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Resumen

En la actualidad, la seguridad alimentaria ha adquirido un caracter de preocupacion generalizada,
siendo un desafio encontrar a alguien que no haya experimentado en el Ultimo afio algin malestar
ocasionado por ETAS. Staphylococcus aureus y Escherichia coli son microorganismos comunes en
productos lacteos, y la adopcion de soluciones alternativas para el control biolégico se esta
convirtiendo en una practica cada vez mas relevante en la industria alimentaria. Se evalud el efecto
sobre dichos patégenos en dos fases, la primera en una matriz alimenticia con siete tratamientos
divididos en tres tratamientos para tomillo y tres para orégano con un control, realizando una
repeticidon y dos replicas. El disefio experimental consistié en un Disefio Completamente al Azar, con
un analisis de varianza y una prueba de separacidon de medias Duncan, con una significancia al 95%.
Se evalud el efecto en el tiempo en 21 dias (simulando la vida de anaquel del queso), almacenado a
una temperatura de 4 = 2 °C. El queso fue inoculado con las cepas Staphylococcus aureus (ATCC®
29213™) y Escherichia coli (ATCC® 35219™). La segunda fase fue la evaluacidn in vitro de los aceites
esenciales como agentes bactericidas, para demostrar la inhibicién sobre dichas cepas, el cual consta
de ocho tratamientos. En ambas matrices se observa un descenso exponencial, la dosis minima de
orégano limité el descenso en las curvas de letalidad, y los tratamientos de tomillo resultaron ser los
mas efectivos como bactericidas naturales. Se recomienda hacer analisis sensoriales y fisicoquimicos
para evaluar su aceptacion.

Palabras clave: bactericida, carvacrol, in vitro, matriz, timol.



Abstract

Nowadays, food safety has become a widespread concern, and it is a challenge to find someone who
has not experienced in the last year some discomfort caused by food-borne illnesses. Staphylococcus
aureus and Escherichia coli are common microorganisms in dairy products, and the adoption of
alternative biological control solutions is becoming an increasingly relevant practice in the food
industry. The effect on these microorganisms was evaluated in two phases, the first in a food matrix
with seven treatments divided into three treatments for thyme and three for oregano and a control,
with one repetition and two replicates. The experimental design consisted of a Completely
Randomized Design, with an analysis of variance and a Duncan mean separation test, with a
significance of 95%. The effect was evaluated over time in 21 days (simulating the shelf life of the
cheese), stored at a temperature of 4 + 2 °C. The cheese was inoculated with Staphylococcus aureus
(ATCC® 29213™) and Escherichia coli (ATCC® 35219™) strains. The second phase was the in vitro
evaluation of the essential oils as bactericidal agents, to demonstrate the inhibition on these strains,
which had eight treatments. In both matrices an exponential decrease was observed, the minimum
dose of oregano limited the decrease in the lethality curves, and the thyme treatments proved to be
the most effective as natural bactericides. Sensory and physicochemical analyses are recommended
to evaluate their acceptability.

Keywords: bactericide, carvacrol, in vitro, matrix, thymol.



Introduccion

En la actualidad, la seguridad alimentaria ha adquirido un cardcter de preocupacion
generalizada, siendo un desafio encontrar a alguien que no haya experimentado en el dltimo afo
algdn malestar ocasionado por enfermedades transmitidas por alimentos. Conforme al reporte del
afio 2005 de la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS), se registraron aproximadamente 1.8 millones
de fallecimientos asociados a episodios de diarrea, que se consideran enfermedades transmitidas por
alimentos; estas tragedias surgieron a raiz del consumo de alimentos y agua contaminados (Samelis,
2006). Las enfermedades transmitidas por alimentos, se encuentran ampliamente distribuidas a nivel
mundial y representan una de las mayores causas de morbilidad a nivel mundial, estas afecciones
suelen ser de caracter leve, sin embargo, en ocasiones pueden tener consecuencias mortales (Garcia
Panadero et al., 2019; Jaguey Hernandez y Castafieda Ovando, 2023).

Debido al alto impacto que esto tiene en salud publica , los principales focos de atencién en
cuanto a la seguridad alimentaria se centran en los patdgenos transmitidos por alimentos, que
incluyen microorganismos como Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Atarés et al., 2010; Doyle y
Erickson, 2006).

Segun Tohidpour et al., en el 2010, el aumento en la demanda de alimentos frescos sin
conservantes quimicos plantea desafios debido a su corta vida Util y riesgos alimentarios. En este
sentido, ofrecer productos seguros y duraderos utilizando conservantes naturales, como aceites
esenciales extraidos de plantas, es una tendencia actual (Torres Avellan, 2019a). Ademas, la
resistencia de microorganismos a conservantes quimicos en la industria alimentaria, junto con su
percepcidén negativa debido a su toxicidad (cancerigena y teratogénica), constituye un gran desafio
para esta industria (Odonkor y Ampofo, 2013; Tohidpour et al., 2010). Ademas, los métodos
tradicionales de conservacion de alimentos como secado, congelacién, fermentacién, entre otros,
presentan una eficacia reducida en lo que respecta a la prevencion del crecimiento de

microorganismos patégenos que se transmiten a través de los alimentos en los productos
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alimentarios. Esta situacién se ve agravada por la creciente demanda de alimentos sin aditivos
guimicos, lo que ha impulsado la inclusién de antimicrobianos en el dmbito de la industria alimentaria
(Rodriguez Sauceda, 2011).

