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RESUMEN

La presencia de Escherichia coli en productos lacteos representa un riesgo
significativo para la salud publica, ya que puede desencadenar enfermedades
graves como el sindrome urémico hemolitico. Este estudio se enfoco en evaluar la
eficacia de aceites esenciales de ricino, neem y orégano en la inhibicién y control
de E. coli a nivel in vitro. Mediante un disefio experimental completamente
aleatorizado, se aplicaron diferentes concentraciones de estos aceites en muestras
de queso fresco inoculadas con la bacteria. Se midieron variables como la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), la formacién de halos de inhibicién, el
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) y la reduccion logaritmica de
la poblacion microbiana. Los resultados mostraron que el aceite esencial de
orégano al 0,50% logré una inhibicion completa del crecimiento bacteriano,
destacandose sobre los demas aceites evaluados. El neem evidencié también un
efecto antimicrobiano notable, mientras que el ricino mostré menor eficacia. A pesar
de no hallarse diferencias estadisticamente significativas en algunos parametros,
el potencial de los aceites esenciales como alternativa natural para el control de E.
coli en productos lacteos quedd demostrado. Se recomienda profundizar en
investigaciones que contemplen la evaluacién sensorial y la sinergia con otras
sustancias, ademas de validaciones a escala industrial para garantizar la seguridad
y aceptabilidad del producto final.

Palabras clave: Escherichia coli, aceites esenciales, orégano, contaminacion
alimentaria, queso.
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ABSTRACT

The presence of Escherichia coli in dairy products represents a significant public
health risk, as it can lead to severe illnesses such as hemolytic uremic syndrome.
This study focused on evaluating the efficacy of castor, neem, oregano, and nutmeg
essential oils in inhibiting and controlling E. coli at the in vitro level. Using a
completely randomized experimental design, different concentrations of these oils
were applied to fresh cheese samples inoculated with the bacterium. Variables
measured included the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), inhibition zone
formation, colony-forming unit (CFU) counts, and the logarithmic reduction of the
microbial population. The results showed that oregano essential oil at 0.50%
achieved complete bacterial growth inhibition, outperforming the other oils
evaluated. Neem also demonstrated a notable antimicrobial effect, whereas castor
oil showed lower efficacy. Despite the lack of statistically significant differences in
some parameters, the potential of essential oils as a natural alternative for
controlling E. coli in dairy products was evident. Further research is recommended
to address sensory evaluation and the synergy with other substances, as well as
industrial-scale validations to ensure product safety and acceptability.

Keywords: Escherichia coli, essential oils, oregano, food contamination, cheese.
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes del problema

La presencia de Escherichia coli en alimentos, especialmente en productos
lacteos, es un problema critico de salud publica debido a su asociacion con
problemas de higiene y salubridad. Esta bacteria, comunmente encontrada en el
ambiente, puede representar un riesgo significativo para la salud humana cuando
ciertas cepas patogénicas, como E. coli O157:H7, contaminan los alimentos. Las
infecciones gastrointestinales y el sindrome urémico hemolitico son algunas de las
enfermedades graves asociadas con la ingestién de alimentos contaminados con
la bacteria patdégena (Ruiz, 2019).

La contaminacion por E. coli en productos alimenticios, sobretodo lacteos, puede
ocurrir durante diversas etapas de produccién y manipulacion, incluyendo la cria
del ganado, el procesamiento de la carne, la manipulacion en los puntos de venta
y el consumo final. Esta contaminacién puede ser el resultado de practicas
deficientes de higiene, contaminacion cruzada, uso de agua contaminada o
inadecuado control de la temperatura, entre otros factores. Como resultado, la
industria alimentaria enfrenta el desafio de prevenir y controlar eficazmente la
contaminacion por E. coli en los alimentos (Caceres, 2019).

A pesar de los esfuerzos realizados para controlar la contaminacién por E. coli
en alimentos, este problema persiste en la industria alimentaria. Las enfermedades
transmitidas por alimentos asociadas a este patégeno contindan representando
una carga significativa para la salud publica, lo que subraya la necesidad de buscar
nuevas estrategias para abordar esta preocupacion. La investigacion cientifica en

este campo es crucial para desarrollar enfoques innovadores y efectivos para
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reducir la presencia de E. coli en los alimentos y mejorar la seguridad alimentaria
(Orellana y Salcedo, 2023).

En este contexto, la evaluacién de los aceites esenciales de ricino, neem y
orégano en la inhibicion y control de Escherichia coli a nivel in vitro surge como una
investigacion relevante y prometedora.

Estos aceites esenciales han mostrado tener propiedades antimicrobianas en
estudios previos, lo que sugiere su potencial uso como agentes naturales para
reducir la contaminacion bacteriana en productos alimenticio. Evaluar la eficacia de
estos aceites esenciales contra E. coli podria proporcionar informacion valiosa para
el desarrollo de estrategias de control mas seguras y efectivas en la industria
alimentaria.

1.2 Planteamiento y formulacién del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

La contaminacion alimentaria por la bacteria entérica en productos alimenticios
implica considerar diversos aspectos relacionados con la seguridad alimentaria y
la salud publica. Es posible que la presencia de E. coli en alimentos como queso,
yogur, crema de leche, etc., puede ocurrir durante diferentes etapas de produccién,
procesamiento y distribucion. Esto incluye la contaminacion en granjas, mataderos,
plantas de procesamiento, puntos de venta y manipulacion por parte del
consumidores.

La contaminacion por E. coli puede ser el resultado de multiples factores, como
la presencia de animales portadores en las granjas, la falta de medidas de higiene
adecuadas durante el ordefio, la manipulacion, la contaminacién cruzada durante
el envasado y el almacenamiento, y la manipulacién inadecuada de alimentos por

parte de los consumidores. Ademas, la resistencia de algunas cepas patogénicas
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a los antibidticos tradicionales complica aun mas el control de esta bacteria en la
cadena alimentaria.

Las enfermedades transmitidas por alimentos, ETA’s asociadas con E. coli,
como las infecciones gastrointestinales y el sindrome urémico hemolitico,
representan un grave riesgo para la salud publica. Estas enfermedades pueden
resultar en sintomas graves, hospitalizacion e incluso la muerte, especialmente en
poblaciones vulnerables como nifios pequefos, personas mayores y personas con
sistemas inmunolégicos comprometidos.

En este contexto, la busqueda de alternativas para prevenir y controlar la
contaminacion por E. coli en productos lacteos se convierte en una prioridad por lo
que se justifica la evaluacion de agentes antimicrobianos naturales, como los
aceites esenciales de ricino, neem y orégano los cuales podrian ofrecer una
solucién prometedora para mejorar la seguridad alimentaria y reducir los riesgos
asociados con la contaminacién bacteriana en la industria alimentaria en general.
Sin embargo, es fundamental realizar investigaciones cientificas rigurosas para
determinar la eficacia y seguridad de estos productos en la inhibicién y control de
la especie bacteriana en cuestion en productos alimenticios, antes de su posible
implementacion a nivel comercial.

1.2.2 Formulacion del problema

¢, Cual es el impacto de la aplicacién de los aceites esenciales de ricino, neem y
orégano a nivel in vitro en la inhibicion y control de E. coli, en productos lacteos
como el queso considerando su potencial como alternativa natural para mejorar la
seguridad alimentaria en respuesta a la contaminacion bacteriana en la cadena de

produccion y distribucién de productos alimenticios?
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1.3 Justificacién de la investigacion

La justificacion de esta investigacion se basa en la necesidad de encontrar
soluciones efectivas y naturales para controlar la contaminacion bacteriana por E.
coli en productos alimenticios, con un enfoque especifico en productos lacteos.

Ademas, este estudio también puede abrir nuevas perspectivas en la aplicaciéon
de productos naturales en la industria alimentaria, promoviendo practicas mas
sostenibles y respetuosas con el medio ambiente en la produccion de alimentos.
Dada la grave amenaza para la salud publica que representa la presencia de la
bacteria bajo estudio en los alimentos, es esencial buscar nuevas estrategias que
puedan mejorar la seguridad alimentaria y reducir los riesgos de enfermedades
transmitidas por alimentos, especialmente en productos lacteos que son
susceptibles a la contaminacion bacteriana.

Los aceites esenciales de ricino, neem y orégano han demostrado tener
propiedades antimicrobianas en estudios anteriores. Su evaluacién a nivel in vitro
para la inhibicién y control de E. coli en productos alimenticios, especialmente en
productos lacteos, proporcionara una oportunidad Unica para determinar su
efectividad en un entorno controlado y reproducible. Al centrarse especificamente
en productos de origen lacteo, esta investigacion aborda un area critica de la
seguridad alimentaria y puede tener un impacto significativo en la reduccion de la
contaminacion bacteriana en estos alimentos.

Ademas, al utilizar un enfoque in vitro, esta investigacién permite evaluar la
capacidad de los aceites esenciales para combatir la bacteria E. coli de manera
precisa y eficiente, sin la necesidad de realizar ensayos en animales o estudios en

humanos. Esto facilita una evaluacién mas rapida y ética de la eficacia de estos
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compuestos, lo que podria acelerar su posible aplicacion en la industria alimentaria,
especialmente en la produccion de productos lacteos.

