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                                                                                                                           Resumen 

RESUMEN 

 

       Listeria monocytogenes y E. coli O157:H7 son microorganismos patógenos de gran 

preocupación en la industria láctea debido a que en los últimos años se han producido 

numerosos brotes de enfermedades asociados al consumo de productos lácteos, 

incluyendo la leche pasteurizada. La necesidad de buscar alternativas naturales a los 

aditivos químicos ha potenciado los estudios sobre la actividad antimicrobiana de los de 

los aceites esenciales de plantas (AEs). En este estudio se determinó la Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración No Inhibitoria (CNI) en Caldo Tripticasa 

de Soja (CTS) de los AEs de clavo, hojas de canela y corteza de canela, así como de los 

compuestos puros eugenol, cinamaldehido y vainillina frente a L. monocytogenes Scott 

A y E. coli O157:H7 mediante el modelado de la curva dosis-respuesta obtenida al 

graficar  las áreas fraccionadas frente a la concentración de antimicrobiano, a pH 6 y 7.. 

También se determinaron las Concentraciones Parcialmente Inhibitorias (CPIs) y las 

Concentraciones Mínimas Bactericidas (CMBs). La actividad de las combinaciones de 

antimicrobianos se determinó mediante el método del tablero de ajedrez, que permitió 

obtener la Concentración Fraccionada Inhibitoria de la mezclas (indice CFI), y la 

construcción de los isobologramas correspondientes. La actividad de la vainillina y de 

los aceites esenciales (AEs) y sus combinaciones se determinó en leche de vaca 

pasteurizada entera, semidesnatada y desnatada, almacenada a 7 ºC y 35 ºC. Por último 

se estudió la resistencia térmica de L. monocytogenes Scott A en leche semidescremada 

calentada a 55 ºC, 58 ºC, 60 ºC y 62 ºC con 900, 1400 y 1800 ppm de vainillina. Dos 

modelos matemáticos se usaron para ajustar los datos obtenidos: el 

modelo“shoulder+log-linear”de Geeraerd y el modelo Weibull. Los ensayos en CTS 

demostraron que  E. coli 157:H7 fue más resistente a los AEs de corteza de canela, 

hojas de canela y clavo que L. monocytogenes mientras que  la vainillina y el 

cinamaldehido mostraron una actividad antimicrobiana similar frente a los dos 

microorganismos. El antimicrobiano con mayor actividad inhibitoria frente a L. 

monocytogenes fue el AE de corteza de canela seguido por el AE de clavo, 

cinamaldehido, AE de hojas de canela, eugenol y la vainillina. El antimicrobiano con 

mayor actividad inhibitoria frente a E. coli O 157:H7 fue el cinamaldehido, seguido por 

AE de corteza de canela, eugenol, AE de clavo, AE de hojas de canela y la vainillina. 

Los antimicrobianos con mayor actividad bactericida frente a L. monocytogenes fueron 

el AE clavo seguidos por el eugenol y hojas de canela, AE de corteza de canela, 
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cinamaldehido y vainillina. Frente a E. coli O157:H7 la mayor actividad bactericida la 

presentaron el eugenol, AE de clavo y AE de hojas de canela, seguidos por 

cinamaldehido, AE de corteza de canela. y vainillina. Las combinaciones de los AES 

ensayadas en CTS fueron  aditivas para L .monocytogenes Scott A. Frente a E. coli 

O157:H7 las combinaciones con AE de  hojas de canela y AE de clavo fueron aditivas,  

con corteza de canela fueron indiferentes y con vainilla fueron sinérgicas. En la leche de 

vaca semidescremada el AE de corteza de canela fue el antimicrobiano más efectivo 

frente a los dos microorganismos evaluados, seguidos de los AES de clavo y hojas de 

canela. La temperatura de incubación no afectó a la CMB pero la CMI sufrió un 

descenso a 7 ºC, lo cual se puede atribuir al aumento de ácidos grasos insaturados que 

modulan la fluidez de la membrana, lo cual facilitaría el efecto perturbador de los AES. 

La grasa de la leche redujo significativamente la actividad antimicrobiana de todos los 

compuestos debido su efecto protector sobre los microorganismos. Los AES de canela, 

clavo y vainillina incrementaron su actividad antimicrobiana en las mezclas, logrando 

disminuir las concentraciones necesarias para conseguir la inhibición de los 

microorganismos diana en la leche. La incorporación de vainillina en la leche 

incrementó la tasa de muerte y disminuyó el tiempo de latencia, de las curvas de 

destrucción térmica de L. monocytogenes en leche, efecto que fue más evidente a las 

temperaturas más bajas. .Estos resultados sugieren que el uso de concentraciones sub-

inhibitorias de vainillina en leche semidescremada favorecen la inactivación térmica de 

L. monocytogenes. 

 

 



                                                                                                                                    Abstract 

ABSTRACT 

 

Among food-borne pathogens, Listeria monocytogenes and Escherichia coli O 157:H7 

are a great safety concern for the dairy industry because in the last decades several 

loutbreaks have been associated with the consumption of dairy products including 

pasteurized milk. The growing demand of consumers for safe and natural products, without 

chemical preservatives has increased the investigations to assess the antimicrobial activity of 

the essential oils of plants (EOs). In this study the antimicrobial activity of clove EO, 

cinnamon leaves EO and cinnamon bark EO, eugenol, cinnamldehyde and vanillin was 

determined in Trypticase Soy Broth (TBS) against L. monocytogenes Scott A y Escherichia 

coli O157:H7. The MIC (Minimal Inhibitory Concentration) and the NIC (Non Inhibitory 

Concentration) values were obtained by modeling the dose response curve based on 

fractional areas against the antimicrobial concentration at pH 6 and 7. Partlially Inhibitory 

Concentrations (PICs) and Minimum Bactericidal Concentrations (MBCs) were also 

determined. The FICs (Fractional Inhibitory Concentrations) index of mixtures of 

antimicrobials was establised by the checkerboard method and the corresponding 

isobolograms. The activity of the antimicrobials and their combinations was determined in 

pasteurized whole, semiskim and skim cow’s milk storaged at 7 °C and 35 °C. Finally, the 

heat resistance of L. monocytogenes Scott A in semiskim pasteurized cow’s milk heated to 

moderate temperatures (55, 58, 60 and 62°C) with different levels of vanillin (900, 1400 and 

1800 ppm) was studied. Two models were used to fit the data: the “shoulder+log-linear” 

model and the Weibull model. 

The highest inhibitory activity against L. monocytogenes was exhibited by cinnamon 

bark EO, followed byclove EO, cinnamon leaves EO, eugenol and vainillin. The highest 

inhibitory activity againts E. coli O 157H was exhibited by cinamaldehyde followed by 

cinnamon bark EO, eugenol, clove EO, cinnamon leaves EO and vainillin. The pH did not 

affect the MICs and CNIs values. The highest antimicrobial activity against L. 

monocytogenes Scott A was exhibited by clove EO, followed by eugenol, cinnamon leaves 

EO, cinnamon bark EO, cinamaldehyde, and vainillin. The highest bactericidal activity 

against E. coli O157:H7 was exhibited by clove EO followed by eugenol and cinnamon 

leaves EO, cinamaldehyde, cinnamon bark EO and vainillin.  Mixtures of the EOs were 

additive for L. monocytogenes Scott A, but for E. coli O157:H7 mixtures with cinnamon 

bark EO were indifferent and with vanillin were synergistic. The antimicrobial with the 
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highest antimicrobial activity in semiskim cow’s milk was cinnamon bark EO, followed by 

clove EO, cinnamon leaves EO and vainillin.The incubation temperatures did not affect the 

CMBs but the CMIs were lower at 7 ºC for both microorganisms. This effect is attributed to 

the increase of unsaturated fatty acids at low temperature that modulate the membrane 

fluidity, which would facilitate the disruptive effect of EOs. Milk fat significantly reduced 

the antimicrobial activity of all compounds. Vanillin and cinnamon bark, cinnamon leaves 

and clove EOS mixtures enhaced the activity of the individual components, reducing the 

antimicrobial concentration required for inhibition of the target microorganisms in milk. 

Vanillin increased the death rate and reduced the shoulder length of the thermal destruction 

curves of L. monocytogenes in milk, effect that was more evident when lower temperatures 

were used. In general, the results suggest that the use of sub-inhibitory concentrations of 

vanillin could be used to enhance the inactivation of L. monocytogenes Scott A in semiskim 

milk. 
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO 

 

      La industria de la leche líquida ha llevado a cabo numerosos avances 

tecnológicos para competir con otras bebidas y mantener su cuota de mercado en los 

últimos 25 años. Los principales desarrollos se han dirigido principalmente al aumento 

de la capacidad de producción, mejora de la higiene y al desarrollo de nuevos productos. 

Actualmente las bebidas combinadas basádas en leche y zumos de frutas, leches 

suplementadas con ingredientes funcionales o con nuevos sabores y texturas  en envases 

más convenientes para el consumidor son una muestra de las innovaciones del sector 

lácteo (Alegría y col., 2012; Salvia-Trujillo y col., 2011; Zulueta y col., 2007). 

 

      A pesar del profundo conocimiento acerca de los patógenos transmitidos por 

los alimentos y de los mecanismos involucrados en su transmisión, garantizar la 

seguridad de los productos lácteos y en particular de leche procesada para el consumo 

humano aún constituye un reto, debido en parte a la naturaleza cambiante de los 

patógenos y por lo tanto su control dentro de la cadena de producción y procesamiento 

(Olivier y col., 2009; Gsreddew y col., 2012). La leche cruda y en menor porcentaje la 

leche pasteurizada han sido vehículo de varios de los brotes transmitidos por los 

alimentos en los últimos años. Así por ejemplo desde 1998 hasta el 2010 se produjeron 

en Estados Unidos 86 brotes asociados al consumo de la leche cruda, con 1495 casos y 

3 muertes y 9 brotes por leche pasteurizada con 2.200 casos y 3 muertes (CDCP, 2011).  

 

       La leche cruda es una fuente potencial de microorganismos patógenos, por lo que es 

reconocido que se requiere gran cuidado en su producción, distribución almacenamiento 

y preparación antes del consumo final, ya que la supervivencia de los microorganismos 

patógenos puede llegar a comprometer muy seriamente su inocuidad. Asimismo la 

estabilidad microbiológica, puede verse disminuida debido a la supervivencia y 

crecimiento de los microorganismos alterantes. Listeria monocytogenes ha llegado a 

significar en los últimos años un gran problema de seguridad alimentaria y ha sido 

causa de numerosos brotes por consumo de leche cruda y pasteurizada, debido a que es 

muy tolerante a condiciones ambientales adversas, crece a temperaturas de refrigeración  

y su dosis infectiva puede llegar a ser menor de 1000 células. L monocytogenes se 

elimina a temperaturas de pasteurización, por lo que su presencia en la lecha 



Justificación del trabajo 

 2

pasteurizada se debe a la contaminación postproceso o a un inadecuado tratamiento 

térmico. El consumo de leche contaminada con L. monocytogenes puede representar un  

grave peligro para la salud, especialmente de las personas inmunocomprometidas por lo 

que  la leche pasteurizada se encuentra entre los alimentos valorados con categoriaa de 

riesgo para este microorganismo (FDA/USDA, 2003) 

 

E. coli O157: H7 constituye otro de los microorganismos que ha sido responsable 

de numerosos brotes atribuidos al consumo de productos lácteos y en particular a la 

leche cruda y pasteurizada. La ingesta de alimentos contaminados con este 

microorganismo puede producir colitis hemorrágica, síndrome urémico hemolítico y 

hasta la muerte (Feng y col., 2011). Este microorganismo puede llegar a la leche cruda 

por contaminación fecal de los animales pero es fácilmente eliminado por 

pasteurización, por lo que su presencia en leche pasteurizada se debe a contaminación 

postproceso (Hussein and Sakuma, 2005).  

 

Las técnicas tradicionales de conservación de la leche actúan previniendo el 

crecimiento de los microorganismos (enfriamiento, envasado en atmósferas 

modificadas),  restringiendo su acceso de los mismos a los alimentos (procesamiento y 

envasado aséptico) e inactivandolos (pasteurización, esterilización). Dependiendo de la 

intensidad del tratamiento térmico la leche puede ser pasteurizada en procesos HTST 

con vida útil de aproximadamente 10 días, y leche UHT (Ultra High Temperature) cuya 

distribución se puede realizar a temperatura ambiente y cuya vida útil es de varios 

meses. (Rysstad y Kolstad. 2006). 