La reciente innovacion en la industria alimentaria implica la incorporacidn de antimicrobianos
para mejorar la vida util y la seguridad de los alimentos. Estos pueden ser de origen natural o sintético,
pero hay un creciente interés en los naturales debido a riesgos potenciales en los sintéticos. Aunque
los conservantes sintéticos tienen aprobacién gubernamental, es urgente investigar el potencial de
antimicrobianos naturales en los alimentos (Dorman y Deans, 2000; Elgayyar et al., 2001; Skandamis
etal., 2002).

A lo largo de la historia, hierbas y especias han sido esenciales para mejorar el sabor,
aromatizar y conservar alimentos. Estos elementos son antimicrobianos naturales utilizados contra
patdgenos, y su eficacia depende de la composicidn de sus aceites esenciales, contexto de uso y tipos
de microorganismos involucrados (lvaniSova, 2023; Liang et al., 2022).

La eficacia de los aceites esenciales extraidos de hierbas y especias esta intrinsecamente
relacionada con su estructura quimica, en especial, la presencia de grupos funcionales hidrofilicos,
como los grupos hidroxilo (Macwan et al., 2016). Los aceites esenciales obtenidos de clavo, orégano,
romero, tomillo, salvia y vainillina se destacan como los mds efectivos debido a su contenido de grupos
fendlicos (Arshad y Batool, 2017; Baicus et al., 2022). Ademads, estos presentan efectividad contra
bacterias gramnegativas y grampositivas, aunque, en menor medida en contra de gramnegativas
debido a la principalmente la estructura de su pared celular que estd cubierta de una membrana
externa (Inamuddin et al., 2021). También, los aceites esenciales, caracterizados por su alta presién
de vapor, tienen la capacidad de alcanzar a los microorganismos patdgenos tanto en fases gaseosas
como liquidas. Numerosos estudios han confirmado la efectividad antimicrobiana de los aceites

esenciales contra diversas microfloras patdgenas y de deterioro. Sin embargo, es importante destacar
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que la eficacia de estos aceites esenciales esta sujeta a factores como el pH, la temperatura de
almacenamiento y la concentracién de oxigeno (Jiang y Li, 2001).

Debido a su amplio uso y propiedades antimicrobianas se ha seleccionado para este estudio
dos tipos de aceites esenciales de tomillo y orégano que han demostrado tener grandes capacidades
relacionadas con la preservacion de alimentos. En este sentido, el aceite esencial de tomillo (Thymus
vulgaris) posee caracteristicas antibacterianas al estar compuesto de timol y carvacrol, esta esencia
tiene un gran poder antiséptico (Ballester Costa, 2016). Como afirma Torres Avelldn en el 2019, esta
esencia es capaz de controlar patégenos y esta comprobado que es capaz de inhibir algunos procesos
como germinacion, crecimiento y multiplicacion celular. El aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare) estd compuesto principalmente por carvacrol, siendo aproximadamente un 80.5% de su
composicion, presentando actividad antibacteriana en contra de bacterias como E. coli, S. aureus, B.
subtilis y Saccharomyces cerevisiae (Govaris et al., 2010). En la actualidad, se ha demostrado que los
aceites esenciales son una fuente importante de metabolitos secundarios de origen vegetal. Estos
aceites son conocidos por ser mezclas complejas de diversas moléculas quimicas polares y no polares,
tales como terpenos, terpenoides y fendlicos, las cuales, proporcionan propiedades antimicrobianas
(Amadio et al., 2011; Aziz et al., 2018).

En este sentido, se ha demostrado que los aceites esenciales pueden prolongar la vida util de
los alimentos, lo que los convierte en una opcion atractiva para la industria alimentaria. Ademas, su
uso como conservante natural puede contribuir a reducir la dependencia de los conservantes
guimicos, que pueden tener efectos negativos en la salud humana (Asensio, 2013). Por lo que, la
finalidad de este estudio es evaluar los efectos de los aceites esenciales de orégano (Origanum
vulgare) y Tomillo (Thymus vulgaris) en la supervivencia de Staphylococcus aureus y Escherichia coli
en queso crema durante su vida de anaquel y analizar la capacidad antimicrobiana de ambos aceites

esenciales un estudio in vitro y comparar su efectividad con lo observado en una matriz lactea.
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Materiales y Métodos

Ubicacion del Estudio

El estudio se llevd a cabo en la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano ubicada en el
kilémetro 30 carretera de Tegucigalpa a Danli, Valle del Yeguare, Municipio de San Antonio de Oriente,
Francisco Morazan, Honduras. El desarrollo y elaboracion de los quesos se realizé en el laboratorio de
la planta de lacteos de Zamorano, la inoculacidn y andlisis microbiolégico se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (LAMZ).
Evaluacion de Aceites Esenciales en Queso
Elaboracion del Queso

La elaboracion del queso crema se llevé a cabo en la planta de lacteos de Zamorano. Para la

formulaciéon del queso crema (Cuadro 1) se utilizé leche pasteurizada a 63 °C por 30 minutos con una
concentracién de grasa estandarizada al 2.5%.
Se realizd un temperado de la leche a 33 °C para afiadir el cuajo, cloruro de calcio, bacteria acido
lactica (CHR Hansen R-704) y la cantidad de aceite esencial segun tratamiento, las cuales para tomillo
fueron 0.5, 0.75y 1% y para orégano fueron 0.25, 0.5y 1%. Seguido de esto, se dejd reposar por 30 a
45 minutos para, posteriormente, hacer el corte y mover constantemente por 10 minutos a 42 + 2 °C.
Para finalizar, se desuera, se aifade la sal y reposa por 30 minutos, finalmente se almacena por 12

horas.

Cuadro 1

Formulacion de queso crema.