Por lo tanto, la investigacidn propuesta tiene una justificacién sélida al abordar
un problema importante de seguridad alimentaria, ofreciendo una alternativa
natural y potencialmente efectiva para controlar la contaminacién bacteriana por E.
coli en productos alimenticios, sobretodo, lacteos. Los resultados de esta
investigacion podrian tener implicaciones significativas para la industria alimentaria,
ayudando a proteger la salud de los consumidores y garantizando la calidad y
seguridad de los productos a partir de la leche.

1.4 Delimitacién de la investigacion
e Espacio: El trabajo experimental se desarroll6 en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Agraria del Ecuador, campus, Ciudad
Universitaria “Dr. Jacobo Bucaram Ortiz” en Milagro, Guayas, Ecuador.
e Tiempo: El tiempo estimado que tomo el desarrollo del trabajo de titulacion
fue de tres meses entre octubre 2024 y enero 2025.
e Poblacién: La poblacion objetivo fueron los consumidores y productores de
queso artesanal de la ciudad de Milagro y localidades aledafias
1.5 Objetivo general
Evaluar la eficacia de los aceites esenciales de ricino, neem y orégano en la
inhibicién y control de Escherichia coli en queso fresco a nivel in vitro.
1.6 Objetivos especificos
- Establecer las concentraciones minimas efectivas de los aceites esenciales
para inhibir el crecimiento de E. coli en queso fresco.
- Evaluar el impacto de los aceites esenciales en la viabilidad y actividad

metabdlica de E. coli en el queso.
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- Comparar la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales con un control
positivo (antibidtico convencional) y un control negativo (sin tratamiento) en

la inhibicién de Escherichia coli en queso fresco

1.7 Hipétesis

Los aceites esenciales de ricino, (Ricinus communis), neem (Azadirachta
indica), orégano (Origanum vulgare) tienen un efecto inhibidor significativo sobre el
crecimiento de Escherichia coli en queso fresco a nivel in vitro, siendo el aceite
esencial de orégano el mas efectivo debido a sus propiedades antimicrobianas

potentes y bien documentadas.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Estado del arte

Los investigadores Leghari et al., (2021) del Departamento de Microbiologia
Veterinaria de la Sindh Agriculture University en Pakistan, evaluaron la capacidad
de los aceites esenciales de arbol de té, clavo, albahaca y tomillo para combatir
bacterias comunmente encontradas en heridas de ganado, tales como
Staphylococcus aureus, que es una bacteria que puede causar infecciones de la
piel y del tejido blando; Streptococcus pneumoniae y S. pyogenes asociadas a
infecciones respiratorias y de la piel; E. coli causante de infecciones urinarias,
gastrointestinales y otras y Klebsiella spp bacteria causante de infecciones del
tracto urinario, pulmonares y del torrente sanguineo. Los resultados mostraron que
los aceites esenciales, especialmente el de arbol de té y clavo, fueron altamente
efectivos en inhibir el crecimiento de estas bacterias. Ademas, se observo que la
combinacion de ciertos aceites esenciales con antibidticos convencionales resulto
en un efecto sinérgico, potenciando su accion antimicrobiana.

Investigadores del Departamento de Ingenierias del Instituto Tecnoldgico de
Ciudad Valles, Wong-Paz et al., (2020) informan que la busqueda de procesos mas
sostenibles y eficientes ha llevado a explorar nuevas formas de extraer compuestos
valiosos de los residuos de citricos. Los autores destacan que si bien los métodos
tradicionales han sido utiles, las nuevas técnicas de extraccion asistida ofrecen una
alternativa mas respetuosa con el medio ambiente. Al reducir el tiempo de
extraccion y la cantidad de solventes utilizados, estas tecnologias contribuyen a un
futuro mas sostenible.

Campo et al, (2019) de la Universidad Técnica de Machala, evaluaron a nivel in

vitro la composicion quimica y la actividad antibacteriana de los aceites esenciales
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de hojas, flores y partes aéreas de Minthostachys mollis que crece en Quito,
Ecuador el cual es un arbusto aromatico originario de Ameérica Latina, conocido por
sus aceites esenciales de valor medicinal. Tradicionalmente, se utiliza para tratar
diversas dolencias, como problemas digestivos, espasmos, infecciones
respiratorias, dolores musculares y reumatismo. Recientes investigaciones han
evaluado su composicidn quimica y actividad antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, revelando una presencia significativa de monoterpenos en los aceites
esenciales extraidos de hojas y flores (Mp1) y de partes aéreas (Mp2).

En un estudio realizado en la India en 2019 por Sirisha y Sujatha, (2019), se
evalud la actividad anticancerigena y el contenido de fenoles de aceites esenciales
de Rosmarinus officinalis, Azadirachta indica, Syzygium aromaticum 'y
Cymbopogon nardus. Los resultados demostraron que estos aceites tienen un
fuerte potencial citotoxico en diferentes lineas celulares cancerigenas, destacando
el aceite de clavo por su alto contenido de fenoles (45%) y su eficacia contra la
linea celular de leucemia K-562.

Bermudez et al., (2019), investigadores del Centro de Investigacion en Nutricion
Animal (CINA) de la Universidad de Costa Rica analizaron la composicion quimica
y la actividad antimicrobiana de aceites esenciales extraidos de hojas de Psidium
guajava L. (quayaba) y Cymbopogon citratus (zacate de limoén). Los resultados
mostraron que ambos aceites poseen efectos antimicrobianos contra diez cepas
bacterianas, siendo las bacterias grampositivas las mas sensibles. El aceite de
guayaba de Escazu presentd una mayor actividad, incluso eliminando Escherichia
coli en matrices de harina de carne y hueso, aunque no controlé completamente su
colonizacion. Las observaciones logradas sugieren que los aceites esenciales

podrian ser una alternativa prometedora a los antibiéticos en la produccion
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pecuaria, aunque se requiere mas investigacion para determinar su viabilidad en la
alimentacion animal.

Collaguazo (2019), frente a la necesidad de encontrar soluciones a la
problematica relacionada con la resistencia a los antibiéticos en Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli estudio el
potencial antibacteriano del aceite esencial de Hedyosmum sp. contra estas
bacterias. Los resultados mostraron que este aceite natural, a nivel in vitro, fue
efectivo contra algunas de estas bacterias, especialmente Pseudomonas
aeruginosa, ofreciendo una esperanza para el desarrollo de nuevos tratamientos.
2.2 Bases tedricas

2.2.1 Caracteristicas de Escherichia coli en alimentos y productos lacteos

Escherichia coli es la principal bacteria comensal que habita en el intestino
humano y de los animales de sangre caliente, en especial los bovinos, y encabeza
el grupo bacteriano que a partir de ella toma su nombre, los coliformes, se
caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, no posee capacidad para esporular,
pero posee serovariedades patdogenas causantes de enfermedades diarreicas y
nefrolégicas (Montesdeoca y Ramirez, 2024).

Los mismos autores (Montesdeoca y Ramirez, 2024), asocian a las condiciones
higiénicas durante su elaboracién a la contaminacion de los quesos frescos que se
expenden en centros de abastos como mercados y lugares de expendio con una
alta frecuencia por lo general.

La clasificacion de Escherichia coli se fundamenta en la diversidad de sus
factores de virulencia, codificados en plasmidos o fagos, que determinan
mecanismos patogénicos especificos. La adherencia a células epiteliales

intestinales y la produccion de toxinas son caracteristicas distintivas de cepas
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patogénicas como ETEC, EPEC, EHEC y EICE. Estas cepas son responsables de
brotes de gastroenteritis asociados al consumo de alimentos o agua contaminados.
La capacidad de adquirir rapidamente resistencia a multiples antimicrobianos,
mediada por la transferencia horizontal de genes, confiere a estas bacterias una
elevada adaptabilidad y un significativo impacto en salud publica (Montesdeoca y
Ramirez, 2024),

2.2.2 Riesgos asociados con la contaminacion por Escherichia coli en
productos lacteos

La leche, debido a su composicién nutricional y a las condiciones fisico-quimicas
propias, constituye un medio de cultivo idéneo para el crecimiento bacteriano.
Como consecuencia, puede actuar como vehiculo de transmision de agentes
patdogenos zoonodticos. La contaminacion de la leche puede ocurrir en cualquier
etapa de la cadena productiva, incluyendo la produccién primaria, y no siempre se
asocia a signos clinicos evidentes en el animal (Aguilera et al., 2014).

Escherichia coli y en particular la serovariedad productora de Shiga toxina
(STEC= Shiga Toxin Escherichia coli) es un patdgeno zoondtico que puede
colonizar el tracto gastrointestinal del ganado bovino. La transmision a humanos
ocurre principalmente a través del consumo de alimentos contaminados, como
carne de vacuno poco cocida, leche no pasteurizada y agua contaminada con
materia fecal. La contaminacion fecal de cuerpos de agua y la manipulacién
inadecuada de alimentos a lo largo de la cadena de produccion carnica son vias
importantes de transmision. La supervivencia de STEC en alimentos depende de
factores intrinsecos y extrinsecos, siendo la temperatura un factor critico para su

inactivacion (Vinderola y Rivas, 2020).
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2.2.3 Propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales

Algunos investigadores proponen que compuestos de Dorstenia brasiliensis,
Schinus molle y Malva sylvestris pueden interferir con funciones clave de la
membrana celular, como el transporte electronico, el intercambio de nutrientes, la
sintesis de proteinas y la actividad enzimatica, lo que lleva a deformaciones
estructurales. Hoy en dia, la preferencia de los consumidores se inclina hacia
alimentos conservados mediante métodos que no alteren sus propiedades
sensoriales ni nutricionales. Por esto, el uso de extractos naturales en la
conservacion de alimentos ha ganado interés, debido a su eficacia en inhibir el
crecimiento de diversas bacterias (Gomez y Bethsua, 2014).

