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Resumen

Se evaluo el efecto de la utilizacion de las hojas de tomillo (Thymus vulgaris)
en el desarrollo de Stafilococus aureus, microorganismo que estd asociado con
brotes de intoxicaciones alimentarias y que cominmente se encuentra presente
en queso fresco de tipo artesanal. Para ello se elabor6 queso inoculando cepas de
S. aureus ATCC 25923 previamente suspendida con una turbidez equivalente a
la escala 0.5 de McFarland y se evalu6 a través de un disefio completamente al
azar con 3 repeticiones, donde los factores en estudio fueron 2 tipos de procesos
(1) en hojas incorporadas en el queso, (2) en infusion en el agua de salado y 4
concentraciones (0, 1, 0,75 y 0,5%). Se determinaron las unidades formadores
de colonias siguiendo la metodologia oficial APHA en los dias 1, 8, 15,y 30
después de su produccion. Como resultado se obtuvo una reduccion significativa
de la carga microbiana en las placas experimentales (1 y 0,75% con tomillo) en
comparacion con las placas de control (0%) en el proceso 1, mientras que existio
reduccion para todas las concentraciones ensayadas cuando se adiciond el tomi-
llo en infusion durante el salado del queso. Se concluye que a mayor concentra-
cioén de Tomillo mayor el efecto inhibitorio sobre S.aureus y que podria utilizar-
se en la conservacion de alimentos como principales compuestos antimicrobia-
nos naturales a fin de asegurar la produccion de alimentos microbiologicamente
estable.
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Summary

The effect of the use of the thyme Thymus vulgaris leaves in the development
of. Staphylococcus aureus, a microorganism that is associated with outbreaks of
food poisoning and which is commonly present in fresh cheese of the artisanal
type, for this purpose, cheese was prepared by inoculating strains of S. aureus
ATCC 25923 previously suspended with a turbidity equivalent to the scale of
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0.5 McFarland, and was evaluated through a completely randomized design with
3 replicates, where the factors under study were 2 types of processes (1) in sheets
incorporated in cheese, (2) in infusion in salty water and 4 Concentrations (0, 1,
075 and 0.5%). Colony forming units were determined following the official
APHA methodology on days 1, 8, 15, and 30 after their production. As a result,
a significant reduction of the microbial load in the experimental plates (1 and
075% with thyme) was obtained in comparison to the control plates (0%) in
process 1, whereas there was reduction for all the concentrations tested when
added the infused thyme during the salting of the cheese. Concluding that at
greater concentration of Thyme greater inhibitory effect on S. aureus and could
be used in the preservation of food as the main natural antimicrobial compounds

in order to ensure the production of microbiologically stable food.
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Introduccion

El queso fresco es uno de los
alimentos de mayor produccién y
consumo, que mayoritariamente se
produce en forma artesanal, con el
empleo en muchas ocasiones de leche
sin pasteurizar, con procesos no tecni-
ficados (Cervantes, Villegas, Vargas,
& Ortega, 2006), con deficiencia en el
proceso, manipulacion, conservacion,
transporte y distribucion o comerciali-
zacion (Pefia, 2013), esto trae como
consecuencia que estos productos
sean altamente perecederos y su
consumo constituya un riesgo poten-

cial para la salud (Diaz-Rivero, 2001).

Por otra parte estudios realizados
en Ecuador sobre el perfil microbiold-
gico del queso fresco concluyeron que
la carga microbiana (bacterias aero-
bias mesofilas, Staphylococcus
aereus, coliformes totales Escheri-
chia coli) presentes en éstos, exceden
los limites permitidos por la norma