 

La necesidad de  extender la vida útil de la leche pasteurizada, y al mismo tiempo  

evitar pérdidas de vitaminas, proteínas, disminuir reacciones de Maillard y mejorar la  

calidad sensorial de la leche UHT y que es causa de rechazo por parte  de una sección 

de los consumidores ha dado lugar al desarrollo de leche ultra pasteurizada de larga vida 

útil (UP-ESL) que presentan una vida útil de alrededor de 4 semanas y al mismo tiempo  

unas características sensoriales similares a la leche pasteurizada. La tecnología de este 

tipo de producto está basada en tratamientos térmicos más suaves que las que se utilizan 

para la leche UHT, combinados con microfiltración y centrifugación, envasado aséptico 

en  salas de llenado ultralimpias y almacenamiento en refrigeración (Rysstad  y Kolstad, 

2006).  
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En la actualidad la inactivación por calor tiende a ser sustituida, al menos 

parcialmente, por técnicas físicas menos drásticas como las altas presiones hidrostáticas, 

pulsos eléctricos, campos eléctricos, microcentrifugación, ultrasonido. Muchas de estas 

tecnologías se están ensayando en combinación con antimicrobianos naturales, 

producidos por microorganismos como las bacteriocinas o con extractos naturales de 

plantas. Existen numerosos estudios que demuestran el potencial de los aceites 

esenciales de las plantas como conservantes naturales, teniendo en cuenta sus 

propiedades antivirales, antibacteriales, antitoxigenicas, antiparasiticas e insecticidas de 

muchos de ellos. (Burt, 2004; Backkali y col., 2008; Tajkarimi y col., 2010;). Sin 

embargo el factor mas importante que limita el uso de los aceites esenciales en la 

conservación de los alimento es que afectan al sabor y en general concentraciones ente 

1-3% pueden causar cambios no deseados en las características organolépticas de los 

alimentos. Este problema se puede remediar por el uso de menos cantidad de AE al 

combinarlo con otros antimicrobianos o con otros métodos de conservación. Existen 

numerosas combinaciones de AEs de plantas que presentan efecto sinérgico y permiten 

obtener idénticos resultados con dosis más bajas que si se utilizaran los aceites por 

separado  (Hyldgaard, 2012; Bassolé, 2012) 

 

       El desarrollo experimentado por las tecnologías de extracción, ha permitido 

identificar recientemente numerosos compuestos hallados en los aceites esenciales de 

especies y plantas aromáticas. Muchos de estos compuestos (fenóles, terpenoides, 

aldehídos) son capaces de controlar el desarrollo de diferentes microorganismos y al 

proceder de especias y plantas aromáticas empleadas habitualmente en la preparación de 

alimentos, se pueden  considerar como aptos para el consumo humano. En la canela y el 

clavo, ya ampliamente usados en la industria alimentaria y de perfumeria por su aroma  

y sabor atractivo, se han encontrado en su mayor proporción aldehído cinàmico y 

eugenol, compuestos estudiados recientemente por sus propiedades antimicrobianas 

(Kamatou, y col. 2012, Ooi y col., 2006., 2005 Smith-Palmer y col., 2001; Hsieh y col., 

2001; Valero y col., 2003). La vainillina es también un aromatizante natural al cual se le 

han reconocido actividades antimicrobianas importantes (Fitzerall y col., 2004; Fitzerall 

y col., 2005). 
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La microbiología predictiva es un área dentro de la microbiología de alimentos, 

que estudia las respuestas de los microorganismos a los factores ambientales (físicos, 

químicos, competencia) a través de funciones matemáticas. Estas funciones  predecir el 

comportamiento de los microorganismos patógenos y de deterioro bajo la combinación 

de diferentes factores. Numerosos modelos matemáticos y aproximaciones estadísticas 

se han usado para  modelar el crecimiento y inactivación microbiana (Barbosa y col., 

1994; Chabra y col, 2002; Geeraerd y col., 2004).  Tradicionalmente la inactivación de 

microorganismos por calor y por procesos combinados (calor, pH y otros compuestos 

con capacidad antimicrobiana) se han  descrito mediante cinéticas de primer orden, 

basándose en el modelo de Bibelow (Stumbo, 1973). Este modelo asume que una 

población de microorganismos sigue una cinética de inactivaciòn logarítmica y en base 

a esta observación, se calcularon los parámetros D y Z, en los que se han basado los 

baremos de esterilización aplicados a estos alimentos durante las últimas  décadas 

(Stumbo, 1973). Sin embargo la inactivación de los microorganismos no puede 

entenderse como una cinética de reacción de primer orden, sino como una distribución 

de frecuencias de sensibilidad o resistencia a factores adversos, entre ellos el 

tratamiento térmico, siendo posible de esta forma describir matemáticamente hombros o 

colas de inactivación, es decir individuos màs resistentes al tratamiento aplicado que el 

resto de la población. Se han propuesto el uso de modelos estocásticos para estudiar el 

comportamiento de microorganismos individuales de una población frente a 

condiciones adversas, como contraposición a los modelos deterministas, que consideran 

a la población uniforme (Van Boekek, 2002). El uso de  nuevos modelos que  ajusten de 

forma mas fielmente los datos de destrucción térmica obtenidos permitiran interpretar 

los resultados de una manera más real  y adecuada para el producto. 
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OBJETIVOS 

 

1 Objetivo principal 

 

Determinación del efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de canela y  

clavo y de los compuestos puros eugenol, cinamaldehido y vainillina sobre  

Listeria monocytogenes y E. coli O157:H7 en CTS en leche de vaca pasteurizada. 

 

2. Objetivos secundarios 

 

2.1. Determinar la actividad de los antimicrobianos en CTS. 

2.2 Determinar el efecto del pH sobre la actividad de los antimicrobianos en CTS. 

2.3 Determinar el efecto de las combinaciones de antimicrobianos sobre su  

actividad en CTS.  

 2.3. Determinar la actividad de los antimicrobianos vegetales en leche de vaca  

 pasteurizada.  

 2.4. Determinar el efecto de las combinaciones de antimicrobianos sobre su  

actividad en leche pateurizada. 

 2.5. Determinar el efecto de la temperatura y de la grasa de la leche sobre la  

actividad de los antimicrobianos.  

 2.6. Determinar el efecto  de la adición de  vainilla sobre la termorresistencia en  

leche de vaca pasteurizada de L.monocytogenes  Scott A  
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1 INTRODUCCION  

 

1.1 Tecnologías emergentes en la conservación de alimentos  

 

La seguridad de los alimentos es un tema de gran preocupación a escala mundial  

debido a que las enfermedades transmitidas por los alimentos sigue siendo una de las 

principales causas de morbilidad y mortalidad. De acuerdo a los datos registrados  por  

la EFSA-ECDP (Autoridad para la Seguridad Alimentaria Europea–Centro Europeo 

para la Prevención de Enfermedades) en Europa se produjeron en 2.012  un total de 

5.648 brotes, con 69.553 casos, 7.125 hospitalizaciones y 93 muertes. En Estados 

Unidos (EEUU), de acuerdo al CDPC (Center of Disease and Prevention Control), se 

registran aproximadamente cada año alrededor de 48 millones de casos, 128.000  

hospitalizaciones y 3.000 muertos. Concretamente en el 2.012, se produjeron un total de 

19.531 infecciones, 4.563 hospitalizaciones y 68 muertes asociadas con consumo de 

alimentos contaminados (CDCP, 2011a), valores que comparados con el periodo 2006-

2008 permanecen sin tendencia a la baja y en algunos casos en incremento (CDCP, 

2011b). Entre los factores que contribuyen a este hecho destaca el aumento de la 

demanda de productos frescos, lo  más parecidos al natural posible y  de alimentos listos 

para el consumo, que son procesados generalmente con tratamientos térmicos más 

suaves pero a la vez presentan mayor facilidad para el crecimiento microbiano. También 

constituye un factor de riesgo importante y el incremento del comercio internacional 

que facilita que los productos procesados en una parte del mundo se consuman en otra 

lo cual demanda alimentos de  mayor vida útil. Esto unido a la aparición de patógenos 

emergentes y reemergentes y al aumento de la resistencia bacteriana hace que la 

conservación de los alimentos sea en la actualidad un reto constante para la industria 

alimentaria (Cheftel, 2011)  

 

La tecnología de obstáculos o barreras, en la cual se usan combinaciones de  

varios factores (pH, temperatura, aw, aditivos) para garantizar la estabilidad 

microbiológica y sensorial de los alimentos es la base del procesamiento de muchos de 

los alimentos que se consumen en la actualidad. La base de esta tecnología consiste en 

la posibilidad de usar sinérgicamente obstáculos que presenten diferente dianas 

moleculares dentro de la celula microbiana, y  destruyan la homeostasis metabólica más 
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efectiva. El efecto que se logra en la conservación de alimentos por la acción combinada 

de los llamados obstáculos fue introducida por Leisteer en 1978 y ha sido 

universalmente reconocida y utilizada para ilustrar las combinaciones complejas que se 

producen en los alimentos. El resultado final no es necesariamente una secuencia de 

efectos, sino que el concepto bien entendido incluye una combinación de técnicas de 

conservación que abarcan efectos secuenciales y también paralelos. Este efecto de 

obstáculo sirve no sólo para mejorar la inocuidad del alimento sino también para 

mejorar su calidad sensorial y nutricional, en definitiva la calidad total, al disminuir la 

intensidad de los tratamientos aplicuados. Así por ejemplo, los productos mínimamente 

procesados dentro de los cuales se pueden ver cada vez un número y variedad  mayor en 

el mercado, utilizan nuevas técnicas de envase y de procesamiento basadas en esta 

tecnología,  y están en su mayor parte especialmente diseñadas  para aumentar la vida 

útil por periodos prolongados de tiempo con la mínima pérdida de propiedades 

sensoriales y nutritivas (Leistner, 2000). Por ejemplo, muchos de estos alimentos se 

procesan mediante tratamiento térmicos suaves y se mantienen a temperaturas de 

refrigeración, para garantizar su conservación. 

 

 Entre las tecnologías emergentes que emplean tratamientos térmicas más suaves 

se encuentra el calentamiento ohmico, que consiste en hacer pasar una corriente 

eléctrica a través del alimento con una alta resistencia a la conductividad, las ondas de 

radiofrecuencia y/o microondas, que producen oscilaciones muy rápidas de moléculas 

de agua que producen fricción y en consecuencia calor, DIC o descompresión 

instantánea controlada, tecnología mediante la cual los microorganismos son eliminados 

por procedimientos térmicos y mecánicos,  y por último por rayos infrarrojos (Hugas y 

col., 2000). Entre las tecnologías no térmicas se encuentran los pulsos eléctricos, las 

altas presiones o el ultrasonido (Pereira y Vicente, 2010). La aplicación de nuevos 

tratamientos térmicos más suaves o no térmicos, solos o en combinación con 

antimicrobianos, supone una alternativa para la conservación de los alimentos y 

constituye una de las áreas de mayor desarrollo en  los últimos años, con las que se 

pretende sustituir al menos Parcialmente los tratamientos térmicos convencionales.  

 

El excesivo uso de  los conservantes de síntesis química, muchos de los cuales son 

sospechosos por su potencial carcinogénico o por su toxicidad residual, ha generado 

mucha presión sobre los productores de alimentos  para eliminarlos completamente de 



Introducción 

 9

sus productos ha llevado a adoptar alternativas que el consumidor entienda como 

naturales. Esto último unido a que existe la necesidad de reducir el uso de antibióticos,  

disminuir al mismo tiempo la resistencia a los mismos, y reforzar el sistema inmune en 

los humanos hace que los retos en la industria de los alimentos sea cada vez más grande 

y que los antimicrobianos naturales estén siendo  cada vez más estudiados,  recibiendo 

gran atención por parte de los investigadores. 

 

En particular, la industria de bebidas pasteurizadas (leche, zumos de frutas, 

derivados lácteos) está actualmente desarrollando nuevas tecnologías para la 

elaboración de productos basadas en procesamientos no térmicos o en  tratamientos  

térmicos  menos drásticos para evitar pérdidas de vitaminas, proteínas, disminuir 

reacciones de Maillard y mejorar su calidad sensorial (Vassanta y Yu, 2012; Caminitti y 

col., 2011; Belleti y col., 2010; Corbo y col., 2009). Es reconocido que estos productos 

requieren gran cuidado en su producción, distribución almacenamiento y preparación 

antes del consumo final, ya que la supervivencia de los microorganismos patógenos 

puede llegar a comprometer muy seriamente su inocuidad. Asimismo la estabilidad 

microbiológica, puede verse disminuida debido a la supervivencia y crecimiento de los 

microorganismos alterantes. 

 

 Por este motivo en los últimos años las investigaciones se han dirigido  

fundamentalmente al estudio de combinaciones de tecnologías menos drásticas con 

antimicrobianos naturales,  por ejemplo Mosqueda-Melgar y col., 2008 demostraron que 

el uso combinado de aceite de hojas de canela y pulsos eléctricos ejercen un efecto 

sinérgico y aditivo en zumos de frutas frente a Salmonella enteritidis o E. coli O157: 

H7. Knight y McKellar, 2007 encontraron que aceites esenciales como la canela y el 

clavo en combinación con tratamientos térmicos suaves disminuyeron en 5 ciclos 

logarítmicos el valor D en Escherichia coli O157:H7 en sidra de manzana. El uso 

combinado  de ácido cítrico o de AE de corteza de canela, seguido de un tratamiento de 

alta intensidad en campos eléctricos, consiguió la pasteurización en zumo de tomate. 

Zhao y Source, 2008, encontraron que el empleo de aceites esenciales en zumo de fresa 

unido a un proceso de congelación y descongelación tenía efecto antimicrobiano E. coli 

O157:H7 y Salmonella enterica. Char y col. (2009) y Char y col.(2010) consiguieron 

exitosamente disminuir la población de L. inocua en zumo naranja mediante la 

combinación de tratamientos térmicos suaves y la adicción de vainillina y citral 
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respectivamente. Martin-Diana y col., (2009) estudiaron el efecto antimicrobiano y 

antioxidante del chitosano incorporado en zumo de naranja para extender la vida útil 

como una alternativa a la pasteurización.  

 

 

1.2  Microbiología predictiva en tecnología de alimentos  

 

La microbiología predictiva es un área dentro de la microbiología de alimentos, 

que estudia las respuestas de los microorganismos a los factores ambientales (físicos, 

químicos, competencia) a través de funciones matemáticas. Estas funciones permiten a 

los investigadores predecir el comportamiento de los microorganismos patógenos  y de 

deterioro bajo la combinación de diferentes factores. 

