48 

mg/ml respectively, while both microorganisms showed THE WBC of 25,92 mg/ml. 

The two strains of Pseudomonas sp showed full resistance to the different 

concentrations of the essential oil evaluated. 

 

Keywords: Kajikia audax, holy stick, essential oil, antimicrobial activity, Bursera 

graveolens.
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1. INTRODUCCIÓN 

 
La mayor parte de las enfermedades transmitidas por alimentos se originan 

por agentes microbianos, causando un gran impacto mundial, debido a que 

los principales responsables de dichas enfermedades son los 

microorganismos patógenos (Vázquez et al., 2001).  

La presencia de los microorganismos en los diferentes alimentos, ya sea que 

causen alteración o que produzcan enfermedades, nos lleva a buscar 

diferentes métodos y alternativas para poder disminuir o eliminar a los 

microorganismos. Uno de esos métodos es el uso de sustancias 

antimicrobianas de procedencia natural tales como los aceites esenciales 

Arias, 2013; Carhuapoma et al., (2009), de los cuales se evalúa su actividad 

antimicrobiana frente a los diferentes tipos de microorganismos existentes en 

los alimentos (Lujan et al., 2012; Mendez et al., 2017; Fray, 2018). 

En esa razón, el uso de aditivos de origen natural implica el aislamiento, 

purificación, estabilización e incorporación de dichos compuestos a los 

alimentos para evitar su contaminación y deterioro por efecto de 

microorganismos patógenos, sin que se afecte las características sensoriales 

del alimento. Cada vez, se descubren componentes de vegetales con 

propiedades antimicrobianos naturales y compuestos fenólicos provenientes 

de cortezas, tallos, hojas, flores, ácidos orgánicos presentes en frutos y 

fitoalexinas producidas en plantas, los que se consideran potencialmente 

seguras para su uso en la conservación y consumo de alimentos (Sauceda, 

2011). 

La producción de aceites esenciales a partir del palo santo (Bursera 

graveolens), permite mejorar la calidad de vida de los pobladores de la zona 

rural y de aquellas comunidades que están involucradas en el manejo 

sostenible de las áreas de conservación; toda vez que la extracción de aceite 

de palo santo (Bursera graveolens) para uso industrial en el control 

microbiano de alimentos les proporcionara una alternativa de mayores 
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ingresos económicos y de diversificación del uso del palo santo como materia 

prima.   

Además de los mencionado anteriormente, la producción de aceites 

esenciales naturales beneficia a la salud, así como también los recursos 

naturales de nuestra región sean tomados en cuenta para su 

aprovechamiento sustentable, mediante colectas frecuentes de los frutos, 

dándole un valor agregado a este producto y evitando la deforestación 

indiscriminada de los bosques secos.  

El uso de aceite de palo santo (Bursera graveolens) aportaría la aplicación 

de nuevas tecnologías para la conservación de productos comerciales, lo 

cual puede brindar una nueva forma de conservar los productos 

hidrobiológicos en una forma más natural. La investigación emplea un 

producto natural obtenidos a partir de plantas forestales, en este caso el 

aceite de palo santo (Bursera graveolens) dándole un valor agregado y una 

aplicación específica.  

El panorama expuesto en los párrafos precedentes nos han permito formular 

nuestro problema de investigación en la siguiente interrogante: ¿El aceite 

esencial de palo santo (Bursera graveolens) presenta actividad 

antimicrobiana “in vitro” frente a microorganismos aislados del pez aguja 

(Kajikia audax)? 

Con la finalidad de abordar de manera efectiva nuestro problema de 

investigación, se planteó como objetivo determinar la actividad 

antimicrobiana “in vitro” del aceite esencial de palo santo (Bursera 

graveolens) frente a los microorganismos presentes en el pez aguja (Kajikia 

audax), para lo cual se realizaron las siguientes actividades: a) Obtención del 

aceite esencial de Bursera graveolens por el método de arrastre de vapor, y 

su caracterización química, b) Determinación de la concentración mínima 

inhibitoria (CMI) así como de la concentración mínima bactericida (CMB) del 

aceite esencial de Bursera graveolens frente a los microrganismos aislados 

en Kajikia audax. 
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2. ESTADO DEL ARTE 

 
2.1. ANTECEDENTES 

 

Arias (2013), estudio la capacidad antimicrobiana “in vitro” del aceite esencial 

de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), obtenido mediante destilación 

por arrastre a vapor, frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y 

Salmonella typhi ATCC 19430. Por el método de dilución en caldo se obtuvo 

una concentración mínima inhibitoria (CMI) de 0,31633 mg/ml, y el (CMB) de 

0,36152 mg/ml para el Staphylococcus aureus ATCC. Mientras para 

Salmonella typhi ATCC 19430 el (CMB) fue de 0,27114 mg/ml. 

 

Asimismo, Sierra (2017), por destilación de arrastre a vapor con agua obtuvo 

el aceite esencial de anís (Pimpinella anisum L.) de los ecotipos Curahuasi y 

boliviano. También determinó la actividad antimicrobiana del aceite frente a 

Escherichia coli, Salmonella typhi y Penicillium sp, observándose que el 

tratamiento T3 mostró halos de inhibición de 13 mm, 12 mm y 13 mm, 

respectivamente. Llegando a la conclusión que el tipo Carhuasi presentó una 

mejor actividad antimicrobiana, y que a concentraciones de 10000 ppm se 

mejoraba la actividad antimicrobiana del aceite esencial. 

 

Carhuapoma et al., (2009), evaluó la actividad antimicrobiana del aceite 

esencial de Minthostachys mollis. Obteniendo parámetros del aceite: 

densidad con 0,9029 g/ml, índice de refracción 1,56689° y el rendimiento 2,4 

v/p. Identifico la presencia de fenoles, que serían los responsables de la 

actividad antimicrobiana del aceite esencial.  Además, determino la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima bactericida 

(CMB) para Helicobacter pylori se determinó por el método de dilución en 

microplacas, resultando 2 µg/ml. Para las demás bacterias se determinó por 

el método de dilución, siendo para Shigella dysenteriae 4 µg/ml, S. typhi 4 

µg/mL, y Pseudomonas aeruginosa 9 µg/ml de CMI y 10 µg/ml de CMB.   
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Canales et al., (2017), estudiaron a Bursera morelensis, conocida como 

"aceitillo", es un árbol endémico de México. Realizaron la investigación 

fitoquímica y antimicrobiana del aceite esencial de B. morelensis.  El aceite 

esencial fue obtenido por destilación al vapor y se analizó usando GC-MS. 

Se evaluaron las actividades antibacterianas. Resultando que el aceite 

esencial mostro la presencia de 28 compuestos. El compuesto principal del 

aceite esencial fue α-felandreno (32,69%). Mostrando actividad 

antibacteriana contra Gram positivo y cepas negativas Las cepas más 

sensibles fueron Streptococcus pneumoniae, Vibrio cholerae y E. coli (CMI 

0,125 mg/ml, CMB 0,25 mg/ml). El aceite esencial era bactericida para V. 

cholerae. El aceite esencial inhibió todos los hongos filamentosos. Fusarium 

monilifome. 

 

Merino (2011), ha comentado que se ha demostrado la actividad 

antimicrobiana del aceite esencial de salvia (Salvia officinalis variedad alba) 

(10, 5, 2,5 J.1L de aceite esencial de salvia) encapsulado en maltodextrina 

(0,72g), frente a Staphyloccus aureus, Bacillus cereus, Salmonella spp. y E. 

coli. Indicándose que dicha actividad antibacteriana de debe a los 

componentes presentes en el aceite esencial (cineol, 20%; limoneo, 9%; y 

citral, 1,2%). 