La extraccion de aceites esenciales de residuos citricos, especialmente del
limén, ha captado la atencion de la industria farmacéutica y cosmética. Estos
aceites, ricos en terpenoides con propiedades antifungicas, son ampliamente
utilizados en la elaboracion de perfumes, medicamentos y alimentos debido a sus
caracteristicas aromaticas y saborizantes (Wong et al., 2020).

2.2.4 Mecanismos de accion de los aceites esenciales en bacterias

Los aceites esenciales, obtenidos principalmente por hidrodestilacion o
destilacion por vapor, exhiben una amplia gama de actividades bioldgicas,
incluyendo propiedades antimicrobianas, antioxidantes, antitumorales y
antiinflamatorias. Su estabilidad, biodisponibilidad, selectividad y biocompatibilidad
contribuyen a su potencial terapéutico (Ibarra Castillo, 2022).

Los aceites esenciales, ademas de su actividad antibacteriana directa, también
pueden actuar como agentes sensibilizadores, restaurando la efectividad de los
antibidticos frente a microorganismos resistentes. Debido a la constante exposicion

de las plantas a diversos microorganismos del suelo, los aceite esenciales pueden
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representar una fuente potencial de nuevos compuestos con actividad inhibitoria
de bombas de eflujo, incluso en ausencia de propiedades antibacterianas directas
(Agreles et al., 2021).

La mayor sensibilidad de las bacterias Gram-negativas a los aceites esenciales
puede atribuirse a las diferencias estructurales de sus paredes celulares. Mientras
las Gram-positivas poseen una gruesa capa de peptidoglicano, las Gram-negativas
tienen una capa mas delgada y una membrana externa rica en lipopolisacaridos,
incluyendo el lipido A. Este ultimo componente, al ser hidrofébico, facilita la
penetraciéon de los aceites esenciales en la célula bacteriana, lo que provoca
desestabilizacion de las membranas y muerte celular (Esther et al., 2017, Lépez-
et al., 2017).

2.2.5 Determinacién de la concentracion minima efectiva

La concentracién minima inhibitoria (CMI) es la concentracion mas baja de un
antimicrobiano sea un antibiético o un agente antifungico, natural o artificial que
impide el crecimiento visible de un microorganismo especifico en condiciones de
laboratorio. Es decir, es la menor cantidad de un farmaco necesaria para detener
la multiplicacion de bacterias, hongos u otros microorganismos (Montero-Recalde
et al., 2019).

Para la determinacién de la CMI se realiza generalmente diluciones con agua
destilada-aceite en relaciones 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32; aclarando que la
mezcla debe homogenizarse por un tiempo de 10 minutos a una temperatura de
30°C (Escobedo-Coral et al., 2023).

Posteriormente a las diluciones se debe realizar un antibiograma por triplicado

de cada dilucion para los aceites a evaluar. Se incuba a 35 °C por 24 horas y se
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evalua la relacion cantidad y crecimiento para los aceites en estudio (Ocampo
Cachay, 2019).

2.2.6 Métodos de evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro

A continuacion, se detallan los métodos mas comunes segun Rang y Dale
(2020):
2.2.6.1 Método de Dilucion en Caldo

Sirve para establecer la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) de un aceite
esencial. El procedimiento es: Se prepara una serie de diluciones del aceite
esencial en caldo nutritivo. Se inocula cada dilucion con el microorganismo de
interés y se incuban. La menor concentracion que previene el crecimiento visible
del microorganismo se considera la CMI.
2.2.6.2 Meétodo de Dilucion en Agar

Se emplea para determinar la CMI y la Concentracion Minima Bactericida (CMB).
El procedimiento es: Se preparan placas de agar con diferentes concentraciones
del aceite esencial. Se inoculan con el microorganismo y se incuban. La CMI se
determina observando la menor concentracion que inhibe el crecimiento en el agar.
2.2.6.3 Método de Difusién en Agar (Método de Kirby-Bauer)

Empleado para evaluar la actividad antimicrobiana comparativa. Se aplican
discos impregnados con el aceite esencial sobre un &agar inoculado con el
microorganismo. Se mide el diametro de la zona de inhibicién alrededor de los
discos para evaluar la actividad antimicrobiana.
2.2.6.4 Método de Ensayo de Turbidez

El objetivo de esta técnica es evaluar la eficacia del aceite esencial en inhibir
el crecimiento microbiano y se inocula el microorganismo en un medio liquido con

diferentes concentraciones del aceite esencial. Se mide la turbidez del medio en
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diferentes intervalos de tiempo, ya que la turbidez indica el crecimiento del
microorganismo.
2.2.6.5 Método de Ensayo de Coloracién con Azul de Metileno

El propdsito de este método es determinar la viabilidad microbiana después del
tratamiento con aceite esencial y se procede después de tratar el microorganismo
con el aceite esencial, se agrega azul de metileno. Las células vivas mantienen el
colorante, mientras que las muertas lo liberan. Se cuenta el numero de células
tefidas para evaluar la actividad antimicrobiana.
2.2.6.6 Ensayo de Actividad Antifungica por Método de Microdilucién

Tiene por objetivo determinar la CMI para hongos. Es similar al método de
dilucion en caldo, pero adaptado para hongos. Se prepara una serie de diluciones
del aceite esencial en un medio de cultivo adecuado para hongos.
2.2.6.7 Meétodo de Inhibicién de Crecimiento en Placas de Agar
El objetivo de esta técnica es evaluar el efecto del aceite esencial sobre el
crecimiento del microorganismo en placas de agar y se siembra el microorganismo
en placas de agar y se coloca el aceite esencial en un punto especifico. Se observa
la inhibicién del crecimiento alrededor del punto de aplicacion.
2.2.6.8 Ensayo de Eficiencia Antimicrobiana por Método de Muestras

Aisladas

La prueba busca evaluar la actividad antimicrobiana contra cepas especificas
y se realizan pruebas similares a los métodos de dilucidn o difusién, pero utilizando
cepas aisladas del microorganismo para obtener datos especificos sobre la

actividad del aceite esencial.
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2.2.7 Ricino (Ricinus communis)

El ricino (Ricinus communis) es una planta de rapido crecimiento, originaria de
Africa, que se ha naturalizado en diversas regiones del mundo. Sus caracteristicas
morfologicas incluyen hojas grandes y palmeadas, y flores que dan lugar a frutos
espinosos. El ricino es una especie versatil con multiples usos, pero también
presenta riesgos asociados a su toxicidad (Valerio et al., 2023).

El aceite de ricino, extraido de las semillas, ha sido utilizado tradicionalmente en
medicina debido a sus propiedades terapéuticas. Sin embargo, las semillas
contienen ricina, una toxina proteica altamente peligrosa. Otras partes de la planta,
como las hojas, han sido empleadas en la medicina tradicional para tratar diversas
afecciones, aunque su uso debe ser cuidadoso debido a la presencia de
compuestos potencialmente téxicos .

Estudios fitoquimicos han identificado en las hojas de ricino una variedad de
compuestos bioactivos, incluyendo alcaloides, terpenoides, acidos fendlicos y
flavonoides, los cuales podrian conferir a la planta propiedades antimicrobianas

2.2.8 Neem (Azadirachta indica)

Azadirachta indica, comunmente conocido como neem, es un arbol tropical
originario de la India y Birmania. Perteneciente a la familia Meliaceae, esta especie
ha sido utilizada durante siglos en diversas aplicaciones. Estudios cientificos
recientes han profundizado en el analisis de sus componentes, especialmente en
sus semillas, corteza y hojas, revelando la presencia de compuestos con
propiedades antisépticas, antivirales, antibacterianas, antipiréticas y
antiinflamatorias (Labrada-Hechavarria et al., 2018).

La semilla del neem contiene un alto porcentaje de acidos grasos, siendo el

acido oleico (52.8% ) el mas abundante seguido del Acido Estedarico 21,4%. Acido
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Linoleico 2,1%. Otros acidos grasos 2,3%. El aceite extraido de estas semillas,
caracterizado por su sabor amargo y olor fuerte, también es rico en vitamina E y
aminoacidos esenciales. La composicion exacta de este aceite puede variar segun
la procedencia y el momento de recoleccion de las semillas (Chica Tinoco, 2018) .