 

Los modelos predictivos permiten: 

 

� Predecir la seguridad de los alimentos ya que permiten estimar el riesgo de 

crecimiento o supervivencia de los microorganismos patógenos durante el 

transporte y  almacenamiento de los alimentos,  

� Identificar puntos críticos en los procesos de producción y distribución e informar 

sobre como las variables ambientales afectan el comportamiento de los 

microorganismos patógenos y de deterioro en los alimentos, ayudando al 

desarrollo de sistemas HACCP, 

� Desarrollar nuevos productos, ya que permite evaluar rápidamente las 

consecuencias que tienen los cambios en la composición y en el procesado de los 

alimentos, 

� Realizar estudios de vida útil,  

� Diseñar eficientemente los experimentos, 

 

Los modelos usados en microbiología predictiva se desarrollan a partir de trabajos  

experimentales usualmente realizados en un medio de laboratorio y los datos obtenidos  

se extrapolan a los alimentos. Fundamentalmente se basan en la premisa de que las 

respuestas de las poblaciones de los microorganismos a factores ambientales son 

reproducibles y que es posible por observaciones del pasado predecir las respuestas de 

los microorganismos en otros ambientes similares. 
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La aplicación de modelos matemáticos se realiza en dos etapas principales: 

1- Modelado de la curva de crecimiento del microorganismo 

2- Descripción de la variación de los distintos parámetros que afectan dicha curva.  

 

Estas curvas se ajustan y sus parámetros se derivan usando programas 

informáticos. En los últimos años debido al gran avance de la informática y al desarrollo 

de sofisticados paquetes estadísticos se han logrado bastantes avances. Existen bases de 

datos formuladas para almacenar datos crudos y modelos de los cuales la información 

puede ser obtenida y usada para interpretar el efecto del procesamiento y transporte  

sobre el crecimiento microbiano y permite tomar decisiones sobre la calidad de los 

alimentos (Fakruddin y col., 2011).  

 

Los modelos se pueden clasificar de múltiples formas, si se toman en cuenta las 

variables consideradas os modelos microbiológicos se pueden clasificar en tres niveles: 

 

1. Modelos de nivel primario. En este se describen cambios en el número de 

microorganismos con el tiempo (crecimiento, supervivencia, inactivación). Los 

modelos se pueden cuantificar por ejemplo en UFC/ml, formación de toxinas, 

productos metabólicos, absorbancia o impedancia (Geeraerd y col., 2004).  

Ejemplos de estos modelos son la ecuación de Gompertz, la ecuación 

exponencial y el modelo logístico. Muchos de los modelos primarios 

desarrollados hasta ahora son modelos deterministas de población. En estos 

modelos la evolución del número total de células es descrita a través de un 

sencillo conjunto de parámetros (máxima densidad poblacional, velocidad de 

crecimiento específica, fase de latencia) (Swinnen y col., 2004). El de Gompertz 

es uno de los modelos más utilizados para describir el crecimiento microbiano  

bajo diversas combinaciones de factores (Buchanan, 1992). El modelo de 

Gompertz se considera  la ecuación primaria más ampliamente utilizada para 

describir el crecimiento microbiano en alimentos bajo condiciones ambientales 

controladas y definidas.Esta función está basada en una relación exponencial 

entre la velocidad de crecimiento específico y la densidad de población. A partir 

de este modelo se pueden desarrollar modelos secundarios.  

2. La inactivación térmica de primer orden es otro ejemplo de modelo primario.  
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3. Modelos de nivel secundario: describen las respuestas de parámetros del modelo 

primario al cambiar determinadas condiciones de desarrollo tales como 

temperatura, pH o aw. Ejemplo: ecuación de Arrhenius, modelo de la raíz 

cuadrada 

4. Modelos de nivel terciario: corresponden a software que transforman los 

modelos de nivel primario y terciario en programas más confiables. Estos 

permiten calcular la respuesta de los microorganismos en las distintas 

condiciones, comparar los efectos de dichas condiciones o contrastar el 

comportamiento de varios microorganismos. Estos modelos pueden tener varias 

formas, por ejemplo combinar los dos primeros niveles  de modelos basados en 

experimentos de laboratorio, como el “Programa para el modelado de 

patógenos” o “Pathogen Modeling Program” , creado y puesto a disposición de 

la comunicad científica  gratuitamente por la USDA; versiones que incluyen la 

posibilidad de importar una historia de temperatura para predecir la vida útil 

restante con respecto a un organismo deteriorador específico, como es el caso 

del modelo de Predicción de Deterioro de Alimentos Marinos (“Seafood 

Spoilage Predictor” ) o llegando a la incorporación de modelos predictivos en 

una red de evaluación de riesgos microbiológicos, como por ejemplo el SERA 

(Salmonella enteritidies  Risk Assesment) de la USDA (dos Santos, 2007) 

 

1.3 Antimicrobianos naturales de plantas  

 

Los antimicrobianos se usan en los alimentos para controlar los procesos naturales 

de deterioro, y prevenir y controlar el crecimiento de los microorganismos, incluyendo 

los microorganismos patógenos. El deterioro puede ocurrir desde los alimentos crudos 

hasta el procesamiento y la distribución y las fuentes de deterioro pueden ser  químicas, 

físicas y biológicas. La tendencia del consumidor hacia productos con más bajo 

contenido de sal y azúcar ha incrementado la necesidad para usar conservantes más 

eficientes, ya que la vida útil del alimento tiende a disminuir. Los antimicrobianos 

naturales están siendo considerados como una alternativa a los aditivos químicos, 

asociados cada vez más con consecuencias negativas para la salud, como 

carcinogenicidad, teratogenicidad, toxicidad y problemas medioambientales 

relacionados con sus amplios periodos de degradación (Vuuren  y Vijoen, 2011; Tiwari 

y col 2009; Hyldgaard y col., 2012). A este problema se une el alarmante incremento de 



Introducción 

 13

la resistencia a los antibióticos entre los patógenos bacterianos, emergentes y 

reemergentes. La posibilidad de reducir el uso de antibióticos y al mismo tiempo 

disminuir la resistencia a los mismos o reforzar el sistema inmune en los humanos son 

otro de los beneficios de los los antimicrobianos naturales (Warnke y col., 2009; 

Mulyaningsih y col., 2010) 

Los aditivos se clasifican en químicos o sintéticos y los naturales. Los aditivos 

químicos son aquellas sustancias químicas de síntesis que se utilizan en pequeñas 

cantidades en los alimentos y cuya aplicación está permitida en la normativa vigente. En 

Estados Unidos el uso de aditivos químicos está regulado por la “Food and Drug 

Administrtion” y en otros países por las correspondientes autoridades. La FAO (Food 

and Agriculture Organization) y OMS (Organización Mundial de la Salud) vigilan por 

el correcto uso y la seguridad de los aditivos químicos, así como  recomiendan las dosis 

adecuadas diarias o Average Daily Intake (ADI). En Europa los aditivos deben ser 

autorizados por la EFSA y cumplir los requisitos de pureza establecios en la regulación 

EU 231/2012. En esta categoría se incluyen los ácidos orgánicos y sus sales 

(propiónico, sórbico, benzoico), nitritos y nitratos sulfitos y sulfatos. Los 

antimicrobianos naturales son sustancias obtenidas a partir de microorganismos, plantas 

y animales y cuya inocuidad se atribuye a que son degradados por el organismo 

(Tajkarimi y col., 2012). Las condiciones para que un aditivo químico se apruebe son 

muy exigentes por eso en los ultimos años se ha buscado nuevos conservantes naturales 

que ya se usan en la industria alimentaria con otros fines pero que son generalmente 

clasificados y reconocidos por la FDA como GRAS (Generally Recognised as Safe). 

Estos componentes naturales se pueden agrupar en conservantes de origen animal, 

vegetal o microbiano. Estos últimos han sido investigados ampliamente en los últimos 

20 años (Lopez-Malo Vigil y col., 2005).  

 

Las plantas aromáticas y las especias han contribuido desde hace siglos a  

mantener la salud, la higiene y la calidad de vida de muchos  países tales como India y 

Brasil.. En particular los aceites esenciales se han usado ampliamente por sus 

aplicaciones bactericidas, viricidas, fungicidas, antiparasitarias, insecticidas, 

medicinales y cosméticas, en las industrias farmaceúticas, santitarias, cosméticas, 

agrícolas y alimentarias. Los egipcios  usaban extractos de plantas (especies y aceites) 

como antimicrobianos para la conservación de los alimentos así como para embalsamar 

a sus difuntos, sin embargo aunque las antiguas civilizaciones reconocían el potencial 
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antimicrobiano de muchos extractos de plantas, no fue hasta el siglo XVIII que se 

empezaron a estudiar científicamente (Lopez-Malo Vigil. y col., 2005). Las plantas son 

capaces de sintetizar sustancias aromáticas, la mayoría metabolitos secundarios, de los 

cuales se han aislado al menos 12.000 compuestos, número que se estima sea menos del 

10 % del total.  

 

Estos compuestos incluyen glucósidos, saponinas, taninos, alcaloides, terpenoides, 

ácidos orgánicos y otros sirven como mecanismo de defensa de las plantas frente a los 

depredadores como son los microorganismos, insectos y herbívoros o frente a  la 

exposición de rayos UV-B (Wink, M y Schimmer, 2010).Algunos como los terpenoides 

son responsables del olor de las plantas, otros como los taninos y las quinonas son 

responsables de los pigmentos de color, otros son responsables del sabor y aroma y 

otros son usados por sus efectos medicinales (Tajarini y col., 2010). Algunos 

metabolitos están también involucrados en los mecanismos de defensa Durante siglos  

han sido reconocidos como agentes conservantes en los alimentos, al mismo tiempo que 

contribuían a mejorar su sabor y el olor. La mayoría de las especies de plantas 

aromáticas  provienen de oriente, siendo ampliamente utilizada en China e India;: 

Algunas de las especies, tales como clavo, canela,  mostaza, ajo, jengibre y menta son 

aún aplicadas como terapias medicinales alternativas en la India y otras fueron 

introducidas  en Occidente después del descubrimiento del Nuevo Mundo, en este grupo 

podemos citar - tales los diversos tipos de pimientos, pimienta de jamaica, onoto, 

chocolate, epazote, sassafras, y vanilla, los cuales han sido usados como agentes 

aromatizánte y saborizantes.  

 

El primer estudio científico que demostró la potenciabilidad de las especies como 

antimicrobianos se remonta al siglo 1880 donde se comprobó que la canela tenía 

actividad antimicrobiana frente a las esporas de la bacteria causante del ántrax. Más aún 

el clavo se ha usado como  conservante en carnes, siropes, salsas y embutidos. En 1910 

se demostró que la canela  y la mostaza  se utilizaban para conservar las salsas, pero es 

actualmente cuando se está considerando que poseen un gran potencial como aditivos 

naturales en la conservación de los alimentos. En los últimos años se ha demostrado 

científicamente el efecto conservante a otras muchas especies (Burt, 2004; Ceylan y 

Fung, 2004; Gutierrez y col., 2008; Skeinjar y Nemet, 2009; Vijai y Srivastava, 2007; 

Hyldgaard y col., 2012).   
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Muchas de estas plantas y sus extractos se han usado también en la medicina 

tradicional de muchos países y aún en la actualidad en muchos países la salud esta 

basada en la medicina que proviene de las plantas. Además de sus efectos beneficiosos 

en el aspecto sensorial, algunas especies y hierbas tienen efectos antimicrobianos en 

plantas y patógenos humanos, por su capacidad para inhibir directa o indirectamente los 

sistemas enzimáticos de las bacterias, resultando en efectos bacteriostáticos y 

bactericidas. Sin embargo las investigaciones científicas sobre estos aspectos se han 

empezado a hacer recientemente. 

 

 Dentro de los compuestos antimicrobianos procedentes de plantas  un particular 

interés se han enfocado sobre los aceites esenciales (AEs) y sus componentes, debido a 

que se ha encontrado que  presentan actividad antimicrobiana frente a una amplia 

variedad de microorganismos, incluyendo los patógenos y los responsables de deterioro 

(Burt, 2004, Tajkarimi y col., 2010, Skrinjar y Nemet, 2012). Estudios in vitro también 

han demostrados sus propiedades antioxidantes, debido a su capacidad de secuestro de 

radicales libres (Brenes y Roura, 2010) y antimutagénicas (Bakkali y col., 2008) 

 

1.3.1 Aceites esenciales (AEs) 

 

Los aceites esenciales (AEs) son sustancias, volátiles, de carácter lipofílico y de 

fuertes propiedades aromáticas, sintetizadas como metabolitos secundarios de las 

plantas, que se encuentran comúnmente en la fracción oleosa de las hojas (romero, 

salvia, laurel, orégano, tomillo, y mejorana), flores o brotes (clavo), bulbos (ajo y 

cebolla), semillas (comino) y se almacenan en células secretoras, cavidades, canales, 

células epidérmicas o trichomas glandulares para su posterior secreción. Son 

reconocidos por la FDA como GRAS, (Tiwari y col., 2009). En la naturaleza los AEs  

desempeñan un papel muy importante en la protección de las plantas como 

antibacterianos, antivirales, antifúngicos, insecticidas y también contra los herbívoros 

por reducir el apetito por tales plantas. Están siempre presentes permanentemente o se 

producen esporádicamente como respuesta a una agresión externa. También  pueden  

atraer algunos insectos al favorecer la dispersión del polen y las semillas o repeler otros 

indeseables. Una extensa revisión sobre las diferentes propiedades de los aceites ha sido 
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llevada a cabo por diferentes autores (Burt, 2004; Bsassole y col., 2012; Bakkali y col., 

2008).  