NTE- INEN 1528-2012 (Castillo,
2013; Haro, 2016; Gomez 2017).
También se ha senalado que cargas
superiores a 105 UFC/g en los alimen-
tos de Stafilococus puede contener
enterotoxinas que son los responsa-
bles de intoxicacion alimentaria (Din-
ges, 2000). Debido al alto riesgo que
presenta la contaminacion microbiana
en alimentos se han desarrollado dife-
rentes métodos de conservacién incli-
nandose en la actualidad a la utiliza-
cion de productos naturales. En este
sentido, han sido ampliamente estu-
diados y demostrados que los aceites
esenciales y los extractos de cerca de
80 productos de origen vegetal como
plantas medicinales y condimentos
que contienen altos niveles de antimi-
crobianos con uso potencial en
alimento (Nychas et al., 2003), algu-
nas plantas que han sido estudiadas y
han demostrado ser potenciales
antibacterianos  son ajo, cebolla,
romero, cilantro, perejil, orégano,
mostaza, tomillo y laurel entre otros
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(Ismaiel y Pierson, 1990).

El Thymus vulgaris (Tomillo) es un
subarbusto de la familia Lamiaceae,
rica en aceite esencial, cuyo principal
componente es el timol (Sartoratto et
al., 2004 ; Falcone et al.,2007), com-
puesto responsable de la actividad
antimicrobiana  que actiia contra
ciertos microrganismos de interés en
alimentos como son: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Proteus vulgaris, Vibrio spp,
Listeria monocytogenes y Propioni-
bacterium  acnes  (Mohsenzadeh,
2007; Snoussi et al., 2008), el meca-
nismos de accion consiste en cambiar
la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica provocando la salida
del material intracelular lo que provo-
ca la muerte de los microorganismos
(Garcia-Garcia 'y  Palou-Garcia,
2008).

Con lo expuesto, el objetivo de este
trabajo fue determinar el potencial
antimicrobiano de las hojas deshidra-
tadas de tomillo, como conservantes
naturales, con el fin reducir la carga
microbiana  del  Staphylococcus
aureus, en el queso fresco como
garantia de inocuidad y prolongacion
de la conservacion en anaquel.

Materiales y Métodos

Este estudio fue desarrollado en el
laboratorio de Procesos y de Control
de Calidad de Alimentos de la Univer-
sidad Nacional de Chimborazo del
canton Riobamba, Provincia de Chim-
borazo, Ecuador.

Disefio experimental.

Se utiliz6 un disefio experimental
completamente al azar en dos proce-
sos con tres repeticiones: Para el
primer proceso se utilizd hojas de
tomillo deshidratadas adicionadas
directamente en el queso y para el
segundo procesos se utilizd una infu-
sion de las hojas durante el salado.
Para cada proceso se trataron 48
unidades experimentales, que consis-
tieron en la utilizacion del tomillo en 4
dosificaciones: 0% (muestra control);
1%; 0,75% y 0,5% analizados en 4
tiempos: a los 1, 8, 15 y 30 dias
después de la produccion

Procedimientos

Tomillo: Se seleccionaron las
hojas frescas que fueron lavadas en
agua potable, desinfectadas con hipo-
clorito de sodio al 2% y secadas a una
temperatura de 45°C durante 14 horas
en un secador de bandejas con recircu-
lacion de aire caliente, luego fueron
pulverizadas hasta un tamano de parti-
cula adecuado para la extraccion.

Inoculo bacteriano: El procedi-
miento aplicado fue el descrito por
Sacsaquispe y Velasquez (2002). El
indculo fue preparado usando método
directo de inoculacion a partir de colo-
nias aisladas, para lo cual con un asa
bacteriologica se tomaron muestras de
Staphylococcus aureus ATCC 25923
y se suspendieron en un tubo de
ensayo con 4.5 ml de suero fisiologico
estéril hasta alcanzar una turbidez
similar al tubo 0.5 de la escala de Mc
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Farland, equivalente a una suspen-
sion bacteriana de 1,5 x 108 UFC/ml.
El estandar de turbidez se prepard
agregado 0,5 ml de una solucion de
BaCl2.2H20 al 1,175% P/V a 99,5
mL de una solucién de H2SO4 0,18
M en constante movimiento para
mantener la suspension, la densidad
correcta del estandar se verifico
usando un espectrofotometro
Shimadshu, UV-1700, cuya absor-
bancia a 625 nm fue de 0,09.

