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Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las
hojas de Laurus nobilis y Thymus vulgaris
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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto antimicrobiano de las hojas deshidratadas de Laurus nobilis(laurel) y Thymus
vulgaris (tomillo), como conservantes naturales, para ser implementado en lareducciondela carga microbiana de alimentos de alto
consumo, como losquesos frescos artesanales, entre otros alimentos.Las hojas frescas de laurel y tomillo fueron recolectadas al
azar, debidamente procesadas, desinfectadas, secadas por arrastre de vapor a 45°C por 14 horas y fraccionadas en un mortero para
la obtenci6én de un extracto crudo en polvo. La determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) se llevé a cabo a partir
de la preparacion de varias concentraciones del extracto crudo, en polvo, de las plantas en estudio, a través de la técnica de difusién
en agar. Estas se probaron frente a la cepa Staphyloccocusaureus mediante la colocacién de discos de papel filtro impregnado de
las soluciones antimicrobianas en una caja petri con agar y con indculo bacteriano estriado en la superficie.Se pudo concluir que a
concentraciones 175y 200 mg/ml de laurel y 125, 175 y 200 mg/ml de tomillo, habia presencia de un halo inhibitorio, lo cual cons-
tituye una fuente prometedora de extractos antimicrobianos, para el control de Staphyloccocus aureus, contaminante frecuente
de los alimentos.
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Evaluation of the antimicrobial capacity of the
leaves of Laurus nobilis and Thymus vulgaris

Abstract

The objective of this research was to evaluate the antimicrobial effect of dehydrated leaves of Laurus nobilis (laurel) and Thymus
vulgaris (thyme), as natural preservatives, to be implemented in reducing the microbial load of high consumption foods, such as
the case of artisanal fresh cheese, among other foods. The fresh leaves of laurel and thyme were collected at random, duly processed,
disinfected, steam-dried at 45 ° C for 14 hours and crushed in a mortar to obtain a crude powder extract. The determination of the
minimum inhibitory concentration (MIC) was carried out from the preparation of several concentrations of the crude powder extract,
through the diffusion technique in agar. These were tested against Staphylococcus aureus strain by the placement of filter paper disks
impregnated with the antimicrobial solutions in a Petri dish with agar and bacterial inoculum on the surface. It was concluded that
at concentrations of 175 and 200 mg /ml of laurel and 125, 175 and 200 mg /ml of thyme there was an inhibitory zone, which is a
promising source of antimicrobial extracts for the control of S. aureus, a frequent food contaminant.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos
suponen una importante carga para la salud, millones
de personas mueren por el consumo de alimentos
contaminados (Alerte et al, 2012). La utilizacién de
extractos de plantas en la inhibicién de microorganismos
patégenos o deteriorativos de los alimentos, en los
altimos afios ha despertado gran interés en la comunidad
cientifica, para desarrollar su implementaciéon en la
industria, como es el caso de los productos lacteos. Segtin
Generoso et al, 2010 las hierbas y especias fueron usadas
para realzar el flavor de los alimentos(Khalid, 2014), sin
embargo, actualmente se conoce que presentan ademas
beneficios antioxidantes y capacidades antimicrobianas
(Azuero et al, 2016).

La produccion de derivados lacteos es uno de los
sectores més influyentes en la generacién de empleo
agricola y en la economia ecuatoriana, especialmente en
la zona interandina. El consumo de queso fresco es muy
dinamico, ademas, constituye una fuente importante de
proteinas, grasas, vitaminas y minerales. De acuerdo con
las investigaciones publicadas en la revista Pulso Ecuador
(2010), 92.8% de los hogares urbanos de las principales
15 ciudades consumen regularmente este producto.

Segtin el INEC (2012) solo el 5 % de produccién de
leche nacional es para el queso industrializado, mientras
que el 25 % es para la produccién artesanal.

En los estudios realizados en 2007 y 2008 por el
Centro de Transferencia de Tecnologia e Investigacion
Agroindustrial (CETTIA) de la Universidad Técnica
Particular de Loja, se analizaron 42 muestras de queso,
dando como resultado que 83.3% de las muestras
estuvieron contaminadas con E. coli, en el segundo
estudio se analizaron 120 muestras, de las cuales el 65.8%
presentd contaminacion por Staphylococcusaureus.

Los productos lacteos en general y especialmente los
quesos frescos artesanales, estan asociados con brotes
de intoxicaciones alimentarias por una inadecuada
pasteurizaciéon y deficiencias en su manipulacién, en
los distintos eslabones de la cadena de produccion, cabe
destacar que es el S. aureus es uno de los principales
patégeno y microrganismo deteriorativos en los
alimentos. (Le Loir et al, 2003; Tarekgne et al, 2015).