Los AEs se usan desde la antigüedad por sus propiedades antisépticas  y 

antimicrobianas como conservantes y aromatizantes. En la actualidad los AEs presentan 

reconocidas aplicaciones en la industria farmaceútica  y odontológica (principios activos 

y saborizantes), cosmética (perfumes y aromas) y agroalimentaria (saborizantes y 

aromatizantes). Se ha demostrado que los AEs son efectivos  frente a una gran variedad 

de microorganismos incluyendo las bacterias y mohos. La actividad antimicrobiana 

depende del tipo, composición y concentración del aceite esencial, del método de 

procesamiento y las condiciones de almacenamiento, el tipo y concentración del 

microorganismo diana y la composición del sustrato (Demuner y col, 2010;  Paibon y 

col., 2011).  

Los aceites esenciales son mezclas de numerosos compuestos  orgánicos de bajo 

peso molecular y presión de vapor lo suficientemente alta para volatilizarse a 

temperatura ambiente, la mayoría formadas por más de 45 componentes, por lo que son 

difíciles de identificar. Los principales componentes están alrededor de un  85% y otros 

componentes minoritarios se encuentran en niveles trazas. Normalmente sus 

propiedades se atribuyen a dos o tres componentes mayoritarios, que son los que 

determinan la actividad biológica de los mismos (Pichersky y col., 2006) La 

composición química depende las condiciones climáticas, estacionales y geográficas, 

periodo de cosecha y técnicas de destilación.  

 

Composición química  

 

Los aceites esenciales se clasifican en cuatro grupos dependiendo de su estructura 

química: terpenos, terpenoides, fenilpropenos y otros (Hyldgaard y col., 2012): 

 

Terpenos Los terpenos son hidrocarburos producidos por la combinación de 

numerosas cadenas de isopreno (C5H8). Los terpenos se sintetizan en el citoplasma de 

las células de las plantas y la síntesis procede del acetil- coenzima A. Los principales 

terpenos son monoterpenos y sesquiterpenos. Los AEs estan formados en su mayoria 

por monoterpenos (C10), Los sesquiterpenos están formados por la unión de tres 

unidades de isopreno. Este grupo comprende compuestos que no presentan una 

actividad metabólica significativa: p-cimeno, limoneno, terpineno, sabineno y pineno. 
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Entre las plantas que contienen estos compuestos se encuentran  bergamota, alcaravea, 

apio, eucalipto, lavanda, menta , naranja, mandarina, pimienta, pinio, romero, lavanda, 

limón y tomillo. 

 

                           

Alpha-pineno                           Sabineno                         Cymeno 

       

  Figura 1. Estructura química de terpenos vegetales                                                                                       

 

Terpenoides. Son terpenos que sufren modificaciones bioquímicas vía enzimática 

que añaden moléculas de oxigeno y mueven grupos metilo. Los terpenoides se 

subdividen en alcoholes, esteres, aldehídos, cetonas, éteres, fenoles y epóxidos. 

Ejemplos de terpenoides son el timol, carvacrol, linalool, linalylacetato, citronellas, 

piperitone, mentol y geraniol. La actividad antimicrobiana de la mayoría de los 

terpenoides está ligada a sus grupos funcionales y se ha demostrado que el grupo 

hidroxilo de los terpenoides fenólicos y la presencia de electrones deslocalizados son 

importantes para la actividad microbiana (Ultee y col., 2002; Ben Arfa y col. 2006; Wen 

y col., 2003). Se ha demostrado que  los terpenoides son activos   frente a un numeroso 

grupo de microorganismos, entre los que se encuentran Listeria monocytogenes, 

Enterobacter aerogenes, E. coli y Pseuomonas aureginosa, Salmonella enterica 

(Dorman y Deans, 2000; Basolé y col., 2010; La storia y col., 2011)  

 

                 

        Mentol                  Carvacrol                        Timol                    Geraniol  

 

Figura 2. Estructura química de tepenoides vegetales  
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Fenilpropanoides. Constituyen una subfamilia formada por varios grupos de 

compuestos orgánicos  llamados fenilpropanoides que son sintetizados en plantas a 

partir del aminoácido fenilalanina. Los fenilpropanoides toman su nombre del grupo 

fenol y del grupo propeno de tres carbonos producidos en el primer paso  de la 

biosíntesis de los fenilpropanoides. Los fenilpropenos constituyen una parte 

relativamente pequeño de los aceites esenciales y aquellos que han sido más 

activamente estudiados son el eugenol, isoeugenol, vainillina, y cinamaldehido. La 

actividad antimicrobiana de este grupo se debe principalmente a los grupos hidroxilo así 

como el tipo y el número de sustituyentes del anillos aromático (Pauli y Kubeczka, 

2010).  Existen numerosos estudios donde se demuestra la actividad antimicrobiana de 

los fenilpropenos frente a bacterias Gram + y Gram - , así como frente a mohos y 

levaduras (Gill y Holey 2006; Fitzgerald y col., 2003, 2004 y 2005; Rupasinghe y col., 

2006; Di Pascua y col, 2007; Bouhdid  y col., 2010).                   

 

                                                                     

           

        Estragol                      Alcohol Cinámico                        Safrol  

 

  Figura 3. Estructura química de algunos  fenilpropanoides vegetales                                            

                                                                                                                                                

Otros. Se incluye aqui un grupo que contienen un número de diferentes productos 

de degradación originados de ácidos grasos insaturados, lactonas, terpenos, glycosidos y 

compuestos que contienen sulfuro y nitrógeno. Dos ejemplos  los encontramos en los 

compuestos alicina y allil isotiocyanato. Se ha demostrado ampliamente el efecto 

antimicrobiano frente a bacterias Gram+ y Gram – (Nielsen y Rios, 2000; Kyung  y  

col., 2011). 
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 Allylisotiocianato                                                         

   

                                                    Allicina                                                

 

Figura 4. Estructura química de alicina y alil isotiocianato  

 

 

Métodos de extracción  

 

 El uso de aceites esenciales se remonta a tiempos bíblicos, con las tecnologías de 

extracción que existían en el antiguo Egipto, India y Persia hace más de 2000 años y 

que fueron mejoradas por los arabes en el siglo IX(Bauer y col.,2001). El primer 

manuscrito que define la destilación como método de obtención de un AE fue escrito 

por Arnaldo de Villanova (ca 1235-1311), quien especificó detalladamente el proceso 

de destilación del aceite de trementina, pero su uso no se extiende en Europa hasta el 

siglo XVI.  En la actualidad estos extractos pueden ser obtenidos de las plantas por 

varios métodos como destilación con agua o hidrodestilación, al vapor directo o al vacío 

(Vargas y Bottia, 2008). Existen otros métodos alternativos, como la extracción por 

solventes, por prensado o con fluidos supercríticos. 

 

 Los antimicrobianos que tienen su origen en plantas se producen comúnmente 

por destilación al vapor y por hidrodestilación o por ambos métodos cuando se necesita 

conservar las propiedades antimicrobianas o fungicidas, si el uso va a ser para 

perfumería se prefieren métodos alternativos tales como la extracción por fluidos 

supercríticos que proveen mayor solubilidad y mejora la tasa de transferencia de masas. 

Mas aún la manipulación de parámetros tales como la temperatura y la presión 

conducen a la extracción de los diferentes componentes, cuando uno en particular es 
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requerido, La bioingeniería de los componentes de los aceites esenciales también provee 

de más productos comercialmente disponibles (Burt, 2004).  

 

1.3.1.1 Eugenol 

 

El eugenol (4-allil-1-hydroxi-2-methoxybenzeno) es el principal componente 

químico del aceite de clavo, pertenece al grupo de los phenilpropenos  y se caracteriza  

por un anillo aromático unido a a una cadena de 3 carbonos.  

                                                

                            Figura 5. Estructura química del eugenol  

 

El eugenol ha sido por largo tiempo reconocido por sus propiedades analgésicas, 

antiinflamatorias, antioxidantes y anticancerígenas (Yogalakshimi y col., 2010; Leem y 

col., 2011; Bachiega y col.., 2012) y se ha usado como parte de cemento dental, 

rellenador y material restaurativo  y como facilitador en la piel de otros productos (Park 

y col., 2011). Es una molécula muy versátil que ha encontrado aplicación  en 

agricultura, farmacia, cosmética y otras, reconocida como Grass por la FDA. Es 

ampliamente usado  en agricultura  para proteger los alimentos  de los microorganismos 

durante el almacenamiento y podria tener un efecto importante en la salud humana 

como pesticida y fumigante alternativo. Se han reconocido sus propiedades bacteriales 

contra patógenos como Escherichia coli O157:H7 (Pei y col..,2009; Oyodemi y col., 

2009), Listeria monocytogenes (Blaszyk y Holley, 1998; Gaysinsky y col., 2007), 

Campylobacter jejuni, Salmonella entérica, Staphylococcus aureus, Lactobacillus sakei 

and Helicobacter pyrooli (Friedman y col., 2002; Wals y col., 2003; Ali y col., 2005)), 

E. fecalis, S.epidermidis, E. coli, L. monocytogenes  P. aureginosa, S. typhimurium y M. 

luteus, B. subtilis y P. vulgaris (Fu y col., 2007), (Devi y col., 2010; Ann y col.,  2012). 

También se le ha reconocido su acción fungicida (Campaniello y col., 2010). 
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1.3.1.2 Cinnamaldehido  

 

El cinamaldehido fue aislado por primera vez del AE de hojas de canela 

(Cinnamomum zeylanicum) en 1834 por Bumas y Peligot. El producto natural es el 

trans-cinamaldehido, cuya molécula consiste en un grupo fenol  unido a un aldehído 

insaturado, clasificado como GRAS (generally regarded as safe) por la FDA y su uso 

está aprobado en los alimentos (21 CFR 182.60).  

 

                                  

                                       

                       Figura 6 Estructura química del cinamaldehido 

 

 

 

La aplicación más obvia del cinamaldehido es como agente saborizante en chicles, 

helados y bebidas a unos niveles entre 9 y 4.900 ppm. Al cinanamaldehido se le 

atribuyen propiedades antimutágencias (Shaughnessy y col, 2006), antioxidantes (Ali y 

col., 2005), anticancerigenas (Cabello y col., 2008) antifúngicas y antimicrobianas (Ooi 

y col., 2006). Así se ha demostrado que es capaz de inhibir el crecimiento de  

Cronobacter sakasalii en películas comestibles usadas en fórmulas infantiles y 

alimentos similares (Ali y col., 2005; Raybaudi-Massilia y col., 2008). También se ha 

demostrado  que inhibe el crecimiento de bacterias como Listeria monocytogenes, 

Salmonella enterica  y E. coli O157:H7 (Viazis y col., 2010), inclusive inhibiendo la 

formación de biofilms (Matos de Oliveira y col., 2012).  
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1.3.1.3 Vainillina  

 

                 

 

Figura 7.  Flores y vainas de la vainilla 

 

La vainillina (4-hidroxi-3-methoxibenzaldehido) es un compuesto cristalino de 

color blanco soluble en cloroformo y eter, principal componente phytoquímico  presente 

en la parte oleosa de la vainillina natural y  uno de los agentes responsable del aroma y 

sabor mas ampliamente usado en todo el mundo. Su estructura es similar al eugenol (2-

methoxy-4-2-2-propenyl phenol) de los clavos (Fitzgerald y col., 2005). 

 

 Los aztecas de México cultivaban la vainilla, la cual fue traída a Europa por los 

españoles después de 1.520, y es ahora cultivada en un amplio numero de países 

tropicales, siendo los principales productores  México, Madagascar, Tahití  e Indonesia. 

El principal compuesto de la vainilla, la vainillina, se encuentra también en pequeñas 

trazas en otras plantas, incluyendo productos comerciales tales como el tabaco, sin 

embargo las semillas de la planta Vanilla planifolia, Vanilla pompona o Vanilla 

tahitensis aún permanece como la única fuente comercial natural de la vainillina. El 

extracto de vainilla natural es una mezcla de  cientos de compuestos diferentes que 
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acompañan a la vainillina. La vainillina artificial es producida sintéticamente a partir del 

eugenol, la lignina o el guayacol, debido en parte a la escasez y lo caro que resulta el 

uso de vainillina natural. Aunque más de 12.000 toneladas de vainillina se producen 

cada año, menos del uno por ciento es vainillina natural de vainillina, el resto se 

sintetiza vía química a partir del eugenol, lignina o guaiacol, de un modo mas 

económico (Ramachandra y col., 2000). El valor de la vainillina extraída de las semillas 

se calcula entre 1.200 y 4.000 dolares por kg en contraste con el precio de la vainillina 

sintética<15 dolares el kilo. La vainillina sintética se usa en alimentos y en 

preparaciones no alimenticias, en fragancias y como aromatizante en preparaciones 

farmacéuticas. Reconocida como GRAS y uno de los principales aromatizantes y 

saborizantes en los alimentos y en la industria cosmética. Se usa ampliamente en cremas 

de manzana, bebidas, productos horneados, de 1 a 26 mM  dependiendo de la naturaleza 

del producto.  