2.2.9 Orégano (Origanum vulgare)

El orégano, (Origanum vulgare), pertenece a la familia Labiaceae, y es una
planta herbacea vivaz muy aromatica, es rica en aceites esenciales, principalmente
carvacrol y timol. Estos compuestos le confieren propiedades antioxidantes y
antimicrobianas, lo que lo convierte en un potencial sustituto de aditivos quimicos
en alimentos. Ademas de estos compuestos principales, el aceite esencial de
orégano contiene flavonoides, alcoholes, terpenos y acidos fendlicos, entre otros.
La composicidén quimica del aceite puede variar segun las condiciones de cultivo y
el quimiotipo predominante. El quimiotipo timol, caracterizado por altos niveles de
timol, es especialmente efectivo contra bacterias, al alterar su membrana celular y
aumentar su permeabilidad (Lopez, 2018).

El aceite esencial de orégano, rico en compuestos aromaticos como el timol y el
carvacrol, presenta una potente accion antimicrobiana. Esta sustancia natural
puede ser incorporada en alimentos, especialmente en productos carnicos como el
pollo, con el propésito de frenar el desarrollo de Staphylococcus aureus y
neutralizar la produccion de toxinas que este microorganismo genera (Grande et
al., 2023).

2.3 Marco legal
Plan de Desarrollo para el Nuevo Ecuador
Principales soluciones y propuestas de la ciudadania:
e Rehabilitar y mejorar la infraestructura agricola, acuicola y ganadera,

brindando asistencia técnica y facilidades para mejorar la calidad de
insumos y maquinaria para pequefios y medianos productores;
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e Mejorar y socializar las politicas de acceso a créditos preferenciales con
tasas de interés acorde a las necesidades del sector agricola, acuicola
y ganadero;

e Fortalecer cadenas de comercializacion que beneficien al productor;

e Regularizar las transacciones de compraventa de productos agricolas
para garantizar el pago de precios justos directamente al productor;

¢ Implementar programas de capacitacion en agricultura sostenible para
pequefios y medianos productores;

e Mejorar la politica de focalizacién de subsidios agricolas;

e Promover la inversion extranjera con un marco regulatorio que brinde
seguridad juridica;

e |Incentivar las exportaciones de productos elaborados por las
microempresas;

e Fortalecer los mecanismos de control del contrabando;

e Facilitar los tramites aduaneros para generar mayor competencia y
diversificacion de productos en el mercado;

e Implementar programas de capacitacidon para productores en areas
relacionadas a la expansion en mercados internacionales;

e Proponer reformas legales que promuevan el empleo adecuado, el
fortalecimiento institucional y un marco juridico estable;

e Ampliar la oferta de carreras tecnolégicas en las universidades e
institutos que permitan una adecuada inclusion laboral;

e Implementar programas con fondos semilla provenientes de
cooperacion internacional no reembolsables;

e Invertir en obras y desarrollo productivo con énfasis en la economia
popular y solidaria;

e Implementar programas de capacitacion para las micro y pequefas
empresas;

e Fomentar politicas que faciliten y motiven la creacion de
emprendimientos que garanticen el empleo digno (Secretaria Nacional
de Planificacion, 2024, p.28-29).

Resolucion No. 12 326 SUBSECRETARIA DE LA CALIDAD

Considerando: Que de conformidad con lo dispuesto en el Articulo 52 de la
Constitucion de la Republica del Ecuador, “Las personas tienen derecho a disponer
de bienes y servicios de optima calidad y a elegirlos con libertad, asi como a una
informacion precisa y no engafosa sobre su contenido y caracteristicas”; Que
mediante Ley No. 2007-76, publicada en el Suplemento del Registro Oficial No. 26
del 22 de febrero de 2007, se establece el Sistema Ecuatoriano de la Calidad, que
tiene como objetivo establecer el marco juridico destinado a: “i) Regular los
principios, politicas y entidades relacionados con las actividades vinculadas con la
evaluacion de la conformidad, que facilite el cumplimiento de los compromisos
internacionales en esta materia; ii) Garantizar el cumplimiento de los derechos
ciudadanos relacionados con la seguridad, la proteccién de la vida y la salud
humana, animal y vegetal, la preservacién del medio ambiente, la proteccion del
consumidor contra practicas engafiosas y la correccion y sancion de estas
practicas; vy, iii) Promover e incentivar la cultura de la calidad y el mejoramiento de
la competitividad en la sociedad ecuatoriana”; Que el Instituto Ecuatoriano de
Normalizacion, INEN, entidad competente en materia de Reglamentacion,
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Normalizacion y Metrologia, ha formulado la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN
2667 MICROBIOLOGIA. DETERMINACION E IDENTIFICACION DE Escherichia
coli 0157 EN ALIMENTOS DE CONSUMO HUMANO Y ANIMAL; Que en su
elaboracién se ha seguido el tramite reglamentario; Que mediante Informe Técnico-
Juridico contenido en la Matriz de Revision No. 186-1TJ-2012-N de fecha 28 de
diciembre de 2012, se sugirié proceder a la aprobacion y oficializacion de la Norma
Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2667 MICROBIOLOGIA. DETERMINACION E
IDENTIFICACION DE Escherichia coli 0157 EN ALIMENTOS DE CONSUMO
HUMANO Y ANIMAL; Que de conformidad con la Ley del Sistema Ecuatoriano de
la Calidad, el Ministerio de Industrias y Productividad es la institucion rectora del
Sistema Ecuatoriano de la Calidad; en consecuencia, es competente para aprobar
y oficializar con el caracter de VOLUNTARIA la Norma Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 2667 MICROBIOLOGIA. DETERMINACION E IDENTIFICACION DE
Escherichia coli O157 EN ALIMENTOS DE CONSUMO HUMANO Y ANIMAL,
mediante su promulgacién en el Registro Oficial, a fin de que exista un justo
equilibrio de intereses entre proveedores y consumidores; Que mediante Acuerdo
Ministerial No. 11446 del 25 de noviembre de 2011, publicado en el Registro Oficial
No. 599 del 19 de diciembre de 2011, la Ministra de Industrias y Productividad
delega a la Subsecretaria de la Calidad la facultad de aprobar y oficializar las
propuestas de normas o reglamentos técnicos y procedimientos de evaluacion de
la conformidad propuestos por el INEN, en el ambito de su competencia, de
conformidad con lo previsto en la Ley del Sistema Ecuatoriano de la Calidad y en
su reglamento general; y, En ejercicio de las facultades que le concede la Ley,
Resuelve: ARTICULO 1.- Aprobar y oficializar con el caracter de VOLUNTARIA la
Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2667 (Microbiologia. Determinacion e
identificacion de Escherichia coli O157 en alimentos de consumo humano y
animal), que especifica un método para la determinacion e identificacién de
Escherichia coli serotipo 0157. ARTICULO 2.- Disponer al Instituto Ecuatoriano de
Normalizacion, INEN, que de conformidad con el Acuerdo Ministerial No. 11256 del
15 de julio de 2011, publicado en el Registro Oficial No. 499 del 26 de julio de 2011,
publique la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2667 MICROBIOLOGIA.
DETERMINACION E IDENTIFICACION DE Escherichia coli 0157 EN ALIMENTOS
DE CONSUMO HUMANO Y ANIMAL, en la pagina web de esa institucion,
www.inen.gob.ec. ARTICULO 3.- Esta norma técnica ecuatoriana NTE INEN 2667
MICROBIOLOGIA. DETERMINACION E IDENTIFICACION DE Escherichia coli
0157 EN ALIMENTOS DE CONSUMO HUMANO Y ANIMAL entrara en vigencia
desde la fecha de su promulgacién en el Registro Oficial. COMUNIQUESE Y
PUBLIQUESE en el Registro Oficial. Dado en Quito, Distrito Metropolitano, 28 de
diciembre de 2012. f.) Mgs. Ana Elizabeth Cox Vasconez, Subsecretaria de la
Calidad. MIPRO.- MINISTERIO DE INDUSTRIAS Y PRODUCTIVIDAD.- Certifico
es fiel copia del original.- Firma: llegible.- Fecha: 11 de enero del 2013 (INEN, 2007.
p.2-3).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Enfoque de la investigacion
3.1.1 Tipo de investigacion
La propuesta investigativa fue de tipo experimental, asi como aplicada al buscar
resolver un problema practico, en este caso, mejorar la seguridad alimentaria de
los quesos frescos. El nivel de conocimiento de la investigacion fue exploratorio,
descriptivo y explicativo.
3.1.2 Diseno de investigacion
El disefio planteado fue experimental donde se comparé un grupo experimental
(queso tratado con aceites) con un grupo control (qQueso sin tratamiento).
3.2 Metodologia
3.2.1 Variables
Segun el tipo de investigacion, se incluyeron las variables.
3.2.1.1 Variable independiente
Tipo de aceite esencial, concentracién minima inhibitoria del aceite sobre E. coli

3.21.2 Variable dependiente

Objetivo 1:

e Concentracion minima inhibitoria (CMI). Menor concentracion del aceite
esencial que impide visiblemente el crecimiento de E. coli en un medio de
cultivo sélido

e Zona de inhibicion. Diametro del halo de inhibicion alrededor de los discos
impregnados con aceite esencial en un ensayo de difusion en agar

Objetivo 2:

¢ Recuento de colonias viables en placas de agar

Objetivo 3:
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e Log reduccién logaritmica (LR): Reduccion logaritmica de la poblacion de E.

coli a partir de las 24 horas como poblacion inicial y luego a las 48 horas

como poblacioén final.