Las enfermedades generadas por
contaminados son de considerable importancia, por
tal razoén, la industria de alimentos implementa el uso
de sustancias quimicas (benzoatos, Sorbato, nitratos
hipoclorito de sodio, entre otros) o bioquimicas como

alimentos

las bactericinas y la Natamicina, para reducir o inhibir la
presencia de microrganismos patogenos y deteriorativos
de los alimentos (Beristain et al. 2012, Ollé et al, 2014).

Sin embargo, segin Somasundram et al (2016),
existe una tendencia mundial tanto en los paises
desarrollados como en los paises, en vias de desarrollo,
hacia el consumo de alimentos organicos, mas naturales
o con menor presencia de aditivos quimicos. En tal
sentido el uso de extractos de plantas con capacidad
de inhibir dafios microbianos en los alimentos cada
vez es mayor, debido a que una gran parte de los
consumidores consideran un riesgo para su salud el uso
indiscriminado de conservantes o aditivos quimicos,
usados normalmente en la producciéon de alimentos
(Sharma, 2015).

En tal caso, Millezi1 et al. (2012),0Ouibrahim et al
(2013) y Morales (2015), estudiaron las propiedades
antibacterianas que poseen los aceites esenciales de laurel
y tomillo. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto del laurel y el tomillo en varias concentraciones, en
el control de microorganismospatogenos odeteriorativos
de los alimentos, especificamente S. aureus, con vistas a
suposible uso como conservante de alimentos.

II. DESARROLLO

1. Metodologia

Obtencion de las muestras: los ejemplares de las
especies vegetales Laurus nobilis (laurel) y Thymus
vulgaris (tomillo) fueron recolectados del Mercado
Mayorista de la ciudad de Riobamba (Provincia de
Chimborazo), Ecuador; siendo procesados en el
laboratorio, sinalmacenamiento previo.

Tratamiento de las muestras: de cada planta
se utilizaron solo las hojas, éstas se lavaron con agua
corriente, agua potable y por tultimo hipoclorito de
sodio al 2%,fueron escurridas y reposadas en papel de
empaque para absorber el exceso de agua. Para el proceso
de secado se esterilizo el equipoy las bandejas, se llevaron
las hojas de laurel y tomillo al equipo de deshidratacién
(MEMMERT; Germani)a una temperatura de 45 °C por
14 horas. Los materiales deshidratados fueron triturados
en un mortero y se colocaron recipientes estériles, cada
uno por separado.

Cepa bacteriana: la cepa utilizada fue
Staphylococcus aureus, perteneciente a la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo (ATCC 25923) y donada
por el INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias).La cepa bacteriana fue reanimada en
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medio Baird Parker (BP)yIncubar a 35 °C durante 24
horas.

Actividad antimicrobiana: parala determinaciéon
de la actividad antibacteriana se aplico la técnica de
difusiéon en agar, segin el método de kirby-Bauer
descrito por Baur et al. (1966)y Pierce y Dennis (2010).
Minima
Inhibitoria(CMI) para la cepa S. aureus, a partir de la
diluci6n de varias concentraciones de laurel y tomillo en
agua destilada estéril, en concentraciones de o, 25, 50,
75, 100, 125, 150, 175,200 mg/ml, respectivamente a
45°C por 20 horas. Se impregnd discos estériles depapel
de filtro Whatman N° 3 de 3 mmde didmetrocon
10 pl, de una soluciéon preparada (equivalente a las
concentraciones antes mencionadas) delos extractos a
analizar.

Se tomo6 una asa bacteriologica con la cual se obtuvo
una muestra de S. aureus y se suspendi6 en un tubo de

Se determindé la  Concentracién

ensayo con 5 ml de suero fisiologico estéril, hasta alcanzar
una turbidez similar a la descrita por la metodologia de
comparacion con un estandar de turbidez 0,5 McFarland.
La suspension bacteriana fue incorporada al medio de
cultivo, mediante método de estriaciéon con un hisopo
estéril, con el cual se cubri6 toda la superficie del medio.

Los discos diferentes
concentraciones de laurel y tomillo, se colocarondentro
de las cajas de Petri en el medio de cultivo inoculado con
S. aureus, luego los mediosfueron preincubados a 5°C
durante 12 horas, parapermitir la difusion del extracto, y
luego, se incubaron a 35°C durante 24 horas.