Actualmente aproximadamente el 50 % de la producción mundial de la vainillina 

sintética se usa como un intermediario en la industria química y farmacéutica para la 

producción de herbicidas, agentes antieaspumantes o drogas tales como la papaverina, 

L-dopa, L methildopa y el agente antimicrobiano, trimethoprim (Walton y col., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

                          Figura 8.  Estructura química de la vainillina  

 

En común con muchos otros compuestos de bajo peso molecular, la vainillina ha 

mostrado propiedades antioxidantes (Burri y col, 1989), antifúngicas (Fitzgerald y col., 

2003), antimutagénicas (Shaghenessy y col, 2006) y antimicrobianas (Delakis y col., 

2004), de aquí que tiene un papel muy interesante en la tecnología de los alimentos. Se 

ha demostrado su efecto antimicrobiano frente microorganismos patógenos (Salmonella 

enterica, Pseudomonas aureginosa, Escherichia coli, y Enterobacter aerogenes), así 

como de deterioro (Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, 

Penicilium expansum) (Fitzgerald y col., 2004; Rupasinghe y col., 2005). Se ha 
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demostrado que ha sido efectivo frente a a levaduras y mohos en purés de frutas y 

medios de crecimiento de  laboratorio (Cerruti y Alzamora, 1996; Cerruti y col., 1997) y 

en zumos de naranja frente a Listeria inocua y  E. coli O 157:H7 (Char y col., 2009; 

Char y col. 2010). 

 

1.3.1.4  AE de  canela  

 

La canela es la corteza seca de un árbol perteneciente a la familia Lauraceae. 

Dentro de la subclase Magnolidas y perteneciente al orden Laurales, la familia 

Lauraceae es una de las más importantes por su diversidad y amplia distribución. Reúne 

unas dos mil especies, que se agrupan en poco más de una treintena de géneros que se 

extienden por las zonas tropicales y subtropicales de ambos hemisferios (Izco y col.. 

1997). La importancia comercial de esta familia no radica en el consumo de los frutos 

sino en la riqueza en aceites esenciales de las cortezas o las hojas. En este sentido debe 

destacarse el Sassafras albidum, árbol nativo de América del Norte de cuya corteza se 

extrae un aceite (el sasafrás) que se utiliza para aromatizar tabaco, bebidas, perfumes, 

etc. o el laurel, cuyas hojas se utilizan como aromatizantes y conservantes debido a su 

contenido en aceites esenciales ricos en geraniol, cineol y eugenol (Izco y col. 1997).  

 

Por la riqueza en aceites esenciales destaca sobre todo, el género Cinnamomum, 

que es la fuente de la canela y también de la casia. A lo largo de la historia se han 

confundido estas dos especias que, aunque muy parecidas, son diferentes. La canela se 

obtiene exclusivamente a partir de Cinnamomum zeylanicum, el cuál es originario de Sri 

Lanka (Ceilán), la casia deriva de otras especies del género Cinnamomum tales como C. 

cassia, C. burmannii, y C. loureirii, las cuáles son nativas del Sureste Asiático (Izco et 

al. 1997). Los productos derivados de estas especies distintas son también diferentes, 

por ejemplo: el AE derivado de la corteza de C. zeylanicum contiene eugenol el cuál 

sólo está presente en trazas o bien ausente en el AE obtenido de la corteza de la casia 

(Miller y col,. 1996). Debido a la confusión entre ambas especias, el término canela se 

usa indistintamente para designar tanto a la canela  propiamente dicha como a la casia. 

Así a la casia que se obtiene de las especies C. cassia, C. burmannii, y C. loureirii se les 

da el nombre de canela china, canela indonesia y canela vietnamita respectivamente.  
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C. zeylanicum es un árbol oriundo de la isla Sri Lanka. Puede alcanzar diez o quince 

metros de altura en estado silvestre, pero se poda para configurar árboles más pequeños 

y densos para facilitar su cultivo. Sus hojas son verdes y las flores blancas. 

 

 

                        

Figura. 9. Corteza en  rama de       Figura. 10. Flores de canela de Ceylan 

C. ceylanicum 

 

Los AEs que se extraen de la corteza, de las hojas y de la raíz tienen 

composiciones diferentes. El AE que se extrae de la corteza (máximo 4%) está 

constituido principalmente por cinamaldehído (65-75%) y eugenol (5-10%) (Koketsu y 

col. 1997; Möllenbeck y col. 1997). En trazas aparecen otros fenilpropanoides (safrol y 

ésteres del ácido cinámico), mono y sesquiterpenos, que aunque sólo aparecen en trazas 

contribuyen al sabor de manera importante. El AE que se obtiene de las hojas (1%) está 

constituido principalmente por eugenol (76-84%) (Hili y col., 1997; Raina y col., 2001) 

y puede ser usado como un sustituto del clavo. También contiene pequeñas cantidades 

(1-5%) de cinamaldehído, benzoato de bencilo, linalol y β-cariofilano. 

 

La canela es conocida desde la antigüedad y ha sido usada como condimento en 

diferentes alimentos  tales como salsa de manzana, leche, y productos horneados por su 

característico aroma (Jayaprakasha y col. 2003, Chang y col. 2001) y también en la 

industria de cosméticos (Kim y col 2004), incorporada a cremas y lociones. A la canela 

se le han encontrado también propiedades antioxidantes (Jarvill-Taylor y col 2001) 
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antidiabéticas, por ser un agente mimetizante con la insulina (Kim y col., 2006) e 

insecticidas (Park y col 2000). 

 

Recientes investigaciones han demostrado que la corteza y las hojas de canela 

poseen una fuerte actividad antimicrobiana frente a un amplio espectro de bacterias 

Gram+: Bacillus, Klebsiella, Listeria, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus y 

Gram-: E. coli, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, 

Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Samonella typhimurium, Brucella), mohos  

(Aspergillus, Fusarium), levaduras (C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata,   C. krusei) 

y dermatofitos (Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum and T. mentagraphytes) 

(Velluti y col., 2003; Gupta y col., 2008; Fani y Kohante, 2010 ; Ooie y col., 2012; 

Saraf y col., 2011; Muthuswamy y col., 2008 ; Senhaji y col., 2007). Han sido varios los 

investigaciones realizadas demostrando la actividad bactericida de la canela frente a L. 

monocytogenes (Gupta y col., 2008) y E. coli O157:H7 (Friedman y col., 2002; Hoque y 

col., 2007; Babu y col., 2011). Las CMI obtenidas en la literatura oscilan entre 75 ug/ml 

a 600 ug/ml para las bacterias, de 100 ug/ml a 450 para las levaduras, de 75 a 150 ug/ml 

para los hongos filamentosos y 18,8 a 37,5 ug/ml  para los dermatofitos (Ooi y col., 

2006). El aceite de corteza encapsulado también ha demostrado ser efectivo  en reducir 

el deterioro de tomates cherries (Xing y col., 2011) 

 

1.3.1.5 AE de  clavo  

 

Los chinos daban a esta planta el nombre de hi sho hiang y la traían del estado de 

Mogada, en la cuenca del Ganges de la India Oriental, dónde se empleaba para 

condimentar los alimentos y era a su vez importada de las islas del sureste, a dos meses 

de navegación por el océano. Las crónicas chinas refieren que en siglo III a.C. durante 

la dinastía Han, cuando los funcionarios de la corte se dirigían al emperador, llevaban 

clavos en la boca para evitar el mal aliento. 

 

         El árbol del clavo (Eugenia caryophyllus/Syzygium aromaticum) pertenece a 

la familia Myrtaceae. Esta familia comprende unas 3.000 especies que se reúnen en 140 

géneros, algunos de ellos notablemente diversificados, como el género Eucalyptus con 

500 especies. La familia Myrtaceae crece en las zonas templadas y cálidas del 
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hemisferio sur, con una amplia representación en América y Australia (Izco y col. 

1997).  

   

Otra especie importante perteneciente a la familia Myrtaceae es la pimienta de 

Jamaica (Pimenta dioica), árbol de hoja perenne, que puede llegar a los nueve metros y 

que crece en Méjico, Guatemala, Belice y Jamaica. El árbol empieza a dar fruto a partir 

de los seis años y puede llegar produciendo hasta los cien.  

 

El árbol del clavo, el clavero (Eugenia caryophyllus/Syzygium aromaticum) 

(Figura 11.), es nativo de las islas Molucas (Indonesia), hoy día Zanzíbar y Madagascar 

son los principales productores, seguidos de Indonesia. El árbol tarda unos veinte años 

en desarrollarse, alcanza una altura entre doce y quince metros, y puede seguir 

produciendo clavos  hasta cincuenta años (Izco y col.1997).  

 

Los clavos se desarrollan en grupos en los extremos de las ramas, lo que 

convierte su recolección en una operación difícil. Una vez que el clavo ha sido 

recolectado se quitan los pedúnculos florales y se dejan solamente los capullos que se 

ponen a secar al sol (Figura 12.) durante tres días. Al secarse pierden dos tercios de su 

peso y adquieren el color oscuro. Se suele aprovechar sólo una cosecha al año para que 

el árbol se recupere, aunque según la climatología las cosechas fluctúan entre 

abundantes y catastróficas. El AE proveniente del clavo está consituido por 36 

componentes, de los cuales el eugenol está en la concentración más elevada: (70-90%), 

- β cariofileno (5-12%), otros componentes son α-humuleno, epóxido de humuleno, etil 

hexanoato, 2-heptanona humulenol, calacoreno y calamento (Rovio y col. 1999). 

(Chaieb y col., 2007).  

 

 

Figura 11. Flor de clavo Figura 12. Clavo de olor 
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Los clavos se usan como carminativos al incrementar el ácido hidroclorídico del 

estomago y mejorar la peristalsis. También se usan en odontología (Prashar y col., 2006, 

Ali y col., 2009). Además son antimutágenos (Miyazawa y Hisama, 2003), 

antiinflamatorios (Kim y col., 1998), antioxidantes (Chaieb y col., 2007), 

antiulcerogénicos (Bae y col., 1998; Li y col., 2005), antitrombóticos (Srivastava y 

Malhotra, 1991) y antiparasitarios (Yang y col., 2003). 

 

Estudios recientes han reconocido el amplio espectro antibacteriano del AE de 

clavo frente a mohos, levaduras y bacterias (Smith and Palmer, 1998; Matan y col., 

2006, Fu y col., 2007; Sahed y col., 2008; Ali y col., 2009).  

 

1.3.2  Efectos biológicos de los AEs. 

 

Citotoxicidad y fototoxidad. Los AEs  son capaces de atravesar  la pared celular y 

las membranas citoplasmáticas, alterando la estructura química de los polisacaridos, 

ácidos grasos y fosfolípidos y permeabilizando la membrana. Esta permeabilización 

produce pérdida de iones, reduce el potencial de membrana, produce colapso en la 

bomba de protones y una disminución de la reserva de ATP. Todo esto conlleva a la 

fuga de macromolélucas y a la lisis celular (Burt, 2004; Di Pascua y col., 2006; Turina y 

col., 2006). Los AEs también pueden entrar al citoplasma y causar daños intracelulares  

al entrar en contacto con lípidos y proteínas. 

 

En las células eucariotas, los AE pueden provocar la despolarización de las 

membranas mitocondriales, produciendo una disminución del potencial de membrana, 

lo cual hace que las membranas se vuelvan permeables, provocando la fuga de 

radicales, citocromo C, iones Ca y proteínas. Estos efectos sobre la membrana 

mitocondrial externa e interna pueden dar lugar a la muerte celular  por apoptosis y 

necrosis (Bakali y col. 2008). 

 

Frente a este efecto citotóxico aparecen fenómenos de resistencia y adaptación 

microbiana. Así se ha descrito una resistencia en cepas de Bacillus sometidas al 

tratamiento  con concentraciones subletales de carvacrol, provocando un incremento en 
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la fluidez en la membrana y cambios en la composición de ácidos grasos (Di Pascua, 

2006). 

 

Muchos aceites esenciales tienen efectos citotóxicos como las furocumarinas. 

Estos compuestos son metabolitos secundarios de las plantas con actividad tóxica en 

presencia de luz, con electrones que se insertan en la doble hélice del ADN, bloqueando 

su transcripción y reparación e incluso a veces provocando la muerte celular (Dijoux y 

col., 2006) 

 

Mutagenicidad nuclear y citoplasmática. Algunas investigaciones han demostrado 

que la hierbabuena (Mhenta spictta), el pino (Pinus silvestres) y la menta ( Mentha 

piperita) han sido genotóxicos  en Bacillus subtilis, Drosophila melanogaster  y en 

linfocitos respectivamente (Bakali y col., 2008 ). El eugenol también ha demostrado ser 

citotóxico en células v76 (Maralhas y col., 2006). El aceite del árbol del té, el clavo, ajo, 

cebolla y orégano han demostrado ser mutágenos para las mitocondrias de las levaduras. 

  

Efecto anticarcinogénico. Ciertos aceites esenciales contienen moléculas 

fotosensibles como flavinas, cianinas, porfirinas e hidrocarburos que han mostrado  

efectividad contra eritemas y cancer (Zhou y col., 2004; Burkey y col., 2000). 