 

Robles et al., (2005), realizaron pruebas antimicrobianas de varias fracciones 

y extractos etanólicos de partes aéreas de B. graveolens. La fracción en 

acetato de etilo de cortezas de esta planta mostraron la mayor actividad 

antimicrobiana frente a Staphyloccus aureus con una concentración de 150 

mg/ml. La CMI para el extracto etanólicos de hojas frente a S. aureus fue de 

160 mg/ml, mientras que para el de corteza fue de 190 mg/ml. La CMI del 

extracto etanólicos de hojas fue de 170 mg/ml y la de corteza de 180 mg/ml 

contra el Bacillus subtilis. Las CMI de las diferentes fracciones fueron de 50 

mg/ml. 
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Fray et al., (2018), evaluaron la actividad antimicrobiana de los aceites 

esenciales de Ocotea quixos (Lam.) Kosterm; Bursera graveolens, (Kunth) 

Triana y Planch, Cymbopogon citratus (DC) Stapf. y Curcuma longa (L.), fue 

evaluada mediante difusión en discos, también determinaron  la 

concentración mínima inhibidora de estos aceites frente a E. coli, S. aureus, 

B. subtilis, S. enteritidis, A. niger y P. citrinum;O. quixos y B. graveolens los 

cuales mostraron fuerte actividad antimicrobiana mientras que los otros no 

mostraron tanta actividad antimicrobiana el aceite esencial de Ocotea quixos 

presento mayor actividad antimicrobiana y el E. coli fue el microorganismo 

con mayor resistencia con una (CMI) de 5 μl/ml. Por otro lado, el aceite 

esencial de B. graveolens mostro una fuerte actividad sobre las bacterias con 

valores de (CMI) en el rango de 0,005 y 0,5 μl/ml. De todos los 

microorganismos estudiaron el más sensible para este aceite esencial fue el 

S. aureus que mostro la (CMI) más baja con 0,005 μl/ml.  

 

Luján et al., (2012), evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial 

de hojas de B. graveolens y de Taxoduim mucronatum. El aceite esencial de 

obtenido B. graveolens presento un aroma suave, y sabor picante en cuanto 

a color un amarillo intenso; el rendimiento de extracción fue de 0,10% p/p 

(b.h.) mientras su densidad fue de ρ: 0,8281 g/ml; su índice de refracción: 

1,4790°, con y su punto de ebullición de 130-140°C esto según las normas 

del AOAC 920,212; 920,142; 921,08; 920,157. El método de extracción del 

aceite fue la destilación de arrastre de vapor de la parte aérea. El aceite fue 

analizado por cromatografía de gases acoplado a un espectrómetro de 

masas. Los principales constituyentes del aceite esencial de B. graveolens 

fueron limoneno (42,90%), β-ocimeno (17,39%), β-elemeno (11,82%), 

mentofurano (6,79%). La.  B. graveolens no mostro efecto antimicrobiano 

sobre las bacterias gran (-) E. coli y Citrobacter freundii. Por otro lado S. 

aureus solamente mostró inhibición en presencia del aceite de B. graveolens 

con una (CMB) de 7,45 mg/ml y Bacillus subtilis fue la bacteria más 
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susceptible al aceite esencial de Bursera graveolens inhibiéndose a una 

concentración de 7,29 mg/ml. En cuanto a las levaduras estas presentaron 

mayor porcentaje de inhibición que las bacterias, se obtuvieron 

concentraciones de 1,71 mg/ml a 11,99 mg/ml para 1g de suspensión 

bacteriana (aprox 106 UFC/ml). S. aureus mostro inhibición con un CMB de 

7,45 mg/ml y B. subtilis con una concentración de 7,29 mg/ml. Saccharomises 

cerevisiae mostro una mayor resistencia que Candida utilitis.    

 

Por su parte, Leyva et al., (2007), aplicaron el método de hidrodestilación 

asistida por la radiación de microondas (MWHD) y analizado por GC-MS para 

obtener la composición química de aceite esencial esta fue determinada en 

un cromatógrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus. Para hojas y tallos 

de Bursera graveolens (familia Burseraceae), los componentes encontrados 

de mayor porcentaje en el aceite de hojas fueron limoneno (48,3%), óxido de 

cariofileno (13,6%) y trans-cariofileno (8,1%). Por otro lado, el aceite de los 

tallos dio como resultados principalmente el limoneno (42,1%), mirceno 

(19,8%) y mentofurano (14,7%). Los compuestos Z-b-ocimeno (14,3%) y 

mentofuranos presentes en el aceite de tallos, no fueron encontrados en el 

aceite de hojas. 

 

También el aceite esencial se ha extraído de las ramas caídas del árbol B. 

graveolens como es el estudio de Mendez et al., (2012). Quienes para probar 

algunas de sus propiedades, examinaron las actividades antimicrobianas del 

aceite de palo santo B. graveolens obtenidos del norte de Perú. Sobre la base 

de las mediciones del diámetro de la inhibición del crecimiento (Agar Disc 

Diffusion method), las actividades antimicrobianas que van de moderadas a 

altas se rebelaron contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes, Clostridium perfringens, Escherichia coli, Salmonella 

choleraesuis y Candida albicans. Este estudio confirma que el aceite esencial 

de B. graveolens demuestra propiedades antimicrobianas significativas.  

Sobre la composición de este aceite esencial, fue sometido a hidrodestilación 
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y análisis por cromatografía de gases equipado con un detector de ionización 

de llama (FID). Se identificaron 26 compuestos, que representan el 67,1 % 

del total.  El compuesto más abundante fue –Terpineno (31,57%). Por lo 

tanto, diferentes tipos de monoterpenos eran los componentes 

predominantes del aceite esencial. 

 

Otras actividades como la actividad repelente del aceite esencial de B. 

graveolens Jacq. ex L. fue evaluada por Ruiz, et al., (2018), contra Tribolium 

castaneum, aplicando el método de área de preferencia. Mostrando en sus 

resultados diferencias significativas (p <0,005) entre el área tratada y no 

tratada en las dosis 0,02 y 0,2 μl/cm2 después de dos horas de exposición. 

Dicha actividad decreció al aumentar el tiempo de exposición. El aceite 

esencial de B. graveolens podría ser un repelente efectivo contra este insecto 

plaga.  

 

Young et al., (2007), analizaron cuantitativamente el aceite esencial de 

Bursera graveolens (Kunth) empleando el GC FID Hewlett-Packard GC 6890. 

Los compuestos en los aceites fueron identificados por GC el aceite esencial 

fue obtenido por el método de destilado al vapor de la parte del tallo de B. 

graveolens. En el aceite se encontró que consistía en monoterpenos (78,2%) 

y sesquiterpenos (9,6%). El principal compuesto encontrado de B. graveolens 

fue limoneno (58,6%) y α-terpineol (10,9%). 

 

La mayoría de las investigaciones demuestran las actividades 

antimicrobianas, así como de la composición química del aceite esencial de 

B. graveolens, pero pocas, por no decir escasas, determinan otras 

características como rendimiento, índice de refracción y absorbancia. Tal es 

el caso de Cruz et al., (2013), quienes evaluaron el rendimiento y la calidad 

de los aceites esenciales de B. graveolens y Myroxylon peruiferum. Los 

aceites esenciales fueron extraídos por arrastre de vapor, encontrando un 

rendimiento de 0,078%, una densidad de 0,890 g/ml, un índice de refracción 
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de 1.486° y una absorbancia de 293 nm. Así mismo, se analizó el aceite 

esencial obtenido de las hojas de B. graveolens mediante cromatografía de 

gases, encontrando que los principales componentes fueron limoneno 

(60,98%), β-cariofileno (7,03%), viridiflorol (2,44%), ү-elemeno (2,14%), 

mentofurano (1,9%) y 1-felandreno (1,68%). 

 

 

2.2. BASES TEÓRICAS CIENTÍFICAS 

 

2.2.1. Aceites esenciales 

Se definen como la combinación de varias sustancias químicas     

biosintetizadas por las plantas, otorgan un aroma característico a 

algunas flores, arboles, frutos, hierbas, especias y semillas. Son 

productos químicos intensamente aromáticos, no grasos, volátiles que 

se evaporan rápidamente y con poca densidad. Los aceites son 

insolubles en agua, sutilmente solubles en vinagre y completamente 

solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales (Vargas y Bottia, 

2008). 

2.2.1.1. Composición química de los aceites esenciales   

Los aceites esenciales se componen especialmente de 

terpenos y fenilpropenos: los terpenos incluyen unidades 

de cinco carbonos llamados isopreno (2-metil-1.3-

butadiona). El isopreno se clasifica en monoterpenos 

(C10H16), sesquiterpenos (C15H24), diterpenos 

(C20H32) y triterpenos (C30H48), (Xue et al., 2004; 

Acevedo et al., 2013 y. Govindarajan et al., 2016).  

Los fenilprpenos tienen un anillo aromático de seis 

carbones con una cadena lateral de tres carbones. Se ha 

determinado que hay más de 1000 monoterpenos y 3000 

sesquiterpenos, y solo se han descritos fenilpropenos. 
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También otros componentes importantes son los fenoles, 

esteres fenólicos, ácidos esterificados, lactonas, óxidos, 

acetales, aminas y compuestos con nitrógeno (Lee et al., 

2005) y (Ricaldi, 2006).  