Ingrediente Unidad Cantidad
Leche fluida al 2.5% grasa L 100
Cloruro de Sodio kg 2
Cloruro de Calcio kg 0.02
Cuajo L 0.01
Cultivo Lactico R704 Uni 0.000005

Nota. Formulacion facilitada por Planta de Lacteos Zamorano.
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Se decidié utilizar como minimo 0.25% de concentracidon de aceite esencial de orégano
considerando el estudio realizado por Souza et al. (2014) da como resultado que a una concentracion
de 0.25% logra inhibir crecimiento de S. aureus in vitro, ya que la informacién de esta esencia aplicada
a quesos es escasa. Respecto al aceite esencial de tomillo, se usé una concentracion minima de 0.5%
en tomillo, ya que, segun la literatura desde concentraciones de 0.5% en adelante el aceite es capaz
de controlar microorganismos en matrices alimenticias como queso fresco (Torres Avellan, 2019). Se
establecieron distintas concentraciones de aceite esencial de tomillo y orégano en queso crema para

posteriormente ser inoculados con las bacterias seleccionadas (Cuadro 2).

Cuadro 2

Tratamientos aplicados en la matriz ldctea.

Tratamientos Aceite Concentraciones (%)

TRT 1 Tomillo 0.5
TRT 2 Tomillo 0.75
TRT 3 Tomillo 1

TRT 4 Orégano 0.25
TRT 5 Orégano 0.5
TRT6 Orégano 1

Testigo N. A N. A

Cabe recalcar que a cada tratamiento se le agregd un 25% mas considerando una pérdida
similar en el proceso de desuerado, esta informacidn fue proporcionada por la planta de lacteos de
Zamorano.

Preparacion de los Cultivos de Staphylococcus Aureus y Escherichia Coli

Para preparar los indculos se activé cepas de Escherichia coli ATCC 35219 y Staphylococcus aureus
ATCC 29213 en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LAMZ). Una alicuota de
las cepas almacenadas a -20 °C fue tomada y reactivada realizando una siembra de los

microorganismos en el medio de cultivo Agar Cuenta Estandar, para lo cual se utilizé la técnica de
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estriado de superficie, los aislados fueron incubados por 24 horas a 37 + 2 °C. Se verifico que las cepas
no presenten contaminacién y se aislaron colonias para preparar el inéculo.
Inoculacion del Queso Crema

La inoculacién se realizé en el laboratorio de microbiologia de Zamorano (LAMZ). Para la
inoculacion del queso se seleccionaron colonias aisladas de las cepas reactivadas. Las colonias
seleccionadas de cada una de las cepas fueron diluidas en 9 mL de agua peptonada con el propdsito
de llevar al indculo a una concentracién conocida. Para realizar esto se ajustd la absorbancia de la
suspension para de S. aureus y E. coli obteniendo absorbancias de 0.05 y 0.049 respectivamente. Con
estas absorbancias se estimo la densidad microbiana a inocular, utilizando como punto de referencia
las concentraciones definidas mediante la escala de McFarland considerando que a una absorbancia
de 0.08 a 0.1 equivale a 1-2 x 108 UFC/mL (tubo 0.5 en escala de McFarland). Luego, se afiadié 1 mL
de la suspensidn para cada queso de 150 gramos previamente preparado de acuerdo con las
concentraciones definidas de aceites esenciales en cada tratamiento. Posteriormente, para
homogenizar el indculo y que este se distribuya en todo el queso de manera uniforme cada queso
inoculado fue sometida al masticador durante 2 minutos. Por ultimo, se almacend a una temperatura
de 4 + 2 °C durante los 21 dias, simulando el tiempo de vida de anaquel del queso. A continuacidn, se
muestra la Figura 1 en donde se representa el flujo de proceso de elaboracién e inoculacion del queso,

gue abarca desde la obtencién de la leche hasta el almacenado.
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Figural

Flujo de proceso de elaboracion de queso crema.

Inicio

Recepcién de leche fresca con ATECAL
de 0.14 y con un porcentaje de 3.4% de
grasa

!

Estandarizacion de leche con 2.5% de
grasa total

[ Pasteurizacion LTLT a 63° C por 30 min }

l

{ Atemperado a 33°C }

l

Adicion de cloruro de calcio y bacteria
acido lactica (R-704)

Adicién de cuajo

Adicién de aceites esenciales:
éregano y tomillo

Reposo de 30-45 min

Cortado de cuajada

Movimiento constante a temperatura
de 42 £ 2 °C por 10 minutos

Desuerado (30%)
Adicion de sal
Reposo de 30 min

{Almacenado por 12 horas }

Tiempo de Muestreo

Se tomaron medidas en el tiempo al dia 1, 11 y 21 para poder analizar como actuaban los
aceites esenciales durante la vida de anaquel del queso crema, la cual es de 21 dias y asi poder analizar
gue tanto reducian las cargas microbianas en el queso, si este era capaz de matar o solo inhibir para
ambas bacterias. Se realizaron tres controles, los cuales fueron queso sin aceite esencial e inoculado

con bacteria, este para evaluar la carga microbiana presente en el queso inoculado (Control Positivo),
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gueso solo con los aceites esenciales para asi determinar que no existe contaminacién en el producto
utilizado (Control Negativo 1), y queso sin ningln tipo de aditivo para verificar que no existio algun tipo
de contaminacién durante la preparacién del queso (Control Negativo Il).
Andlisis Microbioldgico de Staphylococcu Aureus