 

Efecto antimutágeno. Se ha demostrado que los AEs pueden tener ciertas 

propiedades antimutágenas por atrapamiento directo de los agentes mutagénicos 

evitando así la penetración de los mismos en el interior de la célula, la inhibición de la 

conversión de promutágenos en mutágenos o la activación de la detoxificación 

enzimática de mutágenos epo extractos de plantas (Gomes-Carneiro y col., 2005; 

Evandri y col., 2005)) 

  

1.3.3  Modo de Acción  

 

Las propiedades antimicrobianas de los AEs se han demostrado por numerosos 

estudios pero el mecanismo de acción no está todavía muy claro. En muchos casos  la 

actividad  resulta de complejas interacciones  entre las diferentes clases de compuestos 

tales como fenoles, aldehídos, cetonas, alcoholes, esteres o éteres o hidrocarbonos 

encontrados en los AEs. Se ha encontrado que los AEs  que contienen aldehidos o 
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fenoles, tales como el cinamaldehido, citral, carvacrol, eugenol o timol como 

principales componentes muestran gran actividad antibacterial, seguidos de los AEs  

que contienen alcoholes terpenos. Los AEs que contienen cetonas o esteres, tales como 

B-myrceno, a-thujone o acetato de geraniol tienen una actividad mucho más débil, 

mientras que los aceites volátiles que contienen terpenos  son usualmente inactivos  

(Bassole y col., 2012) 

 

 De acuerdo a las investigaciones llevadas a cabo sobre el mecanismo de acción 

de los AEs, la principal  acción antimicrobiana de los AEs se basa en  su hidrofobicidad, 

que les  permite pasar a través de la pared celular y la membrana citoplasmática,. Es 

importante tener en cuenta que  una estructura dañada afecta a otra y se produce una 

reacción en cascada (Faleiro, 2011). En general el efecto de los AEs sobre la célula 

microbiana se debe a:  

 

       Disrupción de la pared y la membrana plasmática.  Debido a su hidrofobicidad los 

AEs son capaces de pasar a través de la pared celular y la membrana citoplasmática, 

romper la estructura de las diferentes capas de polisacáridos, ácidos grasos y 

fosfolípidos y permeabilizarlos, causar disrupciones en la membrana citoplasmática y 

producir despolarización e incremento de la permeabilidad, salida de iones, colapso de 

la bomba de protones, salida  ATP celular y otros metabolítos (Turina y col., 2006; Di 

Pascua y col, 2006, Bakali y col., 2008). Algunos péptidos antimicrobianos forman 

poros en la membrana plasmática (Fatner y col., 2010), mientras que otros compuestos, 

tales como algunos constituyentes de los AEs tienen un efecto fluidificante (Cristani y 

col., 2007). Los compuestos antimicrobianos que actuan sobre la membrana pueden 

causar despolarización o incrementar la permeabilidad a través de varios mecanismos. 

Por ejemplo, algunos péptidos antimicrobianas forman poros (Cotter y col., 2005; 

Fantner y col., 2010), mientras que otros compuestos, tales como ciertos constituyente 

de los aceites esenciales tienen un efecto fluidificante sobre la membrana (Trombetta y 

col., 2005; Cristani y col.,2007). Un efecto secundario de la disrupción de la membrana 

radica en la inhibición de la producción de toxinas  (Boudid y col., 2009; Oussalah y 

col., 2006). 

 

        Disminución de producción de ATP. La disrupción de la membrana por los AEs 

compromete una serie de funciones vitales, principalmente los procesos de conversión 
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de energía, procesamiento de nutrientes, síntesis de macromoléculas estructurales y 

secreción de muchas enzimas claves para el crecimiento. Las moléculas 

hidrocarbonadas presentes en los AE pueden acumularse en la bicapa lipídica, destruir 

la interacción lipoproteica e interaccionar  con las proteínas integrales de membrana. Se 

 ha demostrado que los AEs interaccionan con las ATPasas presentes  en la membrana 

 citoplasmática. Gill y col. (2006) demostraron el efecto inhibitorio de varias plantas 

aromáticas sobre las ATPasa de membrana E. coli y L. monocytogenes. La disminución 

de la ATP intracelular puede ir acompañada de una menor salida de ATP. 

 

……. Aumento de la síntesis de proteínas de estrés. (Di Pascua y col., 2010). 

 

        Alteración del pH. La membrana celular pierde su capacidad de bloquear los 

protones y se produce un significativo incremento del pH intracelular. En la membrana 

plasmática se encuentran numerosos enzimas relacionados con el transporte activo de 

proteínas como la ATPasa F1F10 encargada de regular el pH (Oussalah y col, 2006; 

Turgis y col., 2009). 

  

……..Cambios citoplasmáticos. Se producen coagulaciones de material y los espacios 

periplasmáticos muestran cambios irregulares e invaginaciones (Becerril y col , 2007).  

 

…….Cambios en el ADN. Se ha demostrado que los AEs tienen efectos mutagénicos y 

antimutagenicos (Mezzoug y col., 2007) 

 

…….Efecto antiquorum sensing. Los aceites de rosa, geranio, romero, y clavo  son muy 

efectivas como inhibidores de Quorum Sensing, inhibiciendo la transcripción de genes 

involucrados en el proceso de quórum sensing, fenómeno mediante el cual los 

microorganismos son capaces de producir pequeñas moléculas para comunicarse entre 

sí y producir biofilms, incrementar la virulencia o la resistencia al stréss (Khan y col., 

2009; Szabo y col., 2010). 
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Figura 13. Lugares y sitios de acción en la célula bacteriana para los componentes de 

AEs: degradación de la pared celular (Thoroski y col.,1989, Helander y col.,1998); 

daños a membrana citoplasmática (Knobloch y col.1989; Sikkema y col.,1994; 

Oosterhaven y col.,1995; Ultee y col.,2000); daños a las proteínas de membrana (Juven 

y col.,1994; Ultee y col.,1999); filtración de los contenidos celulares (Oosterhaven y 

col., 1995; Gustafson y col., 1998; Helander y col.,1998; Cox y col., 2000); la 

coagulación de citoplasma (Gustafson y col., 1998) y el agotamiento de la fuerza motriz 

de protones (Ultee y Smid, 2001; Ultee y col., 1998). Fuente: Burt (2004). 

 

1.3.4 Actividad antimicrobiana  de los aceites esenciales en alimentos  

 

En los alimentos  se ha demostrado que se necesitan más cantidades de AEs que la 

que se ha necesitado en experimentos previos in vitro, lo cual se explica por factores 

intrínsecos del propio alimento (grasa, proteína, agua, antioxidantes, conservantes, pH, 

sal y otros aditivos) y por factores extrínsecos, como la temperatura, pH, tipo de 

envasado y características del microorganismo. La matriz física de los alimentos  

también puede limitar la actividad antibacteriana de los AEs (Burt, 2004). En la tabla 1.  

se presentan un resumen de algunos de los estudios realizados sobre la actividad 

bacteriana de los alimentos 
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Tabla 1. Estudios realizados sobre la actividad bacteriana de los AEs y sus   

componentes en los alimentos  

 

Grupo Alimento AE o componente Microorganismo Referencias 

Carne 

Cordero Clavo L. monocytogenes Menon y Garg,, 2001 

Vacuno Eugenol L. monocytogenes Hao y col.,1998 

Pollo Eugenol L.monocytogenes Hao y col., 1998a 

Salchichas Romero L .monocytogenes Pandit y Shelef, 1994 

Ternera Salvia B. cereus, S. aureus Shelef y col., 1984 

Cerdo Aceite de clavo  A. hydrofila        Stecchini et al., 1993 

Paté Menta L. monocytogenes Tassou y col., 1995 

Cerdo Mostaza E .coli Lemay y col., 2002 

Pescado 

Gambas Tomillo Ps. putida Ouattara y col.2001   

Mero                Geraniol, Carvacrol S. typhimurium                         Kim y col., 1995b 

Bacalao Orégano Photobacterium Mejlholm y Dalgaard, 2002 

Salmón Orégano Ps. phosphoreum Mejlhoon yDalgaard, 2002 

Lácteos 

 Mozarella Clavo L. monocytogenes Menon y Garg, 2001 

Leche Carvacrol L. monocytogenes Karatzas y col., 2001 

Yogurt y Clavo, Canela S .termophilus Tassou y col., 1995  

Queso Clavo, Canela L.monocitogenes 

S.thyphimurium 

Smith y Parlmer, 2001 

Vegetales 

Alfalfa Cinamaldehido, Salmonella Weissinger y col., 2001 

Berenjena Orégano E. coli O157:H7 Skandamis y Nychas, 2000 

Lechuga  Orégano E. coli O157:H7 Singh y col., 2002 

Alfalfa seeds Cinamaldehido y Timol Salmonella spp Weissinger y col., 2001 

Frutas 

Kiwi y melon   Cinamaldehido y 

Carvacrol 

Flora natural Roller y Seedhar, 2002 

Cerezas Eucaliptol,eugenol,  Mohos y levaduras  Serrano y col., 2005 

 

Fuente: Adaptado de Burt (2004), Holley y Patel, (2005), Rassoloi, (2000) 

 

• Perspectivas y limitaciones en la aplicación de AEs en los alimentos.Ciertos 

componentes de los AEs han sido aceptados por la Comisión Europea para ser 

usados como aditivos en alimentos (linalool, timol, eugenol, carvona, 

cinanaldehido, vainillina, carvacrol, citral y limoneno) ya que se considera que 

no presentan riesgo para la salud del consumidor en la dosisadmitidas. Algunos 

AEs también han sido clasificados como GRAS por la FDA incluyendo entre 
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otros el clavo, orégano, tomillo, nuez moscada, laurel, mostaza y canela y que 

pueden ser consultados en la lista que publica la FDA sobre los aditivos que 

pueden ser usados en los alimentos (Everything Added to Food in the US) 

(FDA, 2013). 

A pesar del demostrado potencial de los aceites in vitro, su uso en alimentos se ha 

restringido debido a las altas concentraciones necesarias para conseguir suficiente 

actividad microbiológica. En los alimentos los constituyentes de los AEs se ven 

afectados por interacciones con los componentes de la matriz alimentaria como son la 

grasa y las proteínas. También se ven afectados por el pH, la temperatura y el nivel de 

contaminación microbiana. La extrapolación de los resultados de las pruebas in vitro a 

los alimentos es por lo tanto difícil y siempre es más alto en los alimentos. 

El intenso aroma de los AEs, incluso a muy baja concentración pueden causar 

efectos sensoriales negativos que exceden el umbral aceptable del consumidor (Lv y 

col., 2011). El incrementar la concentración de AE para compensar las interacciones 

con la matriz del alimento es por otro lado es desaconsejable y limita su aplicación en 

los alimentos donde el umbral de especie aceptado es relativamente alto. Una opción e 

usar los AEs en envases activos en vez de como un ingrediente más en el producto. Los 

AEs puedesn encapsularse en polímeros biodegradeables o bolsitas (sachets) que se 

liberan lentamente a la superficie del alimento desde el espacio de cabeza del envase 

(Pelissari y col., 2009; Sánchez-González y col., 2011) (Ahvenainen, 2003). La ventaja 

de incorporar los componentes volátiles de los AEs en películas de envasado que 

pueden ser comestibles es que la tasa de migración de los agentes activos al alimento 

puede ser reducida al mismo tiempo que los compuestos activos se mantienen en el 

espacio de cabeza o en la superficie del producto por extensos periodos de tiempo 

(Phillips y Laird, 2011; Sánchez-González y col., 2011). Otra forma de minimizar los 

efectos organolèpticos de los AEs es añadirlos al alimento encapsulados en forma de 

nanoemulsiones. Esta forma de aplicación incrementa la estabilidad de los componentes 

volatiles y los protege de interactuar con la matriz del alimento e incrementa la 

actividad antimicrobiana (Donsí y col, 2011). Bajar la concentración del AE sin 

comprometer su actividad antimicrobiana puede obtenerse también al aplicarlos en 

combinación con otros antimicrobianos que proveen una actividad sinérgica (Nguefack 

y col., 2012). Se sabe que ocurren efectos sinérgicos en combinaciones de 
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antimicrobianos y es por lo tanto un campo lleno de oportunidades para encontrar 

mezclas de antimicrobianos potentes, los cuales pueden servir para ser aplicados en la 

conservación de alimentos a dosis más reducidas y por lo tanto sin efectos 

organolépticos en los alimentos.  

 

1.3.5  Mezclas de aceites esenciales. Sinergismo y antagonismo 

 

En el campo médico el valor terapéutico de las interacciones synergíscas de 

diversos antimicrobianos se conoce desde la antigüedad, y muchos sistemas han 

descansado en el principio de que la terapia de combinación de agentes puede mejorar  

la eficiencia terapeútica, particularmente en la lucha contra las enfermedades 

infecciosas. Los textos antiguos sobre medicina tradicional china describen formulas de 

numerosas mezclas de compuestos naturales de plantas. Recientemente la aplicación de 

terapias de combinación ha ganada una amplia aceptación en la medicina moderna, 

especialmente en el tratamiento de las enfermedades infecciosas. La Organización 

Mundial de la Salud, por ejemplo ha urgido a las compañías farmacéuticas a usar las 

terapias combinadas para curar la malaria y la tuberculosis. El concepto de sinergia 

antimicrobiana está basada en el principio de que en combinación, la formulación puede 

mejorar la eficacia, reducir la toxicidad, disminuir los efectos adversos, bajar la dosis y 

reducir el avance de la resistencia antimicrobiana. La interacción puede ser sinérgica, 

aditiva, indiferente o antagónica (Vuuren y col., 2011). 

 

A pesar de la alta eficiencia de los aceites esenciales y sus constituyentes frente a 

microorganismos patógenos y de microorganismos de deterioro cuando se realizan las 

pruebas in vitro, el mismo efecto en los alimentos se consigue sólo con altas 

concentraciones de AEs. Este hecho implica un elevado impacto organoléptico, causado 

por la alteración del sabor natural de los alimentos, que exceden el umbral de sabor 

aceptable. Pocas soluciones se han propuesto para minimizar las concentraciones de  los 

AEs y reducir el efecto sensorial. Una de estas soluciones consiste en combinar AEs con 

extractos de plantas o sus componentes activos principales, de esta forma  la 

combinación de unos componentes con otros con una actividad mas débil, podría 

resultar en un efecto sinérgico, antagónico o aditivo. Esta estrategia abre la posibilidad 

de reforzar su efecto natural antimicrobiano por la adición a los AEs de pequeñas 
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cantidades de conservantes naturales, lo cual puede ser un camino de alcanzar un 

balance aceptable entre la aceptabilidad sensorial y la eficiencia antimicrobiana (Goñi y 

col., 2009). 