2.2.1.2. Síntesis de los aceites esenciales  

2.2.1.2.1. Terpenos  

 

En investigaciones quimicas de aceites 

esenciales en el siglo XIX encontraron que los 

compuestos responsables de los olores 

deleitables estaban compuestos exactamente 

10 átomos de carbono a los cueles se les dio 

el nombre de terpenos si son hidrocarburos 

terpenoides contienen oxígeno y son 

alcoholes, cetonas o aldehídos (Ocampo et 

al., 2008). 

 

Se componen de la mayor clase de plantas de 

grandes metabolitos volátiles representantes; 

todos los terpenos se forman a partir de 

precursores universales de cinco carbonos, 

isopentenil difosfato (IPP) y su isómero alílico 

difosfato de dimetilalilo (DMAPP), que 

proviene de dos vías. En el citosol, se sintetiza 

el IPP, de tres moléculas de acetil-CoA; vía 

acida (MVA) mientras que en plástidos de 

deriva del piruvato y gliceraldehido 3-fosfato a 

través de la vía de metil-eritritol-fosfato (MEP), 

(Dudareva et al., 2006).  
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Un rango extenso de estructuras de 

monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos 

cíclicos y acíclicos se producen por enzimas 

conocidas como las terpenosintetasas. La 

propiedad más dominante de estas enzimas 

es la facilidad para hacer productos múltiples 

a partir de un sustrato simple fenil-di-fosfato. 

En algunos estudios han logrado aislar y 

caracterizar hasta 100 terpenos de diferentes 

plantas (Martin et al., 2004 y Dudareva et al., 

2006). 

 

2.2.1.2.2. Fenilpropaniodes/bezoides 

 

Estos componentes derivados de L-

fenilalanina, constituyen una clase de 

componentes volátiles estructuralmente 

diversos y que además están involucrados en 

la reproducción y defensa de las plantas. En 

el primer paso de la biosíntesis de los 

fenilpropanoides, la Lfenilalanina (Phe) es 

convertida a ácido trans-cinámico en una 

reacción catalizada por la Lfenilalanina 

amonio liasa (PAL). En los siguientes pasos 

comparte con la vía de la síntesis de 

lignina/lignano la formación de fenilpropenol 

(monolignol). Ácidos hidroxicinámicos, 

aldehídos y alcoholes son formados por la vía 

del ácido trans-cinámico. Algunos 

intermediarios pueden ser convertidos a 

componentes volátiles como en el caso del 
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eugenol y el isoeugenol, de la albahaca y la 

petunia, los cuales son formados a partir del 

acetato coniferil, en una reacción catalizada 

por la eugenol y la isoeugenol sintetasas. Los 

benzoides, también se originan del ácido 

trans-cinámico por la vía alterna del 

fenilpropanoide (Boatright et al., 2004). 

 

2.2.1.3.  Clasificacion de los aceites esenciales 

Los aceites esenciales se pueden clasificar en base a 

diferentes criterios: consistencia, origen y naturaleza 

quimica de los componentes mayoritarios (Vargas y 

Bottia, 2008) 

2.2.1.3.1. Consistencia 

 

 Esencias  

 Balsamos  

 Resinas  

Los bálsamos son extractos naturales que 

son obtenidos de un árbol. Se caracterizan 

su alto contenido de ácido benzoico y 

cinámico y ésteres. Su densidad es alta, 

son poco volátiles y tienden a sufrir 

reacciones de polimerización, ejemplos el 

bálsamo de copaiba, el bálsamo del Perú, 

Benjuí, bálsamo de Tolú, Estoraque, etc. 

(Vargas y Bottia, 2008). 

Dentro del grupo de las resinas podemos 

encontrar a su vez una serie de posibles 

combinaciones o mezclas: 
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i.  Las resinas 

Son productos defectuosos sólidos o    

semisólidos de naturaleza química 

compleja. Pueden ser de origen 

fisiológico o fisiopatológico. (Vargas y 

Bottia, 2008).  

 

ii.  Las oleorresinas 

Se constituyen de mezclas homogéneas 

de resinas y aceites esenciales. son 

utilizados para nombrar los extractos 

vegetales obtenidos mediante el uso de 

solventes, esos deben estar virtualmente 

libres de dichos solventes. Tienden a 

tener el aroma de las plantas en forma 

muy concentrada y son líquidos muy 

viscosos. (Vargas y Bottia, 2008). 

 

iii.  Gomorresinas 

son extractos naturales obtenidos de un 

árbol. Son mezclas de gomas y resinas 

(Vargas y Bottia, 2008). 

 

2.2.1.3.2. Origen  

 

 Naturales  

 Artificiales 

 Sinteticos  

Los naturales se obtienen directamente de 

la planta sin sufrir modificaciones químicas 

ni físicas. En cambio, los que son artificiales 
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se obtienen a través de procesos de 

enriquecimiento de la misma esencia.  

(Vargas y Bottia, 2008). 

Los aceites esenciales sintéticos son los 

producidos que por la combinación de sus 

componentes son la mayoría de las veces 

producidos por procesos de síntesis 

química. Estos son más económicos y por 

lo tanto son mucho más utilizados como 

aromatizantes y saborizantes (esencias de 

vainilla, limón, fresa, etc.) (Vargas y Bottia, 

2008). 

2.2.1.4. Características químicas de los aceites esenciales  

 

Los aceites esenciales presentan en su composición 

química una proporción de hidrocarburos con 

compuestos oxigenados como: cetonas, alcoholes, 

acetatos, 1,3-benzodioxoles y furanocumarinas, etc. Se 

encuentran en las partes aéreas de las plantas, por otro 

lado, los hidrocarburos se concentran principalmente en 

las raíces.  (Vargas y Bottia, 2008). 

 

2.2.1.5. Características físicas de los aceites esenciales  

 

Los aceites esenciales generalmente son volátiles y son 

líquidos a temperatura ambiente. Cuando recién son 

destilados no presentan algún color o son levemente 

amarillos. La viscosidad es menor a la del agua, tienen 

un índice de refracción elevado. Son solubles en alcohol 

y disolventes orgánicos habituales, por ejemplo: éter o 
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cloroformo, y alcohol. Son arrastrables por el vapor de 

agua (Gómez y Escudero,1999). 

 

2.2.1.6. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales  

 

El efecto que pueden tener los aceites esenciales frente 

a los microorganismos siempre es diferente, la actividad 

antimicrobiana se puede evaluar como la concentración 

mínima inhibitoria, esto significa determinar la 

concentración mínima requerida del aceite esencial de 

alguna planta que tenga la capacidad de detener el 

crecimiento de los microorganismos como pueden ser 

las propiedades bactericidas. O también la concentración 

mínima letal que asegure la eliminación de un 99.9% de 

toda la población de los microorganismos. Por lo tanto, 

se podría decir que la actividad antimicrobiana de los 

aceites esenciales depende específicamente de: su 

carácter hidrófilo, sus componentes químicos y el tipo de 

microorganismo al cual se desea eliminar (Fisher y 

Phillips, 2008). 

 

Actualmente, la totalidad de estudios sobre los aceites 

esenciales han encontrado que su fase de vapor es 

efectiva contra distintas bacterias patógenas como: 

Gram negativas (López et al., 2005). Investigaciones 

recientes han logrado dar como resultado que las 

propiedades se deben especialmente a los compuestos 

químicos que están en los aceites esenciales, siendo los 

monoterpenos, sesquierpenos y diterpenos los que 

posiblemente son los responsables de las propiedades 

antimicrobianas de los aceites esenciales (Kalemba, 
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Kunicka, 2003). Diferentes investigadores aseguran que 

la actividad antimicrobiana depende especialmente de 

tres características: El carácter hidrófilo o hidrófobo, los 

componentes químicos que presenta y el tipo de 

microorganismo al que debe atacar (Kalemba y Kunicka, 

2003; Solórzano et al., 2012)  

 

2.2.1.7. Métodos para determinar la actividad antimicrobiana 

de            los aceites esenciales 

Existen muchos métodos diferentes que incluyen las 

determinaciones de las concentraciones mínimas 

inhibitorias (CMI). La actividad y la evaluación de los 

antimicrobianos. En la tabla 1, se muestra los estudios 

con los métodos más comunes en los últimos años con 

el fin de determinar las CMI y así mismo la actividad 

antimicrobiana de los aceites esenciales. generalmente 

los métodos utilizados “in vitro” consisten en agregar un 

volumen ya especificado del aceite esencial 

anteriormente diluido (generalmente se usa en etanol 

metanol) o no. De frente en una caja Petri que contenga 

el medio de cultivo adecuado para los microrganismos de 

prueba, o sino tener el medio estéril para después poder 

inocular los microrganismos (López et al., 2005). 