3.3 Diseno experimental

Segun la investigacion, se aplico el disefio completamente aleatorizado DCA

con arreglo factorial 3x4 con 3 repeticiones y consideré como unidad experimental

a 200 gramos de queso fresco por cada tratamiento cada repeticion estuvo

representada en igual numero de cajas de Petri. Los factores de estudio fueron:

o Factor 1: Tipo de aceite (orégano, neem y ricino)

« Factor 2: Concentracion (1, 10, 25, 50% Lopez-Pantoja et al., 2007)

Tabla 1.

Distribucidén de los tratamientos y factores bajo estudio

Tratamiento

Factor 1:
Tipo de Aceite

Factor 2:
Concentracion %

Combinacion

T1
T2
T3
T4
15
T6
17
T8
19
T10
T11
T12

Orégano
Orégano
Orégano
Orégano
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Neem
Neem
Neem
Neem

1
10
25
50

1
10
25
50

1
10
25
50

Orégano 1%
Orégano 10%
Orégano 25%
Orégano 50%
Ricino 1%
Ricino 10%
Ricino 25%
Ricino 50%
Neem1%
Neem 10%
Neem 25%
Neem 50%

Carabali, 2025
3.4 Recoleccion de datos
3.4.1 Recursos

Humanos: El tesista y el tutor

Materiales: Placas de Petri, tubos de ensayo, pipetas, puntas, medios de cultivo,

reactivos quimicos, etc.
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Equipos: Autoclave, estufa de incubacion, balanza analitica, pH-metro, cabina de
flujo y materiales de vidrio, etc..
3.5Métodos y técnicas

Preparacion de las muestras
Se dividié el queso en porciones de 200 gramos de un mismo bloque de queso
artesanal para evitar sesgos.
Se inoculé cada porcion con una suspension estandar de Escherichia coli para
asegurar que cada porcion tenga una carga bacteriana inicial conocida.
Se aplicd cada tratamiento al queso.
Las muestras fueron incubadas a 37.5 °C, durante 24-48 horas para permitir la
interaccion entre el queso, los aceites esenciales y las bacterias.
A partir de estos eventos se procedio a evaluar las variables de respuesta
Para la preparacion de las concentraciones de los aceites esenciales se utilizé los
siguientes materiales:

« Aceite esencial (orégano, ricino y neem).

« Tween 80

o Agua destilada y esterilizada

e Matraz de 100 mL para cada concentracion

o Pipetas o jeringas calibradas para medir volumenes pequerios
El procedimiento de preparacion fue:
En el matraz se midié cada concentracién por separado (0.50, 0.25, 0.10 y 0.01%
del AE), y a cada una se le agrego:

- 1 mL de Tween 80

- Se completd con agua destilada hasta enrasar a 100 mL y mezclo

suavemente hasta homogeneizar

Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)
Para esto se preparé los medios de cultivo sélidos (Soya Tripticasa y como opcién
agar MacConkey-Sorbitol, caldo E. C. y caldo Verde Brillante Bilis Lactosa para el
crecimiento de E. coli.
Para este ultimo se realizé un ensayo de dilucion en serie de las concentraciones
de los aceites esenciales (1, 10, 25 y 50 ml) utilizando Tween 80 (Polisorbato) como
vehiculos de dilucion sobre el medio de cultivo donde crecio E. coli. Se evalud las

muestras tratadas de queso a diferentes concentraciones de aceite esencial.
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Lo descrito anteriormente se realiz6 después de la incubacion, y se identific la
concentracion mas baja del aceite esencial que inhibe el crecimiento visible de E.
coli.

Zona de Inhibicion

Con las mismas diluciones se impregnd los discos de papel estéril con el aceite
esencial sobre placas de Petri con los inoculados de E. coli.

Con lo anterior se proce0dié a medir el diametro del halo de inhibicién alrededor
del disco.

Se realizd lo mismo con muestras de queso en cajas de Petri con medio de cultivo
mezclado con las diluciones de los aceites esenciales para verificar los halos de
inhibicion respectivos.

Recuento de Colonias Viables

En la incubacién, se tomo6 una alicuota de cada muestra de queso y realizd un
recuento en placa en medio agar de recuento en placa PCA o Standar Methods.
Se contod todas las colonias viables y calcul6 el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por gramo de queso.

Log Reduccién (LR)

Se compard el recuento de colonias viables en las muestras tratadas calculando

mediante la siguiente féormula:
0810 Nt

Donde:
No = es el nimero inicial de UFC a las 24 horas
Nt = es el nimero final de UFC en la muestra del tratamiento a las 48 horas

3.5.1 Analisis estadistico
El analisis estadistico fue inferencial utilizando el analisis de varianza (ANOVA,
se aplicod la prueba de Tukey para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos considerando el error de tipo | con un margen de confianza del 95%.

El Anova se presenta a continuacion en la Tabla 2.



Tabla 2.
ANOVA del experimento

Fuente de variacion

Factor A (a-1)

Factor B (b-1)

Interaccion (A*B) (a-1) (b-1)
Error ab(r-1)

Total abr-1

w

Carabali, 2025

El modelo estadistico se plantea como:
Yij=pjitji+eij

Donde:

e Yij = respuesta observada.

e | =media general.

o ji = efecto del i-ésimo de tratamientos

 €ij error experimental
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4. RESULTADOS

Los resultados sobre la Concentracion Minima Inhibitoria CIM, se presentan en
la Tabla 3 a continuacion, donde se puede observar que no se detecto significancia
entre las medias de los tratamientos, a pesar de que las placas con aceite de
orégano con 0.50 (% v/v) de concentracion no presentaron crecimiento alguno. No
obstante, los tratamientos T1 (orégano 0.01%) logré una alta inhibicion de 8.6 x 10
UFC/g mientras que el T7 (Neem 0.25%) mostré una inhibicién de 1.07 x 10. El

coeficiente de variacién calculado fue de 21.2%..

Tabla 3.
Resultados de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) (uL/mL)
ACEITE CONCENTRACION
TRATAMIENTO ESENCIAL (% VIV) CMI
T1 Orégano 0,01 8,60 x 10"
T2 Orégano 0,10 7,67 x 10°
T3 Orégano 0,25 4,00 x 10°
T4 Orégano 0,50 0,00 x 10°
T5 Neem 0,01 1,17 x 10"
T6 Neem 0,10 3,40 x 10"
T7 Neem 0,25 1,07 x 10°
T8 Neem 0,50 2,77 x 10°
T9 Ricino 0,01 4,67 x 10"
T10 Ricino 0,10 8,47 x 10"
T11 Ricino 0,25 4,57 x 10"
T12 Ricino 0,50 3,73 x 10"
CV (%) 21,2

Carabali, 2024

El andlisis de los tratamientos donde se evalu6 el efecto de los aceites
esenciales de orégano, neem Yy ricinos expresados en milimetros (mm) en
referencia a los halos o zonas de inhibicion se presentan en la Tabla 4. Los datos
analizados si mostraron significancia entre los tratamientos siendo los tratamientos
con orégano en todas las concentraciones estudiadas los que lograron una mejor
respuesta aun a pesar que estadisticamente fueron similares a los demas
tratamientos exceptuando al T12 (ricino 0.50%) quien present6 la zona mas baja

de inhibicién (0.33 mm). EI CV calculado fue de 34.6%.
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Tabla 4.
Resultados sobre la zona inhibitoria (mm) )
- DIAMETRO DE
ACEITE CONCENTRACION 4
TRATAMIENTO ESENCIAL (% VIV) INH(I:]I:]:)ION
T1 Orégano 0,01 7,07a*
T2 Orégano 0,10 6,13a
T3 Orégano 0,25 6,57a
T4 Orégano 0,50 6,172
T5 Neem 0,01 2,00ab
T6 Neem 0,10 1,33ab
T7 Neem 0,25 1,67ab
T8 Neem 0,50 3,33ab
T9 Ricino 0,01 1,33ab
T10 Ricino 0,10 1,77ab
T11 Ricino 0,25 2,00ab
T12 Ricino 0,50 0,33b
CV (%) 27,96

*/Letras iguales no difieren estadisticamente

Carabali, 2024

La evaluacion de los aceites esenciales de orégano, neem y ricino a diferentes
concentraciones donde se contdé en UFC/mL las colonias viables tal como se
muestra en la Tabla 5, donde se pudo detectar significancia entre los tratamientos
para lo cual se observé que la placa de Petri con aceite de orégano (T4) con 0.50%
logré inhibicion total al no mostrar crecimiento de colonias mientras que los conteos
mas altos fueron para T11 (ricino 0.25%) la cual fue de 4,6 x+10? (4,66E+02). El

CV obtenido fue del 13.29%.