Los anlisis del efecto antimicrobiano delos extractos,
se realizaron por triplicado para cada una de las especies
vegetales estudiadas y en las diferentes concentraciones.
Para establecer los diferentes grados de inhibicion del
crecimiento bacteriano, se consideraronlos rangos de
los didmetros de inhibicion, comolos sugieren Rios et al
(20009).

impregnados con las

2. Resultados y discusién

Actividad antimicrobiana: en la Figura 1 se puede
observar la presencia de un area proximaal papel
de filtro, de forma ligeramente circular, donde no
hubo crecimiento de S. aureus. En tal caso, cuando el
diametro del papel de filtro impregnado con la solucion
antimicrobiana extraida de las plantas enestudio,
presenta dicho borde, sin crecimiento microbiano, se
considera que la sustancia en estudio tiene propiedades
antimicrobianas segn Pierce y Dennis (2010).
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Figura 1. Presencia de halo inhibitorio luego de 24 de
incubacion.

El Laurus nobilis, como se muestra en la Tabla
1, presenta un halo inhibitorio, en concentraciones
de 175 y 200 mg/ml, lo cual coincide por lo
reportado por Ouibrahim et al.(2013), en el
cual esta plantatenia efecto inhibitorio en el
crecimiento de varias bacterias patogenas gran
positivas y gran negativas, incluyendo la misma
cepa de este estudio (S. aureus ATCC 25923). Sin
embargo, la formacion del halo reportado por este
investigador es superior a los 4 mm. Asi mismo,
Millezi (2012) y Ghadiri (2014), reportaron la
actividad antimicrobiana que tenia Laurus nobilis.

Tabla 1. Actividad

antimicrobiana del
Laurus nobilis

Diametro del halo
inhibitorio (mm)

R1 R2 R3
0 (OO NG|
25 (OO NG
50 G 60 06
75 (OO NENG!
100 OO N
125 (OO NENG!
175 H O O
200 +2) (+2) (+2)

Laurel
(mg/ml)

R=repeticiones, (-)=no se observa halo
inhibitorio, (+)=halo inhibitorio de 3,5 mm,
(++)=halo inhibitorio de 4mm.
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El Thymus vulgaris, tal como se puede evidenciar
en la Tabla 2, exhibe propiedades antibacterianas
a concentraciones de 150, 175 y 200 mg/ml, en tal
caso, Millezi et al (2012), reportaron la capacidad
antimicrobiana que exhibia el Thymus vulgaris,
en la cepa S. aureus (ATCC 25923), entre otras
cepas en estudio,el mismo demostr6 que a partir de
concentraciones de 5 mg/ml se observaba la presencia
deunhalo inhibitorio. Nadiay Rachid (2013) estudiaron
el efecto del tomillo como antioxidante y antibacteriano
para el control de bacterias patégenas como E. coliy S.
aureus (ATCC 25923), este tltimo reporto la presencia
de halo inhibitorio superior a 15 mm.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana del
Thymus vulgaris.

Diametro del halo

Tomillo inhibitorio (mm)
(mg/ml)

R1 R2 R3
0 Q) ) )
25 Q) ) )
50 ) ) )
75 O] ) )
100 ) ) )
125 ) () )
175 (+2) (+2) (+2)
200 (+3) (+3) (+3)

Segtin la metodologia para establecer los criterio
de la determinaci6on de las dosis de concentracion
minimas inhibitorias (CMI), establecidas por Rios
et al (2009), ademés, de todas la metodologias
descritas por las investigaciones mencionadas
anteriormente,en funcién de extractos
antimicrobianos, vale la pena destacar que todos
realizaron previamente la extraccion con solventes
organicos del principio activo de las diferentes
plantas en estudios incluyendo Laurus nobilis
y Thymus vulgaris, por tal razbon, esto pudiera
justificar hipotéticamente, que las dosis de la CMI
de las investigaciones anteriores no coincidan con
las expuestas en esta investigacion.

III. CONCLUSIONES

Las especies de plantas vegetales estudiadas en
esta investigacion (Laurus nobilis y Thymus
vulgaris), muestran una interesante actividad

antimicrobiana sobre la cepa de S. aureus.

Siendo esta cepa, un patégeno toxico-infeccioso,
distribuido ampliamente en diferentes ambientes
y presente en muchos alimentos, por deficiencias
en su manipulacion y tratamiento térmico
inadecuado, la implementacién de los extractos
purificados (aceites esenciales) de estas plantas,
representa una alternativa viable para la inhibici6n
o reduccién de microrganismos patogenos, en la
elaboracién de alimentos.
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