Queso fresco: El procedimiento
implico las siguientes operaciones
para el proceso 1: pasteurizacion de
la leche a 70 °C por 10 minutos,
enfriamiento rapido hasta alcanzar
40 °C, adicion del 0.02% de cloruro
de calcio, acondicionamiento de la
leche a 36°C y adicion de 1 ml del
in6culo bacteriano por litro de leche.
Seguidamente, a una temperatura de
35°C, se adiciono6 cuajo liquido y se
dejo en reposo durante 30 minutos
después se realizo el corte longitu-
dinal y transversal de la cuajada,
batido suave y reposo durante 15
minutos. Con la ayuda de una malla
plastica estéril se elimina el suero, se
realizé un lavado con agua pasteuri-
zada, se ejecuto el segundo desuera-
do seguido por adicion de 6 gramos
de sal por litro de leche. Se adicion6
hojas deshidratadas al 0 % (control),
0.5, 0.75 y 1% de concentracion, se
procedio al moldeado, enmallado,
prensado por 3 horas y finalmente
los quesos se sumergieron por 2
horas en una solucion al 20% de sal
en agua. Las muestras se sellaron al
vacio y se almacenaron a 4°C.

Para el proceso 2 se realizaron los
pasos descritos anteriormente hasta
adicion de 6 gramos de sal por litro de
leche. Se continud con el moldeado,
enmallado y prensado por 3 horas.
Los quesos se sumergieron por 2
horas en una solucion al 20% de sal en
agua (control) y otros se sumergieron
por 2 horas en una solucion al 20% de
sal preparadas con infusion de las
hojas de laurel al 0.5, 0.75 y 1% de
concentracion. Las muestras se sella-
ron al vacio y se almacenaron a 4°C

Pruebas microbiolégicas: En los
tiempos 1, 8, 15 y 30 dias después de
la produccion se determind Staphylo-
coccus aureus segun procedimientos
de la APHA (Vanderzant y. Splittsto-
esser, 1992), por duplicado. Cada
unidad experimental se triturd, cuar-
ted y se tomo una muestra 10 gramos
que se homogeneizd con 90 ml de
agua peptonada al 0.1 %, a partir de la
cual se prepararon diluciones y se
sembraron a profundidad en Agar
Baird Parker y se incub6 por 24 horas
a35°C.

Analisis estadistico.

Se realizdé un analisis de varianza
(ANOVA, p <0.05). Para ver diferen-
cias entre las medias de los tratamien-
tos, se llevo a cabo la prueba de Tukey
utilizando el programa estadistico
Minitab 17.

Resultados y Discusion
En la figura 2 se muestra el queso

fresco elaborado con las hojas secas
de tomillo al 1%, el mismo que
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presentd una superficie de color
blanco crema, con una débil brillan-
tes, consistencia firme, ligeramente
salado con puntos negruzcos aislados

por la presencia de las hojas de tomi-
llo los mismos que no afectaron en su
sabor ni en el olor.

Figura 2: Queso fresco fabricado con hojas de tomillo secas al 1%.

Fuente: Elaboracion propia.

Morales (2015) analiz6 el efecto
antimicrobiano del aceite esencial del
Tomillo sobre la contaminacion de
Listeria monocytogenes en queso
Ricotta y concluyd que las propieda-
des organolépticas del queso tratado
con aceites esenciales de tomillo a
concentraciones menores de 1,6% no
afecta de manera significativa los
aspectos sensoriales del queso.