 

 

 

Tabla 1. Métodos que determinan la actividad 

antimicrobiana de los aceites 
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Aceite esencial Nombre científico  Microrganismo  CMI 

orégano  Origanum glandulosum staphylococcus 
aureus 

79,25 
µg/ml 

Origanum glandulosum  Liseria 
monocytogenes 

58 µg/ml 

Origanum glandulosum  Escherichia coli  79,25 
µg/ml 

solmomella  64,25 
µg/ml 

Origanum glandulosum Thypimunium 52,25 
µg/ml 

Origanum glandulosum Aspergillus flavus 4,5 mg/ml 

Eucalipto blanco Eucalypus globulus Escherichia coli  2,25 
mg/ml Bacillus subtilis  

Canela de cassia Cinnammomum cassia  Pseudomonas putida 0,05 % p/v 

Mejorana  Origanum majorana Pseudomonas putida 0,4 % p/v 

canela  Cinnammomum osmophloem   Salmonella sp 500 µg/mL 

Cinnammomum osmophloem   Escherichia coli  250 µg/mL 

Cinnammomum osmophloem   Staphylococcus 
aureus 

250 µg/mL 

Tomillo  Thymus vulgaris  Staphylococcus 
aureus 

0,03 % v/v 

Thymus vulgaris  Escherichia coli  0,03 % v/v 

Tomillo  Thymus zygaris Escherichia coli  12,5 µg/l  

Thymus zygaris Staphylococcus 
aureus 

6,25 µg/l 

Romero  Rasmarinus officinalis  Staphylococcus 
aureus 

100 µg/l 

Naranja  Citurs sinensis var. Valencia  Aspergillus flavus 800 µg/l  

Orégano 
mexicano  

Lippia berlandiere Sachauer  Aspergillus flavus 1,470.6 
µg/l   

Canela  Cinnamomum zeylanicium  Bacillus cereus 17,5 µg/l  

Cinnamomum zeylanicium  Staphylococcus 
aureus 

34,9 µg/l  

Tomillo  Thymuus vulgaris L. Aspergillus flavus 17,5 µg/l  

Thymuus vulgaris L. Liseria 
monocytogenes 

26,2 µg/l   

Orégano  Origanum vulgare L Aspergillus flavus 62,5 µg/l   

Origanum vulgare L Salmonella 
enteritidis 

62,5 µg/l 

Canela  Cinnamomum aromaticum 
Nees  

Staphylococcus 
aureus 

250 µg/l 
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Fuente: Métodos de evaluación antimicrobiana y de 

determinación de los componentes químicos de 

los aceites esenciales (Reyes et al., 2014). 

 

2.2.1.7.1. Método de dilución  

Generalmente este método es usado para 

bacterias y hongos, pero la modificación 

con caldo liquido solo se utiliza para 

hongos, el cultivo puede ser preparado en 

placas Petri o en tubos, por otro lado, los 

cultivos líquidos se preparan en frascos 

cónicos con el volumen de crecimiento 

inhibitorio.  (Kalemba y Kunicka, 2003). 

La determinación de la actividad letal del 

aceite esencial, los microorganismos son 

transferidos del caldo liquido o al agar 

donde no se puede observar el crecimiento 

en un medio nuevo. se reconoce la 

concentración mortal mínima, CMB para las 

bacterias (concentración mínima 

inhibitoria) y CMF para los hongos 

(concentración mínima fungicida). Y no tan 

común la CML (concentración mínima 

letal). (Kalemba, 2003). 

 

2.2.1.7.2. Método de difusión en agar  

 

Este método consiste en evaluar el grado 

de inhibición frente al crecimiento de los 

microorganismos y los cambios 

morfológicos. Se inocula el microorganismo 
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de prueba en una placa Petri con agar; son 

dos métodos posibles los que existen para 

la incorporación del aceite esencial son: 1) 

en disco de papel (Omer et al., 1998) 2) en 

un pozo en medio de agar (Lis Balchin et 

al., 1998). Normalmente el aceite esencial 

no se usa puro, para ello se utilizan sus 

soluciones. Se preparan soluciones del 

aceite esencial en concentraciones 

diferentes en las placas Petri y los discos 

se someten a inmersión. Luego se 

almacenan por un tiempo esto para que 

todos los mecanismos del aceite esencial 

se propaguen dentro del agar después se 

incuban. La efectividad del aceite esencial 

es confirmada por el tamaño de la zona de 

inhibición del crecimiento del 

microorganismo alrededor del disco 

(Kalemba, 2003). 

 

2.2.1.8. Métodos de extracción de aceites esenciales  

 

Existen diferentes técnicas por las cuales se puede 

extraer el aceite esencial se puede, tales como la 

destilación con vapor, hidro difusión, maceración, la 

extrusión mecánica (frio). Extracción con fluido 

supercrítico (EFS). Los diferentes aceites esenciales 

extraídos por los distintos sistemas pueden ser 

inevitables para ser refinados o procesados. Debido a 

una combinación apropiada de los anteriores procesos o 

por redestilación, fraccionamiento, cromatografía, 
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cristalización, tratamiento químico, etc.  Dependiendo de 

donde venga la materia prima y la calidad de los 

productos y sus especificaciones (Reid y Sarker, 2006). 

 

 

2.3. Palo Santo (Bursera graveolens) 

 

2.3.1. Descripción taxonómica: 

Reino                         : Vegetal  

Division                     : Magnoliophyta (plantas con flores) 

Clase                          : Dicotiledónea 

Orden                      : Sapindales  

Familia                       : Burseraceae 

Género                     : Bursera  

Especie   : Graveolens  

Nombre científico  : Bursera graveolens  

Nombre común  : Palo Santo  

Zona de vida  : Monte espinoso premontano tropical, 

matorral desértico de monte espinoso 

tropical 

Distribución  :  Mayormente se distribuye a lo largo de la 

costa peruana, en Tumbes, Piura, 

Lambayeque, Cajamarca, La Libertad 

(Puescas, 2010). 
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2.3.2. Hábitat  

El Palo Santo (Bursera graveolens) se puede encontrar en México, 

cuba, islas galápagos y al norte del Perú. Es un árbol caducifolio y 

crece en la parte baja de las vertientes occidentales del norte 

peruano, en tumbes, 800 a 1200 m.s.n.m. Se encuentra a escasos 

metros de nuestro océano pacifico en el departamento de tumbes; 

también se encuentra en los distritos de papayal, matapalo, pampas 

de hospital (Puescas, 2010). 

2.3.3. Descripción botánica 

El árbol de B. graveolens está en función de la calidad del sitio y los 

factores ambientales, con condiciones favorables puede llegar a 

tener alturas de hasta de 15 metros, con copa de hasta 12 metros de 

diámetro, al frotar con las nuestras manos el árbol de palo santo se 

puede sentir una sensación muy agradable y refrescante, esto debido 

a su aroma y perfume característico empieza a extenderse, siempre 

acompañando a otras especies. Cuando esa foliado es exuberante y 

es hermoso su color verde (Puescas, 2010). 

Las hojas se presentan compuestas, imparipinnadas y alternas, 

pueden llegar a tener entre 3 a 4 pares de foliolos, pero también hasta 

9 foliolos y por su borde es aserrado-dentados. Son pequeñas 

bifoliadas, tienen un aroma característico a las demás partes del 

árbol.  Esta especie inicia su proceso de floración a fines de abril, 

esto se en algunos sectores de la región tumbes (Puescas, 2010). 

2.4. Pez Aguja (Kajikia audax) 

Su cuerpo esta sutilmente comprimido. Extremadamente largo, robusto, y 

redondo en sección transversal. Nunca visiblemente elevada. Lóbulo 

anterior de la primera aleta dorsal afilada y más alta que el resto de la 

aleta. Membranas de las Aletas pélvicas no tan desarrollada, más corta que 

las pectorales. Las puntas de las pectorales y las primeras aletas anales 
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apuntadas. Pedúnculo caudal bastante comprimido (lateralmente) y 

ligeramente deprimido (dorsoventralmente), con fuertes quillas dobles en 

cada uno y una muesca poco desarrollada en las superficies dorsal y 

ventral. Línea lateral única pero oscurecida, especialmente en peces más 

grandes. Cuerpo azul oscuro dorsal y blanco plateado ventralmente; Por lo 

general, no hay manchas o rayas oscuras en el cuerpo en adultos, aunque 

pueden aparecer rayas verticales de color azul claro en algunos peces 

(Philippi, 1887). 