 

La interacción entre los antimicrobianos puede ser sinérgica, aditiva o antagónica. 

La palabra sinergia se deriva de la palabra griega “syn-ergo”que significa trabajar juntos 

.La sinergia ocurre cuando los dos antimicrobianos juntos tienen una actividad mayor 

que la suma de los componentes individuales. Un efecto aditivo ocurre cuando la 

combinación de los antimicrobianos tiene un efecto combinado igual a la suma de los 

compuestos individuales. El antagonismo ocurre cuando una mezcla de los compuestos 

antimicrobianos tiene un efecto combinado menor que cuando se aplican separadamente 

(Burt, 2004).   

 

Las mezclas de los AEs han mostrado también efectos sinérgicos, aditivos o 

antagónicos. El AEde orégano (Origanum vulgare) ha sido el más usado en 

combinación con AE de romero (Rosmarinus oficinalis), tomillo (Thymus vulgaris), 

laurel (Ocimum basilicum), mejorana (Ocimun majorana) y Melissa (Melissa 

oficinales). En la mayoría de los casos sólo se encontraron efectos aditivos y sólo en un 

caso se encontraron efectos sinérgicos (Bassolé y col., 2010). 

 

La mayoría de los estudios atribuyen efectos aditivos y sinérgicos a los 

compuestos fenólicos y alcoholes. Generalmente los compuestos con estructuras 

similares exhiben efectos aditivos más que sinérgicos. La ocurrencia de interacciones  

aditivas de algunos AEs se ha relacionado con sus principales compuestos fenólicos 

(carvacrol y timol) (de Azeredo y col., 2011). El efecto antagónico se ha atribuido a la 

interacción entre hidrocarbonos monoterpenos oxigenados y no oxigenados (Goñi y col, 

2009). Poco se conoce acerca de cómo se producen los fenómenos de sinergismo y 

antagonismo pero se reconocen  cuatro mecanismos teóricos: 

 

1) Inhibición secuencial de numerosos pasos en una particular vía metabólica 

2)  Inhibición de los enzimas que degradan los antimicrobianos 

3)  Interacción de varios antimicrobianos con la pared celular o membrana que 

conduce a la entrada de otros antimicrobianos  

4) Interacción con la membrana plasmática 
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1.3.6 Métodos para evaluar la acción antimicrobiana de los AES 

 

En los últimos años (1987-2011) se ha demostrado la actividad antibacteriana y 

antioxidante de un extenso número de AEs. Los principios y prácticas de las pruebas 

para determinar esta actividad, o pruebas de susceptibilidad microbiana (AST o 

antimicrobial susceptibility testing) han sido standarizadas por diferentes comites o 

autoridades regulatorias europeas y americanas. Estos métodos fueron diseñados 

inicialmente para determinar la actividad de compuestos antimicrobianos 

convencionales de uso médico como son los antibióticos y no están standarizadas 

específicamente para aceites esenciales o para microorganismos relacionados con los 

alimentos. El método NCCLS (actual CLSTI) para determinar la susceptibilidad 

bacteriana, el cual fue dirigido a la determinación de la actividad de los antibióticos ha 

sido modificado para determinar la actividad de los AEs. Sin embargo, con menores 

modificaciones, estos métodos pueden ser convenientemente adaptados para determinar 

la actividad antimicrobiana de AEs y extractos de plantas (CLSTI, 2013) (Kahlmeter y 

col., 2006).  

 

Los métodos utilizados para evaluar la actividad antimicrobiana se dividen en 

métodos in vitro y pruebas de aplicación en alimentos. Los primeros incluyen cualquier 

prueba en la que el compuesto no se aplica de manera directa al sistema alimenticio; 

generalmente, este tipo de pruebas proporcionan información para determinar la eficacia 

del compuesto. Las pruebas de aplicación son aquellas en las que el agente 

antimicrobiano se aplica directamente al producto (Davidson y Paris, 1989, 1993) 

 

Pruebas “in vitro” 

Los métodos in vitro se subdividen en métodos exploratorios y métodos aplicados. 

Los métodos exploratorios se dividen en métodos de evaluación de punto final,  

métodos descriptivos y métodos autobiográficos (Davidson y Paris, 1989, 1993) 

 

Métodos de evaluación del punto final  

Existen cuatro tipos de pruebas de evaluación del punto final (Davidson y Paris, 

1989): 
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1. Pruebas de difusión en agar. Esta prueba fue utilizada inicialmente para la 

evaluación de la actividad antimicrobiana de los antibióticos. Más tarde sin embargo, el 

agar no se encontró adecuado para evaluar ciertas moléculas antimicrobianas, ya que 

éste contiene componentes de efectos antimicrobianas, así como sustancias extrínsecas 

o contaminantes que impiden la difusión del producto en ensayo, lo cual ha conducido 

alguna veces a sustituir el agar por agarosa (Toit and Rautenbach, 2000).  

 

Las pruebas preeliminares de los AEs para la actividad antimicrobiana también es 

a menudo hecha por el método de difusión en disco, en el cual un disco de papel 

humedecido con el AEes puesto sobre una placa de agar inoculada con la cepa 

bacteriana diana o testigo. El compuesto se difunde a través del agar, estableciéndose un 

gradiente de concentración. La zona de inhibición se mide físicamente con un calibrador 

tipo pie de rey para determinar la actividad antimicrobiana de la sustancia a evaluar 

(Schelz y col., 2006). Esto es generalmente usado como un método rápido preeliminar 

para detectar la actividad antibacteriana. Factores tales como el volumen del AE 

colocado sobre los discos de papel, el espesor de la capa de agar e incluso el solvente 

utilizado varia considerablemente entre estudios, lo cual significa que este método es 

útil para poder seleccionar entre los AEs pero no para hacer comparaciones. La prueba 

de los pocillos de agar en la cual los aceites esenciales son depositados en los pocillos 

cortados en el agar puede ser también usado como un método de screening cuando se 

tienen que probar varios AEs o varios microorganismos.  

 

En general, los ensayos de difusión en agar son costosos, consumen mucho 

tiempo y las medidas tienden a ser más cualitativas que cuantitativas. La hidrofobicidad 

de los componentes de los AES  limita el valor de las pruebas de difusión para estimar 

la potencia antimicrobiana adecuadamente (Burt, 2004; Dorman and Deans, 2000; 

Holley and Patel, 2005). El CLSTI (Clinical Laboratory Standards Institute), anterior 

NCCL (National Committee for Clinical Laboratory Standards), recomienda unos 

metodología para realizar las pruebas de difusión en gel (CLST, 2012). Dentro de este 

tipo de pruebas encontramos el método de la microatmósfera y la fumigación, mediante 

el cual se, determina la actividad antimicrobiana de los vapores de los AEs en contacto 

con el medio de crecimiento y los microorganismos (Arras and Usay,  2001; Lopez y 

col., 2005). En estos casos el problema de un mezclado inadecuado es minimizado y los 

AEs y su CMIs se pueden determinar utilizando un método de impregnación de los 
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volátiles en discos que se colocan en la cubierta de la placa de Petri o por sistemas de 

microextracción de la fase sólida combinados con cromatrogafia de gases. Estas 

metodologías de las sustancias volátiles son bastante adecuadas para determinar de 

forma preeliminar la actividad antimicrobiana de las sustancias que van a ser utilizadas 

en envases activos o en fumigación de las cosechas, mientras que los agentes menos 

inhibitorios se deben ensayar mediante métodos de dilución.  

 

        Shur and Nielsen (2003) evaluaron la actividad antifúngica de AEs de canela, 

clavo, lemongrass, mostaza, naranja, salvia, tomillo y romero por el método de la 

microatmosfera y por el de la dilución en agar. Los resultados demostraron que los 

compuestos fenólicos de bajo peso molecular y los compuestos volátiles no fenólicos, 

tales como el citral y el limoneno son más efectivos cuando se aplican a través de la fase 

aérea. Sin embargo los AEs con compuestos de compuestos fenólicos de mayor peso 

molecular, tales como timol y eugenol se usan mejor directamente. Obaidat y col. 2009, 

lograron la inactivación de Salmonella y E. coli O157:H7 sobre tomates cortados por 

acción del carvacrol, allil isothiocianato y cinamaldehido en fase de vapor. De acuerdo a 

estos autores la metodología de la microatmosfera debería ser considerada en futuras 

aplicaciones creando de esta manera una atmósfera protectora que permita extender la 

vida útil de los alimentos envasados mientras que minimiza las alteraciones 

organolépticos y sobre todo debería emplearse para la fumigación o para propósitos de 

envase activo. 

 

2. Gradiente en placas. El agar fundido se vierte en placas de Petri y se deja que 

solidifique, después se vierte una segunda capa de agar con el antimicrobiano. El 

resultado es una placa con un gradiente de concentración. 

 

3. Pruebas para desinfectantes. El coeficiente de fenol es uno de los métodos 

más antiguos para determinar la actividad de los desinfectantes, se obtiene por 

determinación del recíproco de la máxima dilución del compuesto capaz de eliminar al 

microorganismo en 10 minutos; éste es dividido por el recíproco de la concentración de 

fenol con la misma actividad.  

 

5. Pruebas de dilución en caldo o en agar. Este tipo de pruebas permiten 
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 determinar la concentración mínima inhibitoria o CMI y la concentración mínima 

bactericida o CMB. Son parámetros ampliamente usados en la investigación de los AEs, 

aunque en la literatura se encuentran a veces diferencias significativas para definir estos 

parámetros. Una de las definiciones de CMI atribuida a Carson y col. (1995) es la 

“concentración mas baja que resulta en el mantenimiento o reducción de la viabilidad 

del inóculo del microorganismo diana después de un periodo de incubación determinado 

(Burt, 2004). La CMB se define como la concentración más baja del agente 

antimicrobiano necesaria para eliminar el 99% del inóculo inicial después de incubación 

por 24 h bajo condiciones estandarizadas. Este ensayo es una prueba que se realiza 

generalmente empleando diluciones dobles en caldo y posteriormente a la 

determinación del MIC. Los métodos estandarizados para alcanzar la CMI y la CMB a 

través de la microdilución en caldo se encuentra en los  protocolos del CLST (2013).  

 

La determinación del MIC involucra una serie de pruebas que dan una 

aproximación a la menor concentración que se necesita de un antimicrobiano para 

prevenir el crecimiento. Para las pruebas de difusión en caldo el inoculo se siembra en 

tubos con caldo nutritivo que contienen diferentes concentraciones de la sustancia 

antimicrobiana y la MIC es determinada después de la incubación. El resultado de la 

pruebas es la concentración mínima de antimicrobiano que da una solución clara sin 

crecimiento visual (Feng and Zheng, 2007). La eficacia de la actividad antimicrobiana 

es verificada por el cambio en densidad óptica, por colorimetría o por contaje de célula 

viables (Faleiro, 2011). Las medidas de conductancia/conductividad y determinación 

del punto final por monitoreo visual también se usan para comprobar la actividad de los 

antimicrobianos. Esta técnica se basa en la correlación entre el cambio de los 

parámetros eléctricos y el crecimiento microbiano. Los resultados de esta evaluación se 

expresan por el tiempo de detección (TD), o tiempo requerido para que el 

microorganismo alcance un umbral (Rohner y col. 2004). 

 

Para las pruebas de difusión en agar, a tubos con agar tripticasa de soja fundido  

se añade una concentración de AE y este se diluye serialmente usando el mismo modelo 

para obtener la concentración adecuada, se vierte en placas de Petri y se deja solidificar. 

Posteriormente las placas se siembran con el microorganismo diana y se incuba a la 

temperatura adecuada (Hammer y col., 1999; Oussalah y col., 2006). De acuerdo a 

estudios realizados por Gutierrez y col. (2009), no se han encontrado diferencias 
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significativas entre las pruebas por dilución en caldo y en agar. Aunque la 

macrodilución en tubos aún se usatodavía hay una mayor confianza en el uso de 

sistemas de microplacas conteniendo inhibidores y microorganismos diana en el caldo. 

Algunos autores han sugerido que las pruebas de difusión en agar podrían usarse  como 

un método de selección cuando un largo numero de AES y bacterias tienen que ser 

probados, puesto que la comparación de datos publicados no es posible (Dorman and 

Deans, 2000, Burt 2004). 

 

Métodos descriptivos  

 

Son aquellos en los que los microorganismos se muestrean periódicamente para 

determinar cambios en el número de células viables en función del tiempo. El efecto 

bactericida puede determinarse mediante análisis de las curvas de supervivencia, en las 

que las medidas de la DO o la enumeración de células viables por recuento en placas de 

agar después de la adición de los aceites esenciales se grafica versus el tiempo. 

Mediante los conocimientos provenientes de la microbiología predictiva, el análisis de 

estas curvas permite obtener información sobre la fase de latencia, la velocidad máxima 

de crecimiento y densidad máxima de población y estos datos pueden ser usados para 

calcular los índices de inhibición. Una revisión de los diferentes modelos desarrollados 

para evaluar el efecto de inhibidores naturales y de síntesis química puede encontrarse 

en (Geeraerd y col., 2004). 

 

 La determinación de la CMI basadas en el punto final es considerada una tecnica 

semicuantitativa. Lambert and Pearson (2000) describieron una técnica utilizando una 

microplaca de 100 pocillos y desarrollaron un método de análisis de los datos  

cuantitativo, que permite usar toda la información de crecimiento obtenida por 

turbidometría, de cada uno de los pocillos de la microplaca. Una función modificada de 

Gompertz se usa para ajustar los datos para obtener un valor más preciso para el MIC. 