En la figura 3 se representa el com-
portamiento de las bacterias durante el
almacenamiento, se observo que, en la

muestra control el crecimiento del S
aureus incrementa con el tiempo,
mientras que los quesos que contenian
1% y 0,75% de tomillo existe una
eliminacion significativa del ntimero
de colonias desde el dia 0 y tendiendo
a una disminucion progresiva con el
tiempo de almacenamiento; los resul-
tados de la determinacion de S aureus
en los quesos con contenido de tomi-
llo del 0,5% muestran que desde el dia
1 hasta el dia 8 las colonias crecen, sin
embargo a partir de este dia existe una
disminucion de las unidades formado-
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ras de colonias en la placa. En general,
la adicion de tomillo como ingrediente
en la produccion del queso fresco inhi-
bio el crecimiento de S. aureus por lo

que la aplicacion de este antimicrobia-
no natural proporcionaria una garantia
de inocuidad y prolongacion de la
conservacion en anaquel.
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Figura 3: Comportamiento de S. aureus durante un periodo de 30 dias de alma-

cenamiento.
Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto estos resultados en
los estudios realizados por Juven et al.
(1994) quienes utilizaron extractos de
tomillo a diferentes concentraciones
para tratar de inhibir in vitrio bacterias
gran positivas encontraron que habia
una concentracion critica donde el
extracto tenia efecto, y a concentra-
ciones menores no habia actividad
antimicrobiana. Asi mismo en los
estudios realizados por Elizari (2013)
Determiné que la inhibicion del creci-
miento bacteriano aumentd con la
concentracion de los aceites esencia-
les, siendo optima al 3% (p/p) aplica-

do en films de proteina del suero de
leche.

En la figura 4 se muestran los valo-
res medios de las unidades formado-
ras de colonias que mediante el anali-
sis de Tukey a un nivel de significan-
cia menor a 0,05 se puede observar
que no hay diferencia significativa
entre el control y los quesos con
adicion de 0,5% de hojas de tomillo,
pero si con los quesos con concentra-
ciones de 0,75 y 1%, siendo estas dos
concentraciones entre si significativa-
mente iguales.



51

Mejia et al
x 10 95% CI for the Mean
1500 A a
1000 -
E=2
9 5004 @
-
b b b
0- = -5 —o—
-500- T T T T
0% 0,5% 0,75% 1%
ADICION DE TOMILLO

Figura 4: Medias y andlisis de Tukey.
Los datos con letras iguales no presentan diferencias significativas.
Fuente: Elaboracion propia.

presentd un ligero color amarillo sin
alterar las otras propiedades organo-

En la figura 5 se observa el queso
1épticas propias del queso fresco.

preparado por el proceso 2 indicado
en el diagrama de la figura 1. El queso

Figura 5: Queso fresco sumergido en solucion de laurel 1% durante el

salado.
Fuente: Elaboracion propia.
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Los resultados del analisis microbioldgico en valores medios se reportan y

grafican en figura 6.
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Figura 6. Comportamiento de S. aureus durante el almacenamiento (Proceso 2).

Fuente: Elaboracion propia.

Se puede visualizar que el tomillo
utilizado durante el salado del queso
inhibi6 la cepa de S. aureus ATCC
25923 para todas las concentraciones

siendo significativamente diferentes
en funcién del control e iguales entre
si como se observa en la figura 7.

x 10! 95% CI for the Mean
1500 4 a
1000 A
EIJ
9 500- @
o]
b b b
0- —= e -
-500- T T T T
0% 0,5% 0,75% 1%
ADICION DE TOMILLO

Figura 7. Medias y analisis de Tukey.
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Conclusiones

El efecto inhibitorio del tomillo
sobre el S. aureus fue dependiente de
la cantidad de laurel agregada y de la
carga microbiana inicial del microor-
ganismo presente en el queso.

Se concluye que la adicién de
laurel al queso fresco disminuy6 la
supervivencia de S. aureus con mayor
efectividad al adicionarlo en el salado
del queso por lo cual podria ser utili-
zado en la industria de alimentos
como agente antimicrobiano de origen
natural para mejorar la calidad micro-
bioldgica del queso fresco
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