De cada tratamiento inoculado con S. aureus se tomaron muestras de 10 g que fueron
afiadidas a 90 mL de solucion buffer de fosfato, se homogenizé utilizando un masticador durante un
minuto para obtener la dilucidn 102. A partir de esto se realizaron diluciones seriadas de 10! hasta
107 Para determinacidn de S. aureus, se utilizé el medio de cultivo Baid-Parker con Yema de Huevo el
cual es un medio selectivo y de diferenciacién para el aislamiento y recuento de S. aureus a partir de
materiales tales como alimentos, este contiene fuentes de carbono y nitrégeno fundamentales para
el crecimiento, también contiene glicina, cloruro de litio y el telurito potasico que actian como
agentes selectivos y la yema de huevo que constituye el sustrato para determinar la produccién de
lecitinasa y la produccidn de lipasas. La técnica de siembra fue extendido en superficie, donde se
realizd una modificacion del método proporcionado por Tallent et al. (2019), en el que la muestra se
dividié en dos de 0.5 mL, sembrados en dos placas Petri con Baid-Parker mas Yema de Huevo. Las
placas fueron incubadas a 37 + 2 °C durante 24h. Las colonias caracteristicas de S. aureus adquieren
una tonalidad que va desde el gris oscuro hasta el negro, ya que provocan la disminucién del telurito.
Aguellas bacterias que tienen la capacidad de producir lecitinasa, descomponen la yema de huevo y

originan areas transparentes alrededor de las colonias respectivas.

Andlisis Microbioldgico de E. coli

De cada tratamiento inoculado con E. coli se tomaron muestras de 10 g, y que fueron anadidas
a 90 mL de solucién de fosfato, se homogenizd utilizando un masticador durante 1 min para asi
obtener la dilucidn 10, A partir de esto se realizaron diluciones seriadas de 10! hasta 107. Para la
identificacion de E. coli se utilizo el medio de cultivo Agar Bilis Rojo Violeta con Mug (ABRV-MUG); Este

medio contiene una combinacion de tejido animal digerido y extracto de levadura, que actian como
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fuentes de carbono, nitrégeno, vitaminas y otros nutrientes esenciales para el crecimiento de
microorganismos. Adicionalmente, el medio contiene MUG en 4-metilumbeliferona, que es una
molécula que emite fluorescencia cuando se expone a la luz ultravioleta para evaluar la actividad beta
-glucoronidasa caracteristica de E. coli. La técnica utilizada para la siembra de las muestras fue vertido
en placa de acuerdo con FDA (2020), fueron incubadas por 24 horas a 37 + 2 °C. Las colonias
caracteristicas se E. coli se observan como colonias color rosa a rojo, generalmente rodeadas por una
zona rojiza de bilis precipitada y exhiben halos fluorescentes azules cuando se examinan bajo luz

ultravioleta de onda larga.

Evaluacion de Aceites Esenciales In Vitro
Preparacion de la Cepa

Se utilizaron los cultivos de Escherichia coli ATCC 35219 y Staphylococcus aureus ATCC 29213,
los cuales estaban almacenados en una alicuota de —20°C, se tomo de una muestra de ambos cultivos,
los cuales fueron reactivados realizando una siembra de los microorganismos en el medio de cultivo
de Agar Cuenta Estandar, para lo cual se utilizd la técnica de estriado por superficie para verificar que
no exista contaminacion y obtener colonias aisladas, los cultivos fueron incubados por 24 horas a 37
+ 2 °C. Estos cultivos se llevaron a la concentracién de 0.5 en la escala de McFarland (American Society
For Microbiology, 2009).
Evaluacion de Sensibilidad

Se realizé un antibiograma mediante el método de difusidon por disco o Kirby-Bauer para
evaluar la capacidad inhibitoria de los aceites esenciales en ambas bacterias utilizando el método
proporcionado por American Society For Microbiology. Se efectué mediante diluciones de los aceites
esenciales tomando como concentracién inicial el agente activo que se encuentra en mayor
concentracién en cada aceite esencial, los aceites fueron llevados a las concentraciones definidas para

los tratamientos, adicionalmente se evalué cada aceite a la concentracion original del producto.
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Preparacion de Diluciones de Aceites Esenciales
Se realizd diluciones para cada aceite esencial utilizando la Ecuacidon 1 para lograr las
concentraciones similares a las planteadas en los quesos. Las concentraciones utilizadas se detallan

en el Cuadro 3.

Cuadro 3

Tratamientos aplicados en antibiograma.

Producto Agente activo Concentraciones (%)

Tomillo Timol 55
Tomillo Timol 0.5
Tomillo Timol 0.75
Tomillo Timol 0.25
Orégano Carvacrol 83
Orégano Carvacrol 0.25
Orégano Carvacrol 0.5
Orégano Carvacrol 1

Preparacion de Cepas para Siembra

De las cepas aisladas de Escherichia coli ATCC 35219 y Staphylococcus aureus ATCC 29213 se
seleccionaron colonias aisladas, a partir de cada cepa se prepard una dilucién en agua peptonada por
bacteria y se la llevd a una turbidez de 0.5 en escala McFarland.
Antibiograma

Para cada concentracién se sembré en un plato Petri con Agar Cuenta Estandar (ACE)
inoculado con cada una de las bacterias utilizando la técnica de siembra en césped o masiva. Posterior
a esto, con una micropipeta de 200 uL se colocd 10 uL de cada una de las concentraciones de aceites
esenciales previamente preparadas sobre discos estériles de papel filtro Whatman Grado 1. Estos
discos fueron colocados en el centro de os platos Petri sembrados con las bacterias. Los platos fueron
incubados por 12 h a una temperatura de 37 + 2 °C (Matuschek et al., 2014). Para su reporte, se mide
el didametro del halo de inhibicién alrededor del disco.