Tabla 5.
Resultados de los recuentos de colonias en UFC/mL
P CONTEO DE
TRATAMIENTO Es‘éﬁg'&f_ CON(COE\";ITV'?AC'ON COLONIAS VIABLES
(UFC/mL)

T1 Orégano 0,01 2,25E+02bcd*
T2 Orégano 0,10 3,40E+01ab
T3 Orégano 0,25 1,02E+02abc
T4 Orégano 0,50 0,00E+00a
T5 Neem 0,01 1,19E+02abc
T6 Neem 0,10 3,46E+02de
T7 Neem 0,25 1,94E+02abcd
T8 Neem 0,50 2,89E+02cde

19 Ricino 0,01 1,19E+02abc
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T10 Ricino 0,10 3,54E+02de

T11 Ricino 0,25 4,66E+02e

T12 Ricino 0,50 1,82E+02abcd
CV (%) 29,81

*/Letras iguales no difieren estadisticamente

Carabali, 2024

En las Tablas 6 y 7 se exhiben los resultados para las reducciones a las 24 y 48
horas de iniciados los crecimientos con los tratamientos (aceites esenciales) en
donde no se detectd significancia entre las medias analizadas siendo

estadisticamente similares entre si para ambas observaciones en el tiempo

indicado. Los coeficientes de variacidon obtenidos fueron de 29.3 y 30.9%.

Tabla 6.
Reduccion logaritmica a las 24 h (Log UFC/g) ]
ACEITE CONCENTRACION MEDIA REDUCCION
TRATAMIENTO egpncIAL (% VIV) ORGINAL  LOG 24 H
T1 Orégano 0,01 2,35 2,20 x 10"
T2 Orégano 0,10 1,53 2,67 x 10°
13 Orégano 0,25 2,01 8,17 x 10"
T4 Orégano 0,50 0,00/ND 0,00 x 10°
T5 Neem 0,01 2,08 4,10 x 10"
6 Neem 0,10 2,54 1,49 x 102
T7 Neem 0,25 2,29 8,00 x 102
T8 Neem 0,50 2,46 2.24 x 102
T9 Ricino 0,01 2,08 4,36 x 10?
T10 Ricino 0,10 2,55 3,11 x 102
T11 Ricino 0,25 2,67 4,03 x 102
T12 Ricino 0,50 2,26 9,00 x 102
CV (%) 29,3

Carabali, 2024

Tabla 7.
Reduccién logaritmica a las 48 h (Log UFC/g)

ACEITE CONCENTRACION MEDIA REDUCCION

TRATAMIENTO  egENcIAL (% VIV) ORIGINAL  LOG 48 H
T1 Orégano 0,01 2,35 1,13 x 107

T2 Orégano 0,10 1,53 2,00 x 10°

T3 Orégano 0,25 2,01 4,37 x 101

T4 Orégano 0,50 0,00/ND 0,00 x 10°

T5 Neem 0,01 2,08 3,33 x 101

T6 Neem 0,10 2,54 1,47 x 102

T7 Neem 0,25 2,29 7,71 x 102

T8 Neem 0,50 2,46 2,04 x 102
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T9 Ricino 0,01 2,08 4,11 x 102
T10 Ricino 0,10 255 2,62 x 102
T11 Ricino 0,25 2,67 3,70 x 102
T12 Ricino 0,50 2,26 8,38 x 102
CV (%) 30,9

Carabali, 2024
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos, evidencian que el aceite esencial de orégano
(Origanum vulgare L.) exhibe un fuerte potencial antimicrobiano en las distintas
evaluaciones realizadas. Si bien no se detectaron diferencias estadisticas
significativas (p>0.05) entre los tratamientos para la Concentracion Minima
Inhibitoria (CIM), las placas de Petri tratadas con orégano al 0,50% (v/v) no
presentaron crecimiento alguno, lo que apunta a un efecto inhibitorio completo.
Estos hallazgos concuerdan con estudios recientes que indican que
concentraciones superiores al 0,3% de aceite de orégano pueden generar una
inhibicion sustancial, gracias principalmente a los compuestos fendlicos (carvacrol,
timol) que alteran la permeabilidad de la membrana bacteriana (Rueda-Puente et
al., 2018).

En cuanto al aceite de neem (Azadirachta indica), los resultados reflejan
también un notable efecto antimicrobiano, como se aprecia en el tratamiento T7
(neem al 0,50%), que logré una inhibicion de 1,07x10 UFC/g. Investigaciones
previas sugieren que la azadiractina y otros limonoides presentes en el neem
pueden alterar rutas metabdlicas y estructuras de los microorganismos,
respaldando su accion bactericida (Ibarra Castillo, 2022).

Los datos con las mediciones de los halos de inhibicidn (mm), muestran que
el orégano mantuvo un desempefio destacado, alcanzando zonas de inhibicidn
mas amplias en la mayoria de los tratamientos. Ello se condice con lo expuesto por
Valerio et al., (2023) quienes reportan que el carvacrol, principal componente del
aceite de orégano, puede desestabilizar la membrana microbiana y provocar la
salida de componentes intracelulares, resultando en mayores diametros de

inhibicion. En contraste, el tratamiento T12 (ricino 0,50%) exhibi6 la zona mas baja
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(0,33 mm), lo que sugiere una efectividad menor de Ricinus communis frente a los
otros aceites evaluados. Esto podria deberse a diferencias en la composicion
fitoquimica y mecanismos de accién, ya que, aunque el aceite de ricino contiene
acido ricinoleico con propiedades antimicrobianas, su efecto puede ser mas
limitado frente a microorganismos especificos (Valerio et al., 2023).

Por otro lado, los recuentos en UFC/mL (Tabla 5) confirmaron la total
inhibicion del crecimiento bacteriano en el tratamiento con orégano al 0,50% (T4),
reafirmando la potencia antimicrobiana de este aceite esencial cuando se emplea
en concentraciones relativamente altas (Lesly Grande et al., 2023). El coeficiente
de variacion (CV) moderado (13,29%) respalda la consistencia de dichos
resultados.

Finalmente, la falta de significancia estadistica en la reduccion de colonias a
24 y 48 horas (Tablas 6 y 7) evidencia que, si bien los aceites esenciales ejercen
una accién antimicrobiana, la variabilidad en la eficacia a lo largo del tiempo no
difirio lo suficiente entre los tratamientos como para considerarse significativa. Este
fendmeno puede atribuirse a la estabilidad de los compuestos bioactivos y/o a la
adaptacion de las poblaciones bacterianas bajo las condiciones del ensayo (Esther
et al., 2017).

Los resultados confirman la importancia de profundizar en estudios que
evaluen factores como la sinergia entre distintos aceites, la interaccion con matrices
alimentarias y las variaciones en la sensibilidad microbiana. Ademas, la variabilidad
de los coeficientes de variacion (entre 13 y 34%) sugiere la necesidad de un mayor
control experimental y de la estandarizacion en la preparacion de los aceites. Aun
asi, se puede concluir que el orégano se vislumbra como un excelente candidato

para aplicaciones antimicrobianas, seguido del neem, mientras que el ricino
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presenta una actividad mas limitada bajo las condiciones especificas de este

estudio.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El aceite esencial de orégano requiere menores concentraciones para inhibir
el crecimiento de E. coli en queso fresco, en comparacion con los aceites de
neem y ricino.

El tratamiento con aceite de orégano disminuye significativamente la
viabilidad de E. coli, reduciendo su actividad metabdlica y, por ende, su
capacidad de proliferacion en el queso fresco.

La actividad del aceite de orégano sugiere que podria ser una alternativa
natural viable para el control de E. coli en productos lacteos. Estudios previos
han mostrado que ciertos aceites esenciales pueden compararse

favorablemente con antibidticos en términos de actividad antimicrobiana

6.2 Recomendaciones

Se recomienda considerar el uso de aceite esencial de orégano como
conservante natural en la produccién de queso fresco, debido a su eficacia
antimicrobiana contra E. coli.

Es importante evaluar el impacto organoléptico del aceite de orégano en el
producto final para asegurar la aceptacién del consumidor.

Se sugiere realizar estudios comparativos con antibiéticos convencionales y
explorar combinaciones de aceites esenciales para determinar posibles

efectos sinérgicos en la inhibicién de patdgenos.
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Anexo 1. ANAVA de la Concentracion Minima Inhibitoria
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CMI

Variable N R2 R? Aj CVv
CMI 36 0,31 0,00 93,30

CMI

Variable N R2 R2? A3 CV
CMI 36 0,31 0,00 93,30

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 18374,31 11 1670,39 0,99 10,4858
tipo de Aceite esencial 7620,06 2 3810,03 2,25 0,1275
Concentracidén (% v/v) 709,42 3 236,47 0,14 0,9354
tipo de Aceite esencial*Co.. 10044,83 6 1674,14 0,99 10,4558
Error 40698,00 24 1695,75
Total 59072,31 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=41,98303
Error: 1695,7500 gl: 24
tipo de Aceite esencial Medias n E.E.

Ricino 57,17 12 11,89 A
Orégano 51,42 12 11,89 A
Neem 23,83 12 11,89 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=53,55065
Error: 1695,7500 gl: 24
Concentracidédn (% v/v) Medias n E.E.

0,01 50,33 9 13,73 A
0,25 45,00 9 13,73 A
0,10 43,33 9 13,73 A
0,50 37,89 9 13,73 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=121,23174
Error: 1695,7500 gl: 24

tipo de Aceite esencial Concentracién (% v/v) Medias n E.E.