 

2.4.1. Taxonomia  

 

Reino  : animalia -Animal 

Subkingdom : bilateria  

Infrakingdom : Deuterosomía 

Filo   : chordata – cordados 

Subfilo  : vertebrata – vertebrado 

Intrafilo  : Gnathostomata 

Superclase  : Actinopterygil – peces con rayas espinosas 

Clase  : Teleostei 

Superorden  : Acanthopterygii 

Orden  : Perciformes – peces como percas  

Suborden  : Xiphioidei – pez lanza 

Familia  : Istiophoridea – peces lanza 

Género  : Kajikia (Hirasaka y nakamura, 1997) 

Especies  : Kajikia audax (philippi, 1887) – marlin de rayas  

(Collete et al., 2016). 
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2.4.2. Composición del pescado  

La composicion quimica varia de acuerdo a la especie y tambien a 

los individuos de una misma especie, varia de acuerdo a su edad, 

sexo, el medio donde se encuentran y la estacion del año.  

 

Tabla 2. Composición del pescado  

 

  

 

 

 
Fuentes: (Stansby, 1962; Love, 1970) 
 
 
 
 Agua  

El agua se encuentra estructurada en los músculos del 

pescado, el alto contenido de diferentes sustancias que 

favorables disueltas en este medio, ayudan al crecimiento de 

microorganismos, por eso es que se pueden deteriorar 

rapidamente (Rodríguez, 1986). 

 

 Lípidos 

La cantidad de grasa en los peces varia depenediendo la edad, 

especie, el tipo de alimentacion (Pérez y Salmerón, 1989).   

 

 Proteínas 

El pescado c*ontiene un muy elebado valor de proteinas 

biologicas, principalmente destacan porque a parte de contener 

a los aminoacidos esenciales en buenas concentraciones, son 

Constituyente  
pescado (filete) 

Mínimo  Variación normal  Máximo  

Proteínas  6 16 - 21 28 

Lípidos  0,1 0,2 - 25 67 

Carbohidratos - < 0,5 - 

Cenizas  0,4 1,2 - 1,5 1,5 

Agua  28 66 - 81 96 
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ricos en lisina y tienen un alto contenido en metionina y 

triptófano (Escoboza y Nieto, 1992).  

 

 Carbohidratos  

Contienen muy bajas concentraciones de carbohidratos (Pérez 

y Salmerón, 1989). 

 

 Minerales  

Los peces tienen  una excelente reserva de minerales; 

contienen una buena cantidad de yodo, fósforo, y en algunas 

ocaciones de calcio, pero en bajas cantidades estan el hierro 

(Esoboza y Nieto, 1992). 

 

2.4.3. Deterioro del pescado por microorganismos 

El pescado es uno de los alimentos que está más susceptible al 

deterioro debido a su pH, a la alta actividad de agua, al contenido de 

nutrientes, al contenido de lípidos insaturados, a la rápida acción 

destructiva de las enzimas presentes y a la alta actividad metabólica 

de microorganismos (Liston, 1982; Sikorski et al., 1994). 

Bacterias, hongos y levaduras son los principales microorganismos 

causantes que generan el deterioro de los alimentos, estos 

microorganismos pueden consumir los nutrientes (proteínas, 

carbohidratos, grasas y minerales) que se encuentran en el alimento, 

llegando a multiplicarse cada vez más y originando sustancias que 

pueden ser toxicas para el ser humano. El deterioro y la alteración 

microbiológica de los alimentos es muy importante debido a que 

estos son los causantes de enfermedades hacia el ser humano 

afectando así la salud pública (Barreiro et al., 1994). 
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2.4.3.1. Norma Nacional para productos hidrobiológicos 

crudos (frescos, refrigerados, congelados, salpresos o 

ahumados en frio) 

Se define la calidad de un alimento en la ausencia o 

presencia y también en la cantidad de microorganismos 

aceptables o aptos para el consumo humano cuando 

cumpla con los criterios microbiológicos establecidos en 

esta norma sanitaria. (RM. N° 615-2003-SA/DM-

30/05/2003). 

Tabla 3.  Resumen de la Norma Nacional de criterios microbiológicos 

de los productos hidrobiológicos crudos (frescos, 

refrigerados, congelados, salpresos o ahumados en frio). 

Referencia: Norma sanitaria que establece los criterios 
microbiológicos. RM. N° 615-2003-SA/DM-30/05/2003. 

 

 

En la tabla 3, se muestra los criterios microbiológicos 

productos hidrobiológicos crudos (frescos, refrigerados, 

congelados, salpresos o ahumados en frio). Se observa que 

la salmonella sp debe ser ausente en estos alimentos ya 

que pueden provocar problemas a quienes consumen este 

tipo de alimentos. 

 

 

AGENTE 

MICROBIANO  
CATEGORIA  CLASE n C 

LIMITE POR g 

M M 

Aerobios Mesófilos 

(30 °C) 1 3 5 3 5 x 105 106 

Escherichia coli  4 3 5 3 10 102 

Saphylococcus aureus 7 3 5 0 102 103 

Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia/25g  ----- 
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3. MATERIALES Y METODOS 

 
 

3.1. Materiales y Equipos: 

 

3.1.1. Materiales experimentales 

 

 Palo santo (B. graveolens) 

 Pez aguja (Kajikia audax) 

 

3.1.2. Material de laboratorio 

 

 Bisturí. 

 Micropipeta 

 Vaso de precipitados. 

 Termómetro. 

 Pinzas. 

 Matraz de fondo redondo. 

 Embudo de decantación. 

 Tubos de cultivo 

 Agua destilada. 

 Algodón. 

 Frascos de vidrio. 

 Cuchara espatulada de metal. 

 Piseta. 

 Probetas. 

 Agitador orbital. 

 Papel filtro. 

 Tubos  

 puntas para micropipetas  
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3.1.3. Reactivos 

 

 Agar EMB o Endo: Escherichia coli y enterobacterias. 

 Agar Baird Parker: estafilococos 

 Agar TCBS: Vibrios 

 Agar SS: Salmonelas 

 Agar Sabouraud: Hongos y levaduras 

 Caldo Müller Hinton-MHB (Merck, Alemania). 

 Agar Müller Hinton-MHA (Merck, Alemania) 

 Peptona de caseína (Merck, Alemania). 

 

3.1.4. Equipos 

 

 Incubadora Labnet 

 Autoclave GreedMet 

 Refractómetro tipo ABBE Schmidt + Haensh 

 Espectrofotómetro UV-VIS de doble Haz Perkin Elmer Lambda 

365 

 

3.2. Método de investigación  

La ejecución de este proyecto de investigación se llevó a cabo en 6 fases 

(Fig. 1). Primero se obtuvo el aceite esencial de palo santo (B. graveolens) 

por el método de destilación de arrastre de vapor, la segunda es el 

aislamiento de microorganismos a partir del musculo del pez aguja (Kajikia 

audax), la tercera es la identificación de los microorganismos mediante 

pruebas bioquímicas y morfología microscópica.  La cuarta es la 

caracterización del aceite esencial de B. graveolens por el método de 

cromatografía de gases, la quinta la determinación de la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima bactericida (CMB) por el 

método dilución en tubos, y como fase final fue el análisis de resultados. 
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 Figura 1. Flujograma de las Fases del proceso experimental del proyecto. 
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3.3. Proceso de extracción del aceite esencial de palo santo (Bursera 

graveolens) 

 

 

 

Figura 2. Flujograma de la Extracción de aceite esencial por el método 

de arrastre de vapor. 

 

El proceso de extracción del aceite esencial de palo santo se realizó 

mediante el método “arrastre de vapor” utilizando agua, en el laboratorio 

de ingeniería Forestal y Medio Ambiente de la Universidad Nacional de 

Tumbes. La materia fue obtenida del distrito de Rica Playa- - quebrada la 

Sesina Tumbes - Perú; estuvo conformada por 3 trozos de 2,61 kg, 3,32 
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kg y 2,41 kg. de los cuales con ayuda de una cepilladora eléctrica de 

carpintería se obtuvo en total 6,98 kg de viruta. La viruta se dispuso en 

una canastilla de la autoclave y sin entrar en contacto con el agua, se 

sometió a una fuente de calor durante 1 h 45 minutos. El vapor resultante 

de la autoclave circulo por el destilador, convirtiéndose en solución 

acuosa, de donde por diferencia de pesos se separó el aceite del agua, 

obteniéndose así 105 ml de aceite esencial de palo santo (B. graveolens). 