Ecuacion de dilucion = C1 X V1 =C2 X V2 [1]
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Disefio Experimental

El disefio experimental consistié en un Disefio Completamente al Azar para ambas etapas del
experimento. En queso con siete tratamientos (Cuadro 2) que comprendieron lo aceites esenciales de
tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Origanum vulgare) que se incorporaron en la formulacién del
gueso crema en tres concentraciones, mas el tratamiento testigo que no contiene aceite esencial. Se
evalud el efecto de los tratamientos a través del tiempo en los dias 1, 11 y 21 con una repeticién con
dos replicas con el fin de disminuir variabilidad experimental causada por la matriz.

Para la evaluacién de sensibilidad, se evalué cada aceite con el agente activo a distintas
concentraciones como se observa en el Cuadro 3. Resultando en un total de 8 tratamientos en los
cuales se diluye en compuesto activo en 3 concentraciones para cada aceite esencial (Cuadro 3) y 3
repeticiones por microorganismo.

Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico se realizo utilizando el Programa “Statistical Analysis System” (SAS®

version 9.4). Aplicando una significancia de 95% (P < 0.05) a tratamientos, dias y la interacciéon

tratamiento-dia. Se realizé un analisis de varianza con separacion de medias Duncan.
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Resultados y Discusion

Staphylococcus Aureus

Todos los tratamientos tuvieron una disminucidn de la carga microbiana respecto al testigo
en el dia 1. El inoculo partié con una concentracion inicial de 9 log UFC/g, para el dia 1 se observa una
disminucién de 2-3 log UFC/g. Como se observa en el Cuadro 4, se encontraron diferencia significativa
entre los tratamientos desde el dia 1 (P<0.05) en los que se puede observar que tomillo 0.75, orégano
0.25 y 0.5% tuvieron diferencia significativa respecto al resto de tratamientos. En el dia 11 se
presentan lo recuentos en los que destacan los tratamientos tomillo 0.5, 0.75 y 1%, y orégano 1%
como los mejores. Para el dia 21 el tratamiento 0.5 y 1% de tomillo junto con orégano al 1% no
presentaron diferencias significativas colocandose como los mejores tratamientos y, por otra parte,
el tratamiento de orégano al 0.25, 0.5% y testigo como los mas inefectivos. Ademas, se observa una
tendencia a incrementar densidad microbiana en los tratamientos de tomillo 0.75%, orégano 0.5 y
1%. Durante los 21 dias evaluados, los dias de mayor disminucién ocurre en el transcurso del dia 0 al
dia 11, a partir de ese dia se presenta una tendencia estacionaria y de incremento leve en ciertos

tratamientos.

Cuadro 4

Supervivencia de Staphylococcus aureus bajo la presencia de aceite esencial de tomillo y orégano, y

su testigo.
Tratamiento Media + D.E (Log UFC/g)

Dia1l Dia 11 Dia 21
Tomillo 0.5% 5.75+0.02 2° 5.30+0.122° 5.16+£0.10°
Tomillo 0.75% 5.65+0.13° 5.27+0.11°2° 5.48 +0.10°¢
Tomillo 1% 5.81+0.27°2° 5.21+0.11° 5.12+0.11°
Orégano 0.25% 6.33+0.11°¢ 5.79+0.11¢ 5.64+£0.19°¢
Orégano 0.5% 6.01+0.11° 5.48 +0.11°°¢ 561+0.13°¢
Orégano 1% 5.81+0.102° 5.24+0.10? 5.29+0.262P
Testigo 8.53+0.15¢ 5.67 £ 0.14 ¢ 5.67+0.16°¢
C.V (%) 2.50 2.23 3.05

Nota. Las medias con diferentes letras (abc) en la misma columna indican que hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamiento.

CV: Coeficiente de Variacion. D.E: Desviacion Estandar. UFC: unidades formadoras de colonia.
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Se observo que dado el corto periodo de tiempo que se le dio al Dia 1 los aceites presentaron
reducciones en las concentraciones de log UFC/g de S. aureus, a pesar de que algunos presentaron
similitudes en el recuento de S. aureus entre los tratamientos. Se puede observar como a medida que
iban pasando los dias la densidad microbiana comenzaba a reducirse como se puede observar en el
Dia 11, mientras que en el Dia 21 se puede observar como algunos no siguieron bajando, sino que
tendieron a subir ligeramente, pero nunca excediendo en comparacion al Dia 1. Podemos decir que el
mejor tratamiento para el control de Sthapylococcus aureus fue tomillo al 1%, 0.5% y orégano al 1%,
reduciendo 3.88, 3.84y 3.71 log UFC/g respectivamente al Dia 21, siendo Unicamente los ensayos con
aceite de tomillo que este efecto bactericida se mantiene en el tiempo. Esto es debido a las
concentraciones quimicas de timol y carvacrol que poseen el aceite genera una permeabilidad en la
membrana ocasionando una liberacién de contenido celular que posteriormente lleva a lisis celular
(Silva Rodriguez, 2021; Wijesundara et al., 2022).

A continuacidn, se presentan las Figuras 2 y 3 para representar la curva de letalidad durante

los dias evaluados.