Orégano 0,01 86,00 3 23,77
Ricino 0,10 80,00 3 23,77
Orégano 0,25 65,67 3 23,77
Ricino 0,01 50,00 3 23,77
Ricino 0,25 49,67 3 23,77
Ricino 0,50 49,00 3 23,77
Orégano 0,50 34,67 3 23,77
Neem 0,10 30,67 3 23,77
Neem 0,50 30,00 3 23,77
Neem 0,25 19,67 3 23,77
Orégano 0,10 19,33 3 23,77
Neem 0,01 15,00 3 23,77

b B i A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)




CMI TRANSFORMADO

Variable N R? R? Aj

Cv

CMI TRA 36 0,43 0,17 19,51

Cuadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,57 11 0,14 1,64 0,1514
tipo de Aceite esencial 0,57 2 0,28 3,24 0,0567
Concentracidn (% v/v) 0,07 3 0,02 0,28 10,8422
tipo de Aceite esencial*Co.. 0,93 6 0,16 1,78 0,1457
Error 2,10 24 0,009
Total 3,67 35
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,30152
Error: 0,0875 gl: 24
tipo de Aceite esencial Medias n E.E.
Ricino 1,65 12 0,09 A
Orégano 1,56 12 0,09 A
Neem 1,35 12 0,09 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,38460

Error: 0,0875 gl: 24

Concentracidén (% v/v) Medias n E.E.

0,25 1,56 9 0,10 A
0,10 1,55 9 0,10 A
0,50 1,51 9 0,10 A
0,01 1,44 9 0,10 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,87069

Error: 0,0875 gl: 24

tipo de Aceite esencial Concentracién (% v/v) Medias n E.E.
Ricino 0,10 1,90 3 0,17
Orégano 0,25 1,74 3 0,17
Orégano 0,01 1,70 3 0,17
Ricino 0,25 1,69 3 0,17
Orégano 0,50 1,54 3 0,17
Ricino 0,50 1,52 3 0,17
Neem 0,10 1,49 3 0,17
Neem 0,50 1,47 3 0,17
Ricino 0,01 1,47 3 0,17
Neem 0,25 1,26 3 0,17
Orégano 0,10 1,25 3 0,17
Neem 0,01 1,17 3 0,17

i A I S

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Variable

Recuento de colonias (UFC/q)

N R2 R2 Aj CV

Recuento de colonias

(UFC/ ..

36 0,76 0,65 29,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 367621,67 11 33420,15 6,92 <0,0001
tipo de Aceite esencial 51963,50 2 25981,75 5,38 0,0118
Concentracidn (% v/v) 90157,67 3 30052,56 6,22 0,0028
tipo de Aceite esencial*Co.. 225500,50 6 37583,42 7,78 00,0001

Error
Total

115943,33 24
483565,00 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=70,86146

Error: 4830,9722 gl:

24

tipo de Aceite esencial Medias n E.E.

Ricino
Neem
Orégano

275,75 12 20,06 A

240,25

183,50 12 20,06

4830, 97

12 20,06 A B

B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=90,38599

Error: 4830,9722 gl:

24

Concentracidédn (% v/v) Medias n E.E.
0,10 279,89 9 23,17 A
0,25 275,67 9 23,17 A
0,50 220,56 9 23,17 A
0,01 156,56 9 23,17

B
B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=204,62218

Error: 4830,9722 gl: 24

tipo de Aceite esencial Concentracién (% v/v) Medias n E.E.
Ricino 0,25 461,67 3 40,13
Ricino 0,10 346,00 3 40,13
Neem 0,10 341,33 3 40,13
Neem 0,50 286,33 3 40,13
Orégano 0,01 232,33 3 40,13
Neem 0,25 202,00 3 40,13
Ricino 0,50 189,33 3 40,13
Orégano 0,50 186,00 3 40,13
Orégano 0,25 163,33 3 40,13
Orégano 0,10 152,33 3 40,13
Neem 0,01 131,33 3 40,13
Ricino 0,01 106,00 3 40,13

b

000w wowowww

OHONOEONONONONONS

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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DIAMETRO DE INHIBICION

Variable N R?2 R? Aj CV
DIAMETRO DE INHIBICION 36 0,71 0,58 27,96

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 95,00 11 8,64 5,45 10,0003
tipo de Aceite esencial 80,17 2 40,08 25,32 <0,0001
Concentracidn (% v/v) 9,89 3 3,30 2,08 10,1292
tipo de Aceite esencial*Co.. 4,94 ¢ 0,82 0,52 0,7870
Error 38,00 24 1,58
Total 133,00 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,28286
Error: 1,5833 gl: 24
tipo de Aceite esencial Medias n E.E.

Orégano 6,58 12 0,36 A
Ricino 3,75 12 0,306 B
Neem 3,17 12 0,36 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,63633
Error: 1,5833 gl: 24
Concentracidén (% v/v) Medias n E.E.

0,01 5,33 9 0,42 A
0,25 4,56 9 0,42 A
0,50 4,11 9 0,42 A
0,10 4,00 9 0,42 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,70443
Error: 1,5833 gl: 24

tipo de Aceite esencial Concentracién (% v/v) Medias n E.E.

Orégano 0,01 7,00 3 0,73 A

Orégano 0,25 6,67 3 0,73 A B
Orégano 0,10 6,33 30,73 A B C
Orégano 0,50 6,33 30,73 A B C
Neem 0,01 4,67 30,73 A B C D
Ricino 0,25 4,33 30,73 A B C D
Ricino 0,01 4,33 3 0,73 A B C D
Ricino 0,10 3,33 30,733A B C D
Ricino 0,50 3,00 30,73 B C D
Neem 0,50 3,00 30,73 B C D
Neem 0,25 2,67 30,73 C D
Neem 0,10 2,33 30,73 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 4. ANAVA de los resultados de la reduccién logaritmica a las 24 y 48

horas

Log red 24h

Variable N R?

R2 Aj

Cv

Log red 24h 36 0,25

0,00 183,52

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2776334,08 11 252394,01 0,72 0,7069
tipo de Aceite esencial 916465,50 2 458232,75 1,31 0,2880
Concentracidén (% v/v) 652156,75 3 217385,58 0,62 00,6075
tipo de Aceite esencial*Co.. 1207711,83 6 201285,31 0,58 0,7455
Error 8385234,67 24 349384,78
Total 11161568,75 35

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=602,62180
Error: 349384,7778 gl: 24

tipo de Aceite esencial Medias n E.E.

Ricino 530,08 12 170,63 A
Neem 293,83 12 170,63 A
Orégano 142,33 12 170,63 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=768,66277

Error: 349384,7778 gl: 24

Concentracidén (% v/v) Medias n E.E.
0,25 476,67 9 197,03 A
0,50 435,00 9 197,03 A
0,10 192,67 9 197,03 A
0,01 184,00 9 197,03 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1740,15298

Error: 349384,7778 gl: 24

tipo de Aceite esencial Concentracién (% v/v) Medias n E.E.
Ricino 0,50 894,00 3 341,26 A
Neem 0,25 845,33 3 341,26 A
Ricino 0,01 455,00 3 341,26 A
Ricino 0,25 443,67 3 341,26 A
Ricino 0,10 327,67 3 341,26 A
Orégano 0,50 250,00 3 341,26 A
Neem 0,50 161,00 3 341,26 A
Orégano 0,10 142,33 3 341,26 A
Orégano 0,25 141,00 3 341,26 A
Neem 0,10 108,00 3 341,26 A
Neem 0,01 61,00 3 341,26 A
Orégano 0,01 36,00 3 341,26 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

LOG 24 TRANSFORMADO

Variable N R?
LOG 24 TRA 36 0,38

Rz Aj CV
0,09 27,60




Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5,09 11 0,46 1,33 0,2689
tipo de Aceite esencial 2,59 21,29 3,71 10,0394
Concentracidn (% v/v) 1,56 3 0,52 1,49 0,2427
tipo de Aceite esencial*Co.. 0,95 6 0,16 0,45 10,8353
Error 8,36 24 0,35
Total 13,45 35
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,60183
Error: 0,3485 gl: 24
tipo de Aceite esencial Medias n E.E.
Ricino 2,51 12 0,17 A
Neem 2,01 12 0,17 A B
Orégano 1,90 12 0,17 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,76766

Error: 0,3485 gl: 24

Concentracidédn (% v/v) Medias n E.E.

0,50
0,25
0,10
0,01

2,36
2,30
2,05
1,84

0,20
0,20
0,20
9 0,20

O O O

A
A
A

A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,73787

Error: 0,3485 gl: 24

tipo de Aceite esencial Concentracién (% v/v) Medias n E.E.
Ricino 0,25 2,65 3 0,34 A
Ricino 0,50 2,49 3 0,34 A
Ricino 0,10 2,46 3 0,34 A
Ricino 0,01 2,44 3 0,34 A
Orégano 0,50 2,41 3 0,34 A
Neem 0,25 2,32 30,34 A
Neem 0,50 2,19 3 0,34 A
Orégano 0,25 1,93 3 0,34 A
Orégano 0,10 1,90 3 0,34 A
Neem 0,10 1,81 3 0,34 A
Neem 0,01 1,72 3 0,34 A
Orégano 0,01 1,36 3 0,34 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Log reduccién a 48h

Variable N R? R? Aj Cv
Log reduccidén a 48h 36 0,25 0,00 181,70
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo
tipo de Aceite esencial
Concentracidén (% v/v)

tipo de Aceite esencial*Co..