 
 

3.4. Caracterización química del aceite esencial de palo santo  
 

La caracterización química se llevó a cabo en la Universidad Peruana 

Cayetano Heredia, en la unidad de investigación en productos naturales, 

por cromatógrafo de gases Agilent Technologies 7890A con detector 

espectrofotómetro de masas Agilent Technologies 5975C. con las 

siguientes condiciones cromatográficas:  columna J&W 122-1545.67659 

DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 µm x 0,25 µm. Rampa de temperatura: 

Empieza en 40 °C y sube a 5 °C/min hasta 180 °C; 2,5 °C/min hasta 200 

°C manteniéndose por 5 min y finalmente 10 °C/min hasta 300 °C por 3 

min. La muestra inyectada fue de 1 µl el cual fue obtenido de la mezcla 

de 20 µl del aceite esencial en 1 ml de diclorometano. El tiempo de la 

corrida fue de 54 minutos y el gas portador fue helio (1 ml/min)  

 

 

3.5. Características fisicoquímicas del aceite esencial  

 

3.5.1. Rendimiento del aceite esencial  

El rendimiento del aceite esencial de palo santo (Bursera 

graveolens), se obtuvo en términos de porcentaje en peso (%) 

en base a la masa del material seco utilizado (Kg), utilizando la 

formula (Cruz et al., 2013) 
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𝑅% =
𝑀𝑎𝑠𝑎.𝐴𝐸

𝑀𝑎𝑠𝑎.𝑀𝑉
𝑥100  

    

   Donde:  

   R%: rendimiento en %  

   Masa.AE: masa de aceite esencial  

   Masa.MV: masa del material colocado en el extractor en g  

 

 

3.5.2. Obtención de la densidad  

 La densidad se obtuvo utilizando un picnómetro estandarizado, 

este se pesó en una balanza analítica tarándolo para 

posteriormente vaciar la nuestra de aceite esencial el resultado 

final sería el peso de dicha muestra (Cruz et al., 2013). 

 

3.5.3. Índice de refracción  

 El índice de refacción se realizó en el Laboratorio de Análisis 

Ambiental de la Universidad Nacional de Tumbes utilizando un 

refractómetro tipo ABBE Schmidt + Haensh (Cruz et al., 2013). 

 

3.6. Aislamiento de microorganismo. 
 

 Se pesaron 25 g de la muestra en un recipiente previamente 

esterilizado y tarado. 

 Luego se le adicionó 225 ml de diluyente a temperatura ambiente. 

 Homogenizamos la muestra con la ayuda de un homogeneizador 

durante 60 segundos y se dejó sedimentar las partículas grandes por 

15 minutos. 

 Se transportó con una pipeta, 1 ml de la primera dilución hacia un tubo 

que ya debe de contener 9 ml de diluyente estéril a temperatura 

apropiada (Fig. 3)  
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 Luego se mezcló cuidadosamente con la ayuda de un 

homogeneizador durante un tiempo de 5 a 10 segundos así se 

consigue la dilución 10-2. 

 Se repitió el método anterior tomando 1ml de la dilución 10-2. 

Recordando utilizar una pipeta estéril diferente para cada una de las 

diluciones 10-2,10-3,10-4, etc. Llegando a obtener el número más 

conveniente de microorganismos. La selección de las diluciones 

dependerá del número esperado de microorganismos en la muestra. 

 Se inoculó 1 ml de diluyente en un tubo o placas en el medio 

respectivo: 

 Agar EMB o Endo: Escherichia coli y enterobacterias. 

 Agar Baird Parker: estafilococos 

 Agar TCBS: Vibrios 

 Agar SS: Salmonelas 

 Agar Sabouraud: Hongos y levadura. 

 

 

 

Figura 3. Flujograma de las Diluciones empleadas para el aislamiento 

de microorganismos (DIGESA, 2008). 
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3.7. Preparación de la solución madre del aceite esencial 

La solución madre se preparó agregando a un matraz 2 ml de aceite 

esencial de palo santo (Bursera graveolens), 2ml de DMSO y 12 ml de 

Caldo Müller Hinton-MHB (DIGESA, 2008). 

 
 

3.8. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) método 

de dilución en tubos. 

 

Para determinar si existe actividad antagónica del aceite esencial en 

diferentes concentraciones se utilizará la siguiente metodología. 

 
A. Preparación del inóculo  

 El inóculo se preparó permitiendo el crecimiento de 

microorganismos en caldo Müller Hinton hasta la turbidez de 0,5 

de la escala de McFarland. 

 Se diluyó la suspensión bacteriana ajustada al 0,5 de McFarland, 

1/10 en caldo estéril o solución fisiológica para obtener una 

concentración de 107 UFC/ml. Una vez ajustado el inóculo se 

utilizó dentro de 15 minutos (Malbrán, 2012). 

 

B. Concentración mínima inhibitoria  

 Se colocaron concentraciones decrecientes del aceite esencial, 

generalmente diluciones 1:2, preparándose en "solución madre" 

concentrada, para luego diluirse en caldo hasta obtener las 

concentraciones apropiadas. 

 Se prepararon 10 tubos con las siguientes concentraciones de 

aceite esencial: 207,33 mg/ml; 103,67 mg/ml; 5,83 mg/ml, 25,91 

mg/ml; 12,96 mg/ml; 6,48 mg/ml; 3,24 mg/ml; 1,62 mg/ml; 0.81 

mg/ml; 0,41 mg/ml. 

 A cada tubo se adicionó 10 μl del inóculo. Un tubo de caldo se 

mantuvo sin inocular como control negativo de crecimiento. 
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 Después de un periodo de incubación adecuada se observó la 

turbidez de los tubos que indica el desarrollo bacteriano. El 

microorganismo creció en el tubo control y en todos los que no 

contengan suficiente aceite esencial que sea capaz de inhibir 

su desarrollo. La concentración de aceite esencial que presente 

ausencia de crecimiento es la Concentración Mínima Inhibitoria. 

 Esta capacidad antimicrobiana se probó con los 

microorganismos aislados del pescado (Malbrán, 2012) 

 

C. Concentración mínima bactericida 

 

 Después de un periodo de incubación adecuada se sembró en 

placa con agar Müller Hinton una asada del contenido de los 

tubos donde no se observó turbidez.  El contenido del tubo 

control positivo debe desarrollar crecimiento en la placa, y en la 

concentración donde no aparezca crecimiento en la placa 

corresponderá a la Concentración mínima bactericida (Malbrán, 

2012). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION 

 

4.1. Características organolépticas y fisicoquímicas del aceite esencial 

(Bursera graveolens) 

 

Tabla 4. Características organolépticas y fisicoquímicas del aceite 

esencial de Bursera graveolens. 

  

Parámetro Valor 

Color Amarillo pálido claro 

Olor Característico intenso y penetrante 

Sabor Picante 

Densidad 0,83 g/ml 

Estado Liquido 

Rendimiento 1,25% 

Índice de refracción 1,473° 

 

La muestra de aceite esencial fue analizada para determinar las 

características organolépticas y fisicoquímicas. La densidad se midió 

pesando la muestra en un picnómetro estandarizado, en cuanto al índice 

de refracción se determinó utilizando un refractómetro tipo ABBE Schmidt 

+ Haensch. 

 

Para el aceite esencial obtenido en nuestro trabajo se encontró que los 

valores de densidad (0,8293 g/ml), y de índice se refracción (1,473°); 

estuvieron cercanos a los reportados por Lujan et al., (2012) y Cruz et al., 

(2013) en aceite esencial de hojas de B. graveolens, que obtuvieron una 

densidad de 0,8281 g/ml y 0,890 g/ml y un índice de refracción 1,4790° y 

1,486°; respectivamente. Respecto al rendimiento obtenido, fue del orden 

de 1,25%, resultando muy inferior a lo encontrado por Cruz et al., (2013) 

con un valor de 0,10%; y estando por encima a lo encontrado por Lujan 
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et al., (2012) con un valor de 0,078%. Siendo el caso que las diferencias 

de rendimiento se explicarían porque utilizamos solamente el tronco, a 

diferencia de otros trabajos que utilizan las hojas para la obtención del 

aceite. Adicionalmente, se considera que otro factor a considerar 

probablemente sería la localización de donde se extrajo la materia prima 

y el tiempo de destilación.  

 

Figura 4. Absorbancia del aceite esencial de Bursera graveolens 

obtenido por el espectrofotómetro UV-VIS de doble haz.   

 

La Figura 4 muestra que la máxima absorbancia corresponde a la longitud 

de onda (nm) próxima a 272,5 nm en espectro UV-VIS en el aceite 

esencial analizado. la cual se encuentra por debajo de la encontrada por 

Cruz et al., (2013) con un valor de 293 nm.  