Figura 2
Comportamiento de Staphylococcus aureus en presencia de aceite esencial de tomillo durante 21

dias.
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Figura 3
Comportamiento de Staphylococcus aureus en presencia de aceite esencial de orégano durante 21

dias.
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La pendiente de la curva representa la velocidad a la que las células mueren y se mide en

unidades formadoras de colonias (UFC) por unidad de tiempo. Es factible determinar un modelo
matematico que estime de manera mas precisa esta pendiente, asi como calcular las UFC en diferentes
momentos y concentraciones. Este modelo es una representacidon éptima de los datos recopilados y
permite comparar las diversas tasas de inactivacién que los antimicrobianos pueden tener. Ya se han
identificado pardametros cinéticos y modelos matematicos para describir cémo poblaciones
microbianas responden a antimicrobianos naturales en diferentes tipos de alimentos (Alvarez Badel

et al., 2022).
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Las curvas de letalidad microbiana siguen un descenso exponencial del Dia 0 al Dia 11, en el
gue se puede observar cdmo los aceites actian como bactericidas naturales ya que tomillo y orégano
poseen compuestos fendlicos, los cuales son timol y carvacrol, los cuales son poderosos
antimicrobianos, que pueden romper la membrana microbiana y acceder al interior de la célula, lo
que les permite interferir con los procesos metabdlicos vitales para los microorganismos, lo que
finalmente conduce a la eliminacion de las bacterias (Garay Montafez, 2015), del Dia 11 al 21 se puede
observar como empieza una linealidad y un pequefio aumento entre el logaritmo de los supervivientes
en relacidn con el tiempo de los tratamientos, tanto en orégano como en tomillo. En la curva se
observa tanto en los tratamientos como el testigo que comienzan en una misma concentraciéon y a
medida los dias van pasando la letalidad de los aceites hacen que la curva comience un descenso
exponencial, se puede observar como el testigo comenzé con 9 log UFC/g y llego a 5.75 log UFC/g,
esto se dio a la temperatura de almacenamiento a la que se tuvo el queso, ya que se mantuvo a
temperaturas de 4°C y S. aureus sobrevive hasta temperaturas de 7°C (Zendejas Manzo et al., 2014).
En el caso de las otras curvas de mortalidad la linealidad que presentan se debe a S. aureus comenzé
a sobrevivir, ya que estas bacterias son capaces de generar supervivencia cuando son expuestas a
ambientes hostiles provocados por antibiéticos (Cervantes Garcia et al., 2014). También nuestra
matriz alimenticia, en este caso el queso es capaz de proporcionar nutrientes como agua, proteinas y
aminodacidos, azucares (lactosa) y sal (Caycedo Lozano et al., 2021). Esto pudo generar que cierta
cantidad de bacteria resistiera a los aceites esenciales generando un pequefio aumentd en los logs

UFC/g o generando que la curva se mantuviera y no siguiera descendiendo.

Escherichia coli

En el Cuadro 5 se observan los conteos microbioldgicos de E. coli bajo cada uno de los
tratamientos no mostraron diferencias significativas (P<0.05) entre los dias evaluados. A pesar de
esto, si existe diferencia significativa entre tratamientos por dia. Por consiguiente, el indculo partié

con una concentracion aproximada de 6.5 a 7.5 log UFC/g, para el dia 1 el tratamiento de aceite
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esencial de tomillo al 0.5% se presenta como el que tuvo menor efecto inhibitorio pues tiene una
disminucién del 2.36 log UFC/g, mientras que los demas no posee diferencias significativas entre ellos.
A pesar de esto, para el Dia 11 los tratamientos menos efectivos fueron aceite esencial de tomillo al
0.5 %y 0.75% junto con el testigo siendo una reduccién de 3.83, 3.84 y 3.70 log UFC/g. Por otra parte,
tomillo al 1% y orégano al 0.5% y 1% se presentan como los mejores con reducciones en la densidad
microbioldgico 4.23, 3.97 y 4.14 respectivamente. Aunque, para el Dia 21 no existen diferencias
significativas entre los tratamientos resultando con una reduccidon de la carga microbiolégica
promedio de 4.19 log UFC/g.

Ademds, se puede apreciar que entre el Dia 1y 11 existe una disminucién promedio de 1.07
log UFC/g en comparacion al ocurrido entre los Dias 11 y 21 es de 0.24 log UFC/g. Es decir, que la

efectividad mds importante ocurre en los primeros dias

Cuadro 1

Sobrevivencia de Escherichia coli bajo la presencia de aceite esencial de tomillo y orégano, y su

testigo.
Tratamiento™s Media * D.E (Log UFC/g)
Dia 1 Dia 11 Dia 21
Tomillo 0.5% 5.14+0.12° 3.67+£0.11°¢ 3.39+£0.17°2
Tomillo 0.75% 4.71+0.742° 3.66+£0.17 ¢ 3.37+£0.13°2
Tomillo 1% 4.19+0.26° 3.27+£0.24°2 3.31+£0.16°
Orégano 0.25% 4.74 £0.102° 3.56+0.20°¢ 3.23+£0.18°
Orégano 0.5% 4.22+0.12° 3.53+0.132b¢ 3.24+0.12°
Orégano 1% 4.39+0.14° 3.36+0.12°2° 3.29+0.11°
Testigo 4.70+0.12 2" 3.80+£0.10¢ 3.36+£0.11°2
C.V (%) 6.97 4.05 4.50

Nota. Las medias con diferentes letras (abc) en la misma columna indican que hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamiento.
NS: No hubo diferencias significativas entre dias. CV: Coeficiente de Variacidn. D.E: Desviacion Estandar. UFC: unidades formadoras de

colonia.