Error
Total

2388436,22 11
628153,56 2
585901,56 3

1174381,11 6

7253112,67 24

9641548,89 35

217130,57 0,72 0,7103
314076,78 1,04 0,3691
195300,52 0,65 0,5929
195730,19 0,65 0,6915

302213,03
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=560,4
Error: 302213,0278 gl: 24
tipo de Aceite esencial Medias

6622

n

E.E.

Ricino 473,83
Neem 281,50
Orégano 152,33

12 158,70 A
12 158,70 A
12 158,70 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=714,8
Error: 302213,0278 gl: 24

9202

Concentracidédn (% v/v) Medias n E.E.

0,50 440,22 9 183,25
0,25 418,22 9 183,25
0,01 194,33 9 183,25
0,10 157,44 9 183,25

A
A
A

A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1618,42296

Error: 302213,0278 gl: 24

tipo de Aceite esencial Concentracidén (% v/v) Medias n E.E.

Ricino 0,50 905,00 3 317,39
Neem 0,25 745,00 3 317,39
Ricino 0,01 411,67 3 317,39
Ricino 0,25 387,67 3 317,39
Orégano 0,50 269,33 3 317,39
Ricino 0,10 191,00 3 317,39
Orégano 0,10 153,67 3 317,39
Neem 0,50 146,33 3 317,39
Neem 0,10 127,67 3 317,39
Orégano 0,25 122,00 3 317,39
Neem 0,01 107,00 3 317,39
Orégano 0,01 64,33 3 317,39

bt B B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

LOG 48 TRANSFORMADO

Variable N R? R? Aj CV
LOG 48 TRA 36 0,24 0,00 26,84

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2,59 11 0,24 0,71 10,7218
tipo de Aceite esencial 1,30 2 0,65 1,95 0,1642
Concentracidén (% v/v) 0,68 3 0,23 0,68 0,5709
tipo de Aceite esencial*Co.. 0,60 6 0,10 0,30 0,9300
Error 8,01 24 0,33
Total 10,60 35
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,58905
Error: 0,3338 gl: 24
tipo de Aceite esencial Medias n E.E.
Ricino 2,42 12 0,17 A
Orégano 2,05 12 0,17 A
Neem 1,99 12 0,17 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,75135

Error: 0,3338 gl: 24

Concentracidédn (% v/v) Medias n E.E.

0,50 2,39 9 0,19 A
0,25 2,09 9 0,19 A
0,10 2,09 9 0,19 A
0,01 2,04 9 0,19 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,70097

Error: 0,3338 gl: 24

tipo de Aceite esencial Concentracidn Medias n E.E.
Ricino 0,50 2,61 3 0,33
Ricino 0,25 2,59 3 0,33
Orégano 0,50 2,45 3 0,33
Ricino 0,01 2,31 3 0,33
Ricino 0,10 2,17 3 0,33
Neem 0,50 2,11 3 0,33
Orégano 0,10 2,10 3 0,33
Neem 0,10 2,01 3 0,33
Neem 0,01 1,97 3 0,33
Neem 0,25 1,87 3 0,33
Orégano 0,01 1,83 3 0,33
Orégano 0,25 1,82 3 0,33

pi i i S Tl i i

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tabla 8. Base de datos de resultados de Concentracion Minima Inhibitoria CMI originales y datos transformados y Recuento
de colonias (UFC/qg)

Tratamiento tipo de Aceite Concentraciéon Repeticiéon Cwmi CMI TRA/* Recuento de colonias
esencial (% viv) (UFC/q)
T Orégano 0,01 1 209 2,32 187
T Orégano 0,01 2 28 1,45 235
T Orégano 0,01 3 21 1,32 275
T2 Orégano 0,1 1 28 1,45 191
T2 Orégano 0,1 2 20 1,30 80
T2 Orégano 0,1 3 10 1,00 186
T3 Orégano 0,25 1 125 2,10 122
T3 Orégano 0,25 2 37 1,57 189
T3 Orégano 0,25 3 35 1,54 179
T4 Orégano 0,5 1 32 1,51 186
T4 Orégano 0,5 2 36 1,56 194
T4 Orégano 0,5 3 36 1,56 178
T5 Neem 0,01 1 16 1,20 147
T5 Neem 0,01 2 11 1,04 111
T5 Neem 0,01 3 18 1,26 136
T6 Neem 0,1 1 33 1,52 374
T6 Neem 0,1 2 29 1,46 320
T6 Neem 0,1 3 30 1,48 330
T7 Neem 0,25 1 16 1,20 186
T7 Neem 0,25 2 31 1,49 272
T7 Neem 0,25 3 12 1,08 148
T8 Neem 0,5 1 24 1,38 272
T8 Neem 0,5 2 34 1,53 253
T8 Neem 0,5 3 32 1,51 334
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T9

T9

T9

T10
T10
T10
T11
T11
T11
T12
T12
T12

Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino

0,01
0,01
0,01
0,1
0,1
0,1
0,25
0,25
0,25
0,5
0,5
0,5

WIN-_2OLON_2ON_2LODN -~

121
15
14
90
72
78
44
58
47
101
10
36

2,08
1,18
1,15
1,95
1,86
1,89
1,64
1,76
1,67
2,00
1,00
1,56

112
92
114
237
228
573
450
447
488
182
127
259

[*Datos transformados (Log10)
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Tabla 9.Base de datos de resultados de Diametro de Inhibicion (mm), Log reduccién a 24 horas, datos transformados, Log

reduccion a 48 horas y datos transformados (Log UFC/g)

tipo de ., DIAMETRO Lo Lo
Tratamiento Ae:eite Contientracmn Repeticién DE reducgién LOG 2*4 reducgic’)n LOG 4*8

esencial (% viv) INHIBICION  a 24h TRA/ a4sh  'RA
T1 Orégano 0,01 1 9 108 2,07 52 1,79
T1 Orégano 0,01 2 5 0 1,00 107 2,07
T1 Orégano 0,01 3 7 0 1,00 34 1,64
T2 Orégano 0,1 1 6 187 2,29 227 2,37
T2 Orégano 0,1 2 6 0 1,00 29 1,59
T2 Orégano 0,1 3 7 240 2,40 205 2,33
T3 Orégano 0,25 1 6 3 1,11 0 1,00
T3 Orégano 0,25 2 6 248 2,41 277 2,46
T3 Orégano 0,25 3 8 172 2,26 89 2,00
T4 Orégano 0,5 1 7 181 2,28 298 2,49
T4 Orégano 0,5 2 7 293 2,48 240 2,40
T4 Orégano 0,5 3 5 276 2,46 270 2,45
T5 Neem 0,01 1 6 4 1,15 38 1,68
T5 Neem 0,01 2 4 87 1,99 223 2,37
T5 Neem 0,01 3 4 92 2,01 60 1,85
T6 Neem 0,1 1 3 105 2,06 57 1,83
T6 Neem 0,1 2 3 0 1,00 45 1,74
T6 Neem 0,1 3 1 219 2,36 281 2,46
T7 Neem 0,25 1 2 45 1,74 8 1,26
T7 Neem 0,25 2 3 2434 3,39 2227 3,35
T7 Neem 0,25 3 3 57 1,83 0 1,00
T8 Neem 0,5 1 2 255 2,42 205 2,33




T8
T8
T9
T9
T9
T10
T10
T10
T11
T11
T11
T12
T12
T12

Neem
Neem
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino
Ricino

0,5
0,5
0,01
0,01
0,01
0,1
0,1
0,1
0,25
0,25
0,25
0,5
0,5
0,5

WN-_2OLON_2ON_L2WODN~2OLODN

AR 2 bhROoOOOWWPr,owOoar~rbdbDNDO

75
153
1088
87
190
230
155
598
400
508
423
129
78
2475

1,93
2,21
3,04
1,99
2,30
2,38
2,22
2,78
2,61
2,71
2,64
2,14
1,94
3,40

39
195
1033
35
167
76
80
417
313
367
483
281
87
2347

1,69
2,31
3,02
1,65
2,25
1,93
1,95
2,63
2,51
2,58
2,69
2,46
1,99
3,37

[*Datos transformados Log10(n+10)
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Figura 2. La autora esta realizando la medicién y
preparacion de los medios de cultivos
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L

Figura 3. Imagenes de los aceites esenciales de neem, ricino y orégano.

Figura 4. Soluciones de cultivo principales inoculadas con la cepa de E. coli
y las muestras de queso
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Figura 5. La autora preparando los materiales para sembrar
en el ensayo

Figura 6. Realizando la inoculaciéon a partir de una placa con
colonias de E. coli en placas de Petri con Mc Conkey Agar



Figura 7. Realizando la inoculaciéon a partir de una placa con
colonias de E. coli en placas de Petri con Mc Conkey Agar

Figura 8. La autora realiza la medicion del halo de inhibicion
presente en la placa de cultivo, utilizando el calibrador
milimétrico.
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Figura 9. Cajas de Petri con medio Mc Conkey con los discos
impregnados de aceites esenciales

Figura 10. Cajas de Petri con las siembras y realizando el
control bacteriano
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