 

4.2. Cromatografía de gases del aceite esencial de palo santo B. 

Graveolens  

Los análisis de cromatografía de gases realizados al aceite esencial 

extraído de palo santo, permitió la identificación 28 compuestos químicos 

y corresponden al 82,35% de la composición del aceite esencial, y 6 

compuestos fueron desconocidos.  
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Tabla 5. Composición química del aceite esencial de Bursera graveolens por 

cromatografía de gases.  

  

Nombre del compuesto (NIST08.L) % en la muestra 
(áreas relativas) 

α-Pineno  0,10 
β-Mirceno 0,49 
α-Felandreno  0,29 
m-Cimeno 0,67 
D-Limoneno 77,06 
β-Felandreno 0,25 
Eucaliptol 0,26 
trans-p-Menta-2,8-dienol 0,34 
cis-p-Menta-2,8-dienol 0,37 
Mentofurano 5,16 
α-Terpineol  4,01 
Dihidrocarvona 0,10 
cis-2-metil-5-(1-metiletenil)-2-Ciclohexen-1-ol 0,64 
trans-2-metil-5-(1-metiletenil)-2-Ciclohexen-1-ol 0,27 
Pulegona 0,34 
Carvona 0,83 
δ-Elemeno 0,18 
Ylangeno 0,08 
β-Elemeno 0,43 
α-Gurjuneno 0,52 
ү-Muurolene 0,25 
α-Amorfeno 0,07 
Germacreno D 2,33 
α-Farnesene 0,16 
α-Muuroleno 0,08 
ү-Cadineno 0,15 
δ-Cadineno 0,13 
β-Cadineno 0,15 

 
 

 

En la Tabla 5, los compuestos más importantes encontrados corresponden 

a compuestos terpénicos, los cuales pueden ser monoterpenos, 

sesquiterpenos, di terpenos y algunos compuestos oxigenados. Los 

constituyentes mayoritarios fueron Mentofurano (5,16%), α-Terpineol 

(4,01%), Germacreno D (2,33%), Carvona (0,83%). Siendo el compuesto 

monoterpeno D-Limoneno el de mayor porcentaje con 77,06%. 
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Estudios relacionados de la composición química del aceite esencial de B. 

graveolens analizados el mismo método mencionan como constituyentes 

principales a los monoterpenos limoneno y mentofurano (Leyva et al., 

2007; Lujan et al., 2012; Cruz et al., 2013). Los resultados obtenidos 

concuerdan con los reportados en Colombia por Leyva et al., (2007) 

quienes identificaron limoneno (42,1%) y mentofurano (14,1%), y lo 

realizado por Cruz et al., (2013) en Perú quienes encontraron la presencia 

de limoneno (60,98%) y mentofurano (1,9%). Del mismo modo Lujan et al., 

(2012) en un estudio realizado en México reporta como compuestos 

mayoritarios al limoneno (42,90%) y mentofurano (6,79%). A diferencia de 

nuestros resultados, Méndez et al., (2012) encontraron como compuesto 

de significativa participación al terpineno (31,57%), dicho componente 

estuvo inexistente en el contenido del aceite obtenido en este trabajo.   

 

Los siguientes compuestos del aceite esencial de palo santo (Bursera 

graveolens) : oxido de cariofileno, trans-cariofileno, Ζ-β-ocimeno, 

sabineno, β-pineno, (+)-2-careno, canfor, mentona, criptona, piperitone, 

copaeno, ү-selineno, β-selineno, (+)-δ-cadineno, α-bisabolol, β-cariofileno, 

viridiflorol, ү-elemeno, 1-felandreno, β-pineno, α-terpinene, trans-ocimene, 

acetato de octilo, 3-octano (amiletilcrabinol), 2R-trans-mentona, 2R-cis-

mentona, linalool, isocariofileno, α-cariofileno, 1-tetradeceno, 6-Ally-o-

cresol, timol, durenol fueron encontrados por cromatografía de gases por  

Leyva et al., (2007); Lujan et al., (2012); Cruz et al., (2013); Méndez et al. 

(2012); pero no en este trabajo. Esto puede explicarse por algunas 

condiciones ecológicas de las plantas, así como de las condiciones de 

estación que pueden alterar las características cualitativas y cuantitativas 

del aceite esencial.  
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4.3. Microorganismos aislados  

 

De la muestra de pescado se aislaron 6 cepas bacterianas y una cepa de 

levadura, siendo codificadas inicialmente como: “Mk 1, Mk 2, Mk 3, Mk 4, 

Mk 5, Mk 6” y el hongo se codificó como “B”. Sin embargo, 2 cepas 

bacterianas no resultaron viables. Las características microscópicas de 

las bacterias correspondieron a bacilos Gram negativos (Figura 5) y el 

hongo a una levadura.  Al identificar los cultivos, quedaron con la siguiente 

codificación: Mk (Enterobacter sp), Ps1, Ps2 y Ps3 (Pseudomonas sp) y 

Lev (Levadura).  

 
 

 

 

 

Figura 5. A: Enterobacterias sp (MK), B y C: Pseudomonas sp (Ps1, Ps2, 

Ps3) y D: levadura (lev). 

 

A B 

C D 
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Las cepas bacterianas y la levadura utilizadas en la evaluación 

microbiológica para determinar la CMI y la CMB del aceite esencial de palo 

santo (B. graveolens), fueron aisladas por los autores a partir del músculo 

del pez aguja (Kajikia audax), a diferencia de otros estudios como los de 

Lujan et al., (2012), Carhuapoma et al., (2009), Arias (2013) y Fray et al., 

(2018), quienes utilizaron cepas obtenidas de diferentes instituciones.  

 

4.4. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y concentración Mínima 

Bactericida (CMB) 

Los resultados correspondientes se expresan en las siguientes tablas. 

Para hallar la Concentración mínima inhibitoria (CMI) y la Concentración 

mínima bactericida (CMB) se empleó la metodología de macro dilución en 

tubo (Malbrán, 2012). 

 

Las concentraciones utilizadas estuvieron en un rango de 0,4049 mg/ml 

a 207,326 mg/ml. En la tabla 6 se muestran los resultados de la actividad 

antimicrobiana del aceite esencial de B. graveolens, expresados como 

CMI y CMB para los diferentes microorganismos. Así mismo, de la Figura 

6 a la Figura 10 se puede observar las CMI y CMB.  

  

 
Tabla 6. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima 

(CMB) bactericida del aceite esencial frente a microorganismos 

aislados de pez aguja (Kajikia audax). 

 
 
 
 

  
 
 
 
 

 
ND: no determinado (el microorganismo desarrollo por encima de la concentración 
de 207.326 mg/ml) 

Microorganismo CMI (mg/ml) CMB (mg/ml) 

Enterobacter sp 1,62 25,92 

Pseudomonas sp (Ps1) ND ND 

Pseudomonas sp (Ps2) ND ND 

Pseudomonas sp (Ps3) ND ND 

Levadura 6,48 25,92 
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Figura 6. CMI (azul) y CMB (rojo) del aceite esencial de B. graveolens sobre 

Enterobacter sp 
 

 

 
 

 

Figura 7. No existe una CMI ni una CMB del aceite esencial de B. graveolens 

sobre Pseudomonas sp (Ps1) 

 

 

 

 

 

 



 

41 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 8. No existe una CMI ni una CMB del aceite esencial de B. graveolens 

sobre Pseudomonas sp (Ps2). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. No existe una CMI ni una CMB del aceite esencial de B. graveolens 
sobre Pseudomonas sp (Ps3). 
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Figura 10. CMI (azul) y CMB (rojo) del aceite esencial de B. graveolens sobre 
Levaduras. 

 
 

Lujan et al., (2012) evaluaron la actividad antimicrobiana de B. graveolens 

sobre E coli y Citrobacter freundii, observándose que el aceite esencial no 

mostro efecto antimicrobiano sobre las estas enterobacterias. Esto podría 

demostrar que los aceites esenciales no muestran el mismo efecto 

antibacteriano con cepas de la misma familia microbiana, debido a que en 

Enterobacter sp determinamos una CMI de 1,6197 mg/ml y una CMB de 

25,9156 mg/ml. Estos autores encontraron que para bacterias gram positivas 

como S. aureus la CMB fue de 7,45 mg/ml y para el Bacillus subtilis la CMB 

7,29 mg/ml. En este caso nuestros resultados evidencian un efecto 

antimicrobiano más efectivo para enterobacterias. 