El timol y el carvacrol son compuestos fendlicos que desempefian un papel preponderante en
la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de orégano y tomillo. El timol exhibe propiedades
inhibidoras contra diversas bacterias, incluyendo E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella

Typhimurium, asi como frente a levaduras como Saccharomyces cerevisiae (Carmo et al., 2008;
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Gaysinsky, 2007). Segun Friedman et al. (2002) la concentracidn requerida para conferir actividad
bactericida de algunas especias, como clavo, orégano, canela y otras, contra E. coli, oscild entre el
0.046% y el 0.14%; utilizando concentraciones menores que las aplicadas en este experimento pero
resultados favorables a pesar de esto. La razén de esto podria estar dada a que las dosis utilizadas en
alimentos son dependientes de la complejidad de la matriz, sus componentes y propiedades
intrinsecas, y el microorganismo a tratar. Asi como del impacto organoléptico y toxicolégico a medida
se aumenta la cantidad aplicada (Viuda-Martos et al., 2008). Por ejemplo, los aceites esenciales de
tomillo y orégano, cuando se utilizaron en concentraciones del 0.1% al 0.3%, demostraron ser
efectivos en la preservacion de productos cdrnicos sumergidos en ellos y combinados con envasado
en atmésfera modificada (Karabagias et al., 2011). Otro ejemplo es el estudio realizado por Cava et al.
en el 2007, en donde establece que la cantidad minima bactericida (CMB) de aceite esencial de canela
(hoja y corteza) y clavo de olor varia entre 0.3% a 1.1% segun la parte de la planta aplicado a leche
semidescremada en la sobrevivencia de Listeria monocytogenes.

Ademas, se debe considerar la procedencia de las plantas ya que los compuestos quimicos
obtenidos de estos y sus concentraciones puede variar dependiendo de diversos factores fenotipicos
y genotipicos, asi como ambientales y, por ende, afecta la efectividad como bactericida o
bacteriostatico (Acero Godoy et al., 2019). Otro factor a considerar es la temperatura, Caycedo Lozano
et al. (2021) menciona que la temperatura éptima de crecimiento de la E. coli es de 37 °C, que es la
temperatura del intestino, donde se encuentra normalmente. El autor también declara que es capaz
de sobrevivir en rangos entre 10 y 50 °C, aunque por debajo y encima de estos rangos su crecimiento
disminuye o se inhibe.

En las Figuras 4 y 5 se observa que del dia 11 al dia 21 se puede observar como en la curva de
muerte comienza a haber una linealidad, la cual no sigue descendiendo, sino manteniéndose, esto se
puede deber a varios factores, ya que las bacterias gramnegativas son capaces de producir una

combinaciéon de mecanismos de resistencia, algunos de forma natural y otros de forma adquirida, con
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la finalidad de resistir una amplia gama de antibidticos, es muy probable que E. coli, para asegurar su
supervivencia hacia los aceites comenzara a disminuir la permeabilidad del antibidtico a través de la
membrana externa, ya que poseen porinas, que son canales proteicos en su membrana externa, las
cuales se encargan de transportar moléculas hidrofilicas desde el medio externo al espacio
periplasmatico, la bacteria una vez que capta las moléculas en el espacio periplasmatico cierra porinas
y comienza a producir una enzima B-lactamasas tipo ampC la cual es la que confiere la resistencia a el
grupo de antibidticos y se encarga de hidrolizar el antibidtico y asi registrar la resistencia (Suarez et
al., 2006). También es muy probable que E. coli haya producido biofilm, es una poblacién de células,
las cuales se unen a una superficie en vueltas en una matriz de exopolisacaridos, lo cual usan para
protegerse de antibidticos, esto con la finalidad de aumentar la resistencia de los antimicrobianos
creando varias defensas como es la inactivacion de los antimicrobianos por polimeros extracelulares
o modificacién enzimaticas y modificaciones bacterianas para crear genes resistentes en las bacterias
gue estan dentro del biofilm (Mendoza y Bac Esp., 2004). De esta forma, E. coli pudo mantenerse en
un estado de latencia, en el cual la curva no seguia descendiendo, si no que se mantenia de forma

lineal.



Figura 4

Comportamiento de Escherichia coli en presencia de aceite esencial de tomillo durante 21 dias.
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Evaluacion de Sensibilidad

En el Cuadro 6 se representan los resultados del antibiograma. El analisis muestra una
inhibicién mas efectiva para Staphylococcus aureus de manera general, siendo el mejor el aceite sin
diluir de tomillo (55%), seguido de el de orégano (83%), lo que demuestra la efectividad de los aceites
esenciales frente a S. aureus. Por ultimo, los tratamientos aplicados a la matriz lactea no presentan
diferencias significativas entre ellos, sin embargo, se observa una tendencia a aumentar el halo de
inhibicion conforme aumenta la concentracién de componente activo.

Por otra parte, en E. coli el aceite esencial de tomillo sin diluir (55%) resulta como el mejor
tratamiento seguido de orégano sin diluir (83%) con un halo de inhibicion 54 y 47 mm
respectivamente. En cuanto a los tratamientos aplicados a la matriz lactea se observa que no existen
diferencias significativas entre ellos a excepcion de orégano al 0.25% en la cual su halo de inhibicion

fue nulo.

Cuadro 2

Antibiograma por método Kirby-Bauer evaluando aceite esencial de tomillo y orégano.