 

Por su parte Méndez et al., (2017) al utilizar aceite esencial obtenido de 

troncos secos de B. graveolens, demostró un 100% de inhibición contra 

microorganismos gram positivos, gram negativos y levaduras, debido a que 

se utilizó aceite esencial puro además de que los microorganismos fueron 

sensibles a cloranfenicol, oxitetraciclina y fluconazol.    

 



 

43 
 

Fray (2018), obtuvo fuerte actividad antimicrobiana del aceite esencial de B. 

graveolens sobre E. coli, S. aureus, B. subtilis, Salmonella enteritidis, 

Aspertillus niger y Penicillium citrinum, llegando a determinar una 

concentración mínima inhibidora para estas bacterias en el rango de 0,005 a 

5 μl/ml así como también Canales et al., (2017) encontró actividad 

antimicrobiana de aceite de Bursera morelensis contra Streptococcus 

pneumoniae, Vibrio cholerae y E. coli con CMI 0,125 mg / ml y CMB 0,25 mg/ 

ml en su trabajo el aceite inhibió a los hongos filamentosos y en nuestro 

trabajo el aceite inhibió a las levaduras con una CMI 6,4789 mg/ml y una CMB 

de 25,9156 mg/ml.   

 

Carhuapoma (2009) utilizando aceite esencial de Minthostachys mollis “ruyaq 

muña” evaluó diferentes concentraciones para enterobacterias y para 

Pseudomonas como Helicobacter pylori, Shigella dysenteriae y Salmonella 

typhi, P. aeruginosa; obteniendo como resultado un CMI de 4 µg/mL para la 

S. dysenteriae y del mismo valor para S. typhi. Como CMB obtuvo un valor 

de 10 µg/ml para ambas enterobacterias, Así como también para, P. 

aeruginosa, de 9 µg/mL de CMI y 10 µg/mL de CMB; Arias (2013) encontró 

un CMB de 0,27114 mg/ml para Salmonella typhi utilizando aceite esencial 

de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), en su evaluación de la actividad 

antibacteriana "in vitro”. Estas concentraciones menores que las encontradas 

en nuestro estudio, determinan un mejor efecto antimicrobiano del aceite 

esencial de Minthostachys mollis “ruyaq muña” con respecto al de Bursera 

graveolens.  

 

El aceite esencial de palo santo (B. graveolens) mostró actividad 

antimicrobiana frente a las bacterias Gram negativas específicamente a 

Enterobacter sp, y también a la levadura; pudiendo deberse al elevado 

porcentaje del componente monoterpeno D-limoneno; y, en menor medida 

de los sesquiterpenos y diterpenos encontrados en la composición química 

(Luján et al., 2012; Méndez et al., 2012; Ruiz et al., 2018). 
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5. CONCLUSIONES 

 
 

 El aceite esencial de “palo santo” (B. graveolens) obtenido por el método de 

arrastre de vapor con agua en su caracterización con cromatografía de 

gases, presentó como principales componentes: D-limoneno (77,06%), 

mentofurano (5,16%), α-terpineol (4,01%), germacreno D (2,33%) y carvona 

(0,83%). 

 

 En el proceso de aislamiento de los microorganismos del pez aguja (Kajikia 

audax), se lograron identificar mediante pruebas bioquímicas y de morfología 

microscópica bacterias que correspondieron a bacilos Gram negativos 

(Enterobacter sp y Pseudomonas sp: Ps1, Ps2 y Ps3) y una levadura. 

 

 La concentración mínima inhibitoria (CMI) para Enterobacter sp y levadura 

fue de 1,62 mg/ml y 6,48 mg/ml respectivamente, mientras que la 

concentración mínima bactericida (CMB) para ambos microrganismos fue de 

25,92 mg/ml. Las cepas de Pseudomonas sp evaluadas mostraron total 

resistencia frente a la actividad antimicrobiana a las diferentes 

concentraciones del aceite esencial utilizadas.  
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6. RECOMENDACIONES. 

 
 

 
Debido a la actividad antimicrobiana que muestran los aceites esenciales de 

plantas aromáticas, debería promoverse su uso y aplicación como 

componente principal en los aditivos destinados a la conservación de 

alimentos perecibles. 

 

Para una mejor identificación de los microorganismos aislados en el pez 

aguja (Kajikia audax), debería recurrirse a la técnica molecular de 

secuenciamiento del gen 16 S rRNA para bacterias, y secuenciamiento de la 

región ITS para hongos. 

 

En vista de que el presente estudio se ha evaluado la actividad 

antimicrobiana “in vitro” en las bacterias aisladas de pez aguja (Kajikia 

audax), debería desarrollarse estudios que permitan evaluar la actividad 

antimicrobiana como resultados de una aplicación directa sobre al alimento.  
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8. ANEXOS 
 

Anexo 1: Anexo fotográfico 
                          
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
            
           
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Anexo 1.1: Zona de rica playa de donde se recolecto el palo santo  

Anexo 1.2: Proceso de cortado 
en viruta del palo santo con 
cepilladora eléctrica. 

Anexo 1.3: Palo santo en viruta 
en la autoclave lista para la 
extracción del aceite  
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Anexo 1.4: Montaje del equipo para la extracción del aceite esencial por arrastre vapor 
con agua y proceso de extracción. 

Anexo 1.5: Separación física 
del aceite esencial por 
diferencia de densidades. 

Anexo 1.6: aceite esencial 
obtenido. 
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Anexo 1.7: Medición del índice 
de refracción utilizando un 
refractómetro de tipo ABBE 
Schmidt + Haensh 

Anexo 1.8: Medición de 
la absorbancia utilizando 
espectro UV-VIS 

Anexo 1.9: Proceso de 
aislamiento en placa de los 
microorganismos del pez aguja 
(Kajikia audax). 

Anexo 1.10: Proceso de 
aislamiento en tubos de los 
microorganismos del pez aguja 
(Kajikia audax) 
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Anexo 1.12: Pruebas de 
identificación bioquímica. 

Anexo 1.11:  Microorganismos 
aislados en placa codificados. 

Anexo 1.13: Preparación de la 
solución madre del aceite 
esencial.  

Anexo 1.14:  Preparación de 
las diluciones esencial. 
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Anexo 1.15:  inserción de los microorganismos a 
los tubos con diferentes concentraciones de 
aceite esencial. 
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Anexo 2. Formulas estructurales 

 
 

 
 

     
 

                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Anexo 2.1. α-Pineno Anexo 2.2. β-Mirceno Anexo 2.3. α-Felandreno 

Anexo 2.4. m-Cimeno Anexo 2.5. D-Limoneno  Anexo 2.6. β-Felandreno 

https://www.google.com/search?q=%CE%B1-Pinene+formula&sa=X&rlz=1C1CHBD_esPE863PE863&biw=1536&bih=754&sxsrf=ACYBGNSqtoPC0sJGP9jyC549ShNxIm5Lqw:1572392773223&tbm=isch&source=iu&ictx=1&fir=Otz8XgtUBXHJpM:,qJbYZLBnsY5wGM,_&vet=1&usg=AI4_-kTKyfqO7vvhMOT5uaZjF6A4fu2r3Q&ved=2ahUKEwjl1cfF08LlAhVtvlkKHQK7APYQ_B0wAXoECAUQAw#imgrc=Otz8XgtUBXHJpM:
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Anexo 2.7. Eucaliptol Anexo 2.8. cis-p-Menta-2,8-dienol 

Anexo 2.9. Mentofurano Anexo 2.10. α-Terpineol Anexo 2.11. Dihidrocarvona 

https://www.google.com/search?q=Eucaliptol+formula&rlz=1C1CHBD_esPE863PE863&biw=1536&bih=754&sxsrf=ACYBGNSQdoiK4VxL3qSFPFlI9Pf_8TFRQQ:1572394890480&tbm=isch&source=iu&ictx=1&fir=H8zmRdxyOlkeoM:,XBWFvQ9YiUpeuM,_&vet=1&usg=AI4_-kSBkIZV-pHVeffSebaJ1awZknSIxg&sa=X&ved=2ahUKEwi28pK328LlAhVnvFkKHQ6zD-wQ_B0wAXoECAYQAw#imgrc=H8zmRdxyOlkeoM:
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Anexo 2.12. Pulegona Anexo 2.13. ү-Muurolene 

Anexo 2.14. α-Amorfeno Anexo 2.15. Germacreno 
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Anexo 2.16. α-Farnesene Anexo 2.17. α-Muuroleno 
 

Anexo 2.18. ү-Cadineno 

Anexo 2.19. δ-Cadineno Anexo 2.20. β-Cadineno 