Tratamiento Media + D.E (mm)

S. aureus E. coli
Tomillo 55% 80+5.51° 54+7.00°%
Tomillo 0.5% 8+2.08°¢ 6+2.00¢d
Tomillo 0.75% 8+1.53°¢ 6+3.06 ¢
Tomillo 1% 11+0.58°¢ 9+0.58°¢
Orégano 83% 65+5.03° 47 £3.79°
Orégano 0.25% 9+0.58¢ 00 +0.00 ¢
Orégano 0.5% 10+1.00°¢ 6+2.65°d
Orégano 1% 13+0.58°¢ 9+1.00¢
CV (%) 11.71 19.96

Nota. Las medias con diferentes letras (abc) en la misma columna indican que hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamiento.
CV: Coeficiente de Variacion. D.E: Desviacion Estandar. UFC: unidades formadoras de colonia.

De manera general, S. aureus presenta una mayor sensibilidad a los aceites esenciales en

comparacién a E. coli. Por lo que, considerando que S. aureos es una grampositiva y E. coli es una
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gramnegativa, Delaquis en 2002 reporta que la efectividad de los aceites esenciales disminuye en las
bacterias gramnegativas en comparacion a grampositivas. Esto es confirmado por Oyieng Angienda et
al. en el 2010 donde menciona que la susceptibilidad esta relacionada a la estructura de la membrana
celular, las gram negativas poseen una estructura mas compleja compuesta por dos capas que la
protegen y dan rigidez; mientras que la grampositiva no posee una capa externa lo que confiere a
dichas estructuras mayor vulnerabilidad a los compuesto fenélicos de los aceites esenciales. El autor
también hace referencia a que los componentes de la grampositiva al ser hidrofébicos poseen afinidad
por las grasas, lo que les permite distribuirse a través de los lipidos de la membrana celular y
mitocondrias alterando su estructura aumentando susceptibilidad.

Una posible razén de la resistencia de la E. coli es debido a que las bacterias gramnegativas
poseen un sistema de eflujo capaz de expulsar compuestos téxicos, incluyendo antibidticos y
productos quimicos fuera de la célula a través de un sistema de transporte de eflujo, siendo uno de
estos Resistant-Nodulation-Division (RND), que se reporta como el cominmente encontrado en esta
bacteria (Poole, 2004, 2007). Ademads, cabe mencionar que las gramnegativa son naturalmente mas
resistentes que las grampositivas como resultado de su membrana externa que le proporciona
impermeabilidad y su funcién como primera barrera de proteccién; también de otras caracteristicas
como la modificacién o destruccidon enzimatica, y mutaciones (Poole, 2002).

Segun Gonzalez et al. (2021), el aceite esencial de tomillo tiene un mayor efecto en la
inhibicidon de E. coli a medida se aumenta su concentracién, obteniendo una mayor efectividad en
aquellos donde la concentracion es alta en comparacién al resto de tratamientos. Esto es confirmado
por Mollea et al. en su estudio realizado en el 2022, en donde evalula la efectividad de aceite esencial
de tomillo y orégano sobre una bacteria grampositiva y gramnegativa. El autor reporta un
comportamiento similar en donde tomillo tiene un poder inhibitorio mayor en comparacién a orégano
en ambos microorganismos; y la bacteria gram negativa tiene un diametro de inhibicion menor que la

gram positiva.
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Respecto a la concentracion de 0.25% de orégano, su resultado como el peor de los
tratamientos y el cual no presenta inhibicidon alguna en E. coli pero si en S. aureus podria estar

|ll

relacionado a el “umbral de efecto de los aceites esenciales”, es decir, que si la concentracidn esta por
debajo del valor necesario, permitird el crecimiento bacteriano; ademas, de la resistencia que
presentan las bacterias gramnegativas (Saranraj y Durga Devi, 2017). Ademads, considerando lo
anteriormente menciondo por el autor, podria explicar el comportamiento observado en los
resultados de S. aureus en los cuales se observan que algunos tratamientos empiezan a tener un ligero
aumento en su carga microbiana.

Cabe mencionar que la variacion entre estudios de sensibilidad utilizando aceites esenciales
puede variar en cuanto a su zona de inhibiciéon principalmente por dos factores: de la difusion

uniforme de la sustancia en el medio como de la liberacién de vapores sobre las bacterias analizadas

(Friedman et al., 2002).
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Conclusiones

Los aceites esenciales de orégano y tomillo mostraron propiedades antimicrobianas en contra
de Staphylococcus aureus dificultando el establecimiento de la bacteria en la matriz lactea.

Los tratamientos aplicados a Escherichia coli no mostraron diferencias significativas entre
tratamientos al final del experimento y lo que podria estar relacionado con los mecanismos de
resistencia a antimicrobianos que presentan las bacterias gramnegativas.

El mejor tratamiento en el queso fue tomillo al 1%, ya que este fue el que presento un mayor
rango de inhibiciéon para ambas bacterias.

Los aceites esenciales de tomillo y orégano presentaron propiedades antimicrobianas sobre
Escherichia coli y Staphylococcus aureus presentando mayor susceptibilidad las bacterias
grampositivas en el estudio in vitro.

El aceite esencial de tomillo presentd un mayor poder inhibitorio en comparacién a orégano

para tanto para E. coli como para S. aureus, en el estudio in vitro.
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Recomendaciones

Se recomienda llevar a cabo analisis sensoriales exhaustivos para evaluar la aceptacién de
las personas en relacién con el sabor y aroma de los aceites esenciales.

Analizar el efecto de los aceites esenciales sobre otros patdgenos de interés alimentario
incidentes en productos lacteos, como es el caso de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes.

Evaluar el efecto de los aceites esenciales sobre otras matrices alimenticias, para asi
observar su comportamientos y actividad antimicrobiana en alimentos como carne a través del
tiempo.

Se recomienda realizar andlisis quimicos con el propdsito de cuantificar la cantidad de

compuestos activos en la matriz lactea.
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