Esta técnica también muestra que a cierta concentración del inhibidor, no hay ningún 

efecto sobre el crecimiento en relación al control, sin inhibidor. Por encima de un valor 

umbral, el cual se ha llamado concentración no inhibitoria o CNI, el crecimiento se ve 

limitado hasta que se alcanza el MIC, donde no se observa ningún crecimiento en 

relación al control. Lambert  y col., 2001 desarrollaron un nuevo modelo basado en la 

metodología del área bajo la curva para determinar el efecto antimicrobiano de los 
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desinfectantes. En general estas funciones, introducen un límite al número de 

microorganismos capaces de ser desinfectados y ajustan mejor los periodos de latencia y 

las colas de las curvas de supervivencia que generalmente son no lineares.  

 

Métodos autobiográficos. Se basan en la separación de los distintos componentes 

de los AEs por cromatografía de capa fina y posterior correlación de los componentes 

con la inhbición del crecimiento microbiano. Esta técnica se ha usado recientemente 

para ensayar la actividad de los AEs de tomillo, lavanda, eucaliptos, y canela (Horwath 

y col., 2010).- 

 

El daño a la pared bacteriana y la pérdida del contenido celular pueden ser 

escaneadas por microcopia electrónica (Burt and Reinders, 2003) y servir a la vez para 

determinar la efectividad de los AEs, sin embargo se debe de tener cuidado para 

asegurarse de que las diferencias entre el control y las células tratadas sean debidas al 

efecto de los AEs y no a la preparación del método.  

 

El efecto de los AEs sobre los microorganismos se ha determinado también 

usando marcadores que ayudan a entender el mecanismo molecular de los agentes que 

interactúan con el DNA (Hamedo, 2009) 

 

 Métodos aplicados   

 

En este tipo de pruebas el agente antimicrobiano es evaluado en el propio 

alimento o en sistemas modelo y su actividad antimicrobiana puede variar mucho de la 

información obtenida de los experimentos in vitro (Gutierrez y col., 2009). Se clasifican 

también en métodos de evaluación del punto final y en métodos descriptivos basados en 

la elaboración de curvas de inhibición o muerte. Los microorganismos usados como 

diana son generalmente los propios contaminantes del alimento o patógenos de interés y 

las temperaturas de incubación son las generalmente usadas o de abuso. Los últimos 

investigaciones  aplicadas sobre la actividad antimicrobiana de los AEs en alimentos se 

han hecho incorporandolos en películas comestibles o con encapsulación (Raibauidy y  

Matan, 2012) (Ponce y col., 2010) 
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1.3.7  Métodos para determinar las combinaciones de antimicrobianos  

 

 Las combinaciones de antimicrobianos ha sido extensivamente estudiadas en la 

industria farmacéutica y los métodos han sido desarrollado para determinar el tipo de 

interacciones entre dos antimicrobianos. Sin embargo es en los últimos años que se 

están aplicando estas metodologías para investigar su aplicabilidad en la industria 

alimentaria.   

 

Las metodologías empleadas para determinar el poder antimicrobiano de las 

mezclas abarcan hasta la fecha desde los primarios ensayos de difusión en agar o en 

dilución en caldo hasta los más recientes estudios basados en las pruebas del 

epsilometro (Lewis y col., 2001), las curvas de letalidad en el tiempo o (Brady y col., 

2006) y el tablero de ajedrez (Barry y col., 1976), pero no todas se adaptan para ser 

usadas con antimicrobianos naturales en  los alimentos.  

 

Para construir las curvas de letalidad, se realizan ensayos en caldo y la tasa de 

muerte de un inóculo fijo se determina comparando la tasa de muerte en la muestra con 

agentes antibacterianos con la muestra control (sin agentes antibacterianos). Para 

determinar el efecto sinérgico o antagónico entre dos o más agentes antimicrobianos, las 

curvas se construyen a partir de una concentración fija de cada agente sólo y en 

combinación, los resultados se comparan con el control, libre del agente antibacteriano.  

La metodología del tablero de ajedrez (chekerboard) se hace en un microplaca de 

pocillos en los cuales se dispensan diluciones seriadas a partir del MIC de cada uno de 

los dos antimicrobianos. El resultado es un tablero de ajedrez, que da nombre a la 

metodología que describe esta técnica de evaluación antimicrobiana. Como es muy 

difícil comparar la MIC de diferentes pruebas, los datos se transforman  para producir 

una concentración inhibitoria Parcial. La CFI o concentración fraccionada inhibitoria 

para un agente antimicrobiano se define como la concentración inhibitoria de un agente 

antimicrobiano con un segundo agente antimicrobiano dividida por la CMI de este 

mismo agente cuando este actúa individualmente   

    

         CFIA=  CMI de A con B/ CMI de A 

          CFIB=  CMI de B con A/ CMI de B 
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 Los CFIs individuales de los agentes en combinación se suman para conocer las 

concentraciones inhibitorias en la mezcla,  

                        

                               Indice mezcla  o CFIi =CIFA + CIFB 

 

Aunque el cálculo del CFI de la mezcla para calcular la interacción parece ser un 

método simple, presenta una limitación ya que se basa en la suposición  de que la mitad 

de la concentración provee la mitad del efecto. Sin embargo esto no es siempre es el 

caso (Lambert y Lambert, 2003). El uso de isobologramas que toma en consideración  

varias combinaciones de los antimicrobianos proporciona una forma de medida más 

realística de medir las interacciones. El método del isobolograma es probablemente una 

de los métodos mas antiguos de medir las interacciones, y datan publicaciones desde 

1870, pero no es hasta que recientemente los resultados obtenidos con el isobolograma 

se han validado mediante modelos matemáticos, que esta metodología es ahora una de 

las favoritas para evaluar la interacción .El procedimiento se basa en la combinación de 

dos muestras a varios proporciones. El CMI para cada muestra se determina 

independientemente y se compara con el CMI obtenido en la combinación. Pueden 

construirse usando directamente los datos de la CMIs o calculando los CFIs  y 

graficando estos. Los puntos situados en los dos ejes representan las dosis individuales 

y el isobolograma se construye examinando los puntos de inhibición representados por 

una combinación determinada de los antimicrobianos (Vuuren y Viljoen, 2011).  

 

La interacción de los antimicrobianos en las combinaciones también se puede 

determinar usando la metodología del área bajo la curva dosis-respuessta (Lambert y 

Lambert, 2003). Dufur y col., 2003, desarrollaron una metodología usando cuatro 

criterios para determinar el grado de sinergismo entre varias concentraciones de 

antimicrobianos, usando el sistema microtiter y basándose en los siguientes criterios: 

incremento en la fase lag, reduccion en la densidad del cultivo y viabilidad residual 

después después de 24 horas.  
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1.4  La leche pasteurizada  

  1.4.1  Tecnologías emergentes en la conservación de la leche pasteurizada  

 

El consumo de la leche fluida ha venido disminuyendo en los últimos veinte años, 

sin embargo desde los últimos diez años este descenso es de mayor intensidad, a favor 

del consumo de bebidas carbonatadas, agua embotellada, zumos, bebidas para 

deportistas y té listo para el consumo. En Estados Unidos el consumo de leche fluida 

disminuyó en el año 2012 con respecto al año 2011 en un 4,3 %, estando por debajo de 

los 54 millones de libras (USDA, 2013; Cai y Stiegert, 2013). El mercado de leche 

fluida en Europa es de aproximadamente 30 millones de litros por año y la disminución 

en el consumo es de aproximadamente 0.7% al año. La situación del mercado de lácteos 

en 2013 en muchos países de Europa es muy similar a la ocurrida en 2008 y 2009, con 

precios de la leche que descendieron a niveles preocupantes, pero con la diferencia que 

ahora los costos se encuentran en aumento (Richarts, 2013). 

: 

  Hace veinte años un embotellador de leche sólo se desarrollaba en el negocio de 

la leche fluida exclusivamente, sin embargo en la actualidad la elevada competitividad 

del mercado ha empujado a los embotelladores a envasar otras bebidas, como por 

ejemplo agua, zumos y bebidas para deportistas. Para que una planta industrial sea 

rentable es preciso que funcione a total capacidad, por lo que este movimiento se ha 

hecho imperativo debido a la falta de crecimiento en el consumo de leche. Además los 

costos de distribución han incrementado dramáticamente y se hace más rentable para los 

industriales procesar productos adicionales para comerciar y distribuir, ya que muchos 

distribuidores prefieren hacer negocios con un procesador que provee una línea 

completa de bebidas.  

 

En la actualidad se pueden procesar grandes volúmenes de producto fluido con 

reducidos costos de mano de obra y envase gracias a los avances tecnológicos, lo que ha 

permitido reducir los márgenes de ganancia para ofrecer productos más competitivos y a 

la vez ha llevado a que las plantas sean cada vez de mayor escala. Esto ha hecho muy 

difícil la supervivencia de pequeños productores  en el negocio de leche líquida, que 

apenas han podido supervivir con las nuevas tendencias y escasamente pueden 

establecer contratos para procesar líneas adicionales  de productos, lo cual resulta en 
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costos más altos de producción y por consiguiente su salida de muchos mercados 

(Prasad y y col., 2004). 

 

Durante los últimos diez años la industria de las bebidas de leche fluida ha 

intentado innovar y sastifacer  las nuevas demandas de los consumidores enfocándose 

principalmente en mejorar la calidad percibida de los productos lácteos , incrementando   

la vida útil implementando nuevas tecnologías de procesamiento, produciendo bebidas 

elaboradas con leche ecológica (organic farming), aumentando los canales de 

distribución, adecuando los envases a las nuevas demandas del consumidores  

yproduciendo  bebidas con nuevos ingredientes, aromas y sabores (Davis y col., 2012). 

 

1.4.1  Tratamientos térmicos  

 

La leche cruda es un alimento nutricionalmente muy rico, de baja acidez y 

contiene todos los nutrientes requeridos por las bacterias para crecer, incluyendo las 

potencialmente patógenas para el hombre,  por lo que tiene unos pocos días de vida útil. 

Los microorganismos patógenos ocurren normalmente en la leche cruda debido a la 

contaminación fecal o directamente por las mastitis de la vaca. Entre los  patógenos más 

frecuentes asociados con la leche cruda se encuentran Salmonella spp., Listeria 

monocytogenes, Yersinia enterocolítica, Brucella spp,, E. coli O157:H7, Bacillus spp, 

Campylobacter spp., Coxiella bernutii y Micobacterium avium  (Olivier y col., 2000; 

Pearce, 2001).  

El objetivo de la pasteurización es eliminar los patógenos y microorganismos de 

deterioro sin afectar las propiedades organolépticas y nutricionales de la leche. La 

elección de la temperatura y el tiempo adecuado viene condicionada por  la necesidad 

de inactivar la carga bacteriana inicial y al mismo tiempo evitar la desnaturalización de 

las proteínas de la leche, inactivación de las vitaminas y todos los casos la aparición de 

los gustos a cocido que deterioran irreversiblemente las bebidas lácteas. Una correcta 

pasteurización combinada con un envase adecuado y una adecuada refrigeración elimina 

la posibilidad de cualquier enfermedad debida a los patógenos tradicionales, aunque la 

identificación de nuevos patógenos emergentes hace que este concepto siempre esté 

sometido a cambio. Asimismo las contaminaciones postproceso han sido causantes de 

brotes en la leche pasteurizada adecuadamente. (Fleming y col., 1984, Dalton y col., 

1997, MMWR. 2007). 



Introducción 

 47

  

La producción de bebidas de leche fluida combina las operaciones de 

clarificación, separación de la grasa (para la producción de leches de diferente 

contenido graso), normalización, tratamiento térmico y homogenización. Mientras que 

el contenido de grasa de la mayoría de la leche crudas es 4% o mayor, el contenido de 

grasa en la mayoría de las bebidas de leche  se ha reducido a 3.4%,  2% de grasa, 1% de 

grasa o hasta <0.1% en leche descremada. Estos productos se elaboran por 

descremamiento total de la leche entera o /y adicción de la cantidad apropiada de grasa. 

Algunas vitaminas como la A y la D (solubles en grasa) se añaden en la forma de 

emulsiones solubles en agua, para suplementar la pérdida que pudo tener lugar en el 

proceso de desnatado o descremada.  

 

Los principales avances tecnológicos en el procesamiento de la leche fluida en los 

últimos 25 años incluyen significantes mejoras en las operaciones de separación, 

pasteurización, homogeneización y envasado, siendo considerables los avances 

relacionados con la capacidad de producción, automatización y operaciones higiénicas. 

(Boor y Griiffin, 2006). El mejoramiento de la calidad higiénica de la leche esta 

íntimamente relacionada con el desarrollo del mercado, los primeros estudios  que 

demostraron esta relación fueron desarrollados por el profesor David Bande en Estados 

Unidos, los cuales revelaron que el consumo de leche en los distintos escolares esta 

directamente relacionado con su calidad sensorial y ésta a su vez depende directamente 

de su calidad microbiológica.  

 

Los objetivos actuales de cualquier programa que se proponga para mejorar la 

calidad higiénica de la leche se basan en tres aspectos fundamentales: buenas practicas  

higiénicas, optimización de los tratamientos térmicos, pasteurización y esterilización  

medieante el uso de modelos predictivos que aseguren la eficiencia de estos 

tratamientos y el uso de sistemas de análisis de peligros y puntos críticos de control 

durante todo el sistema de producción (Smith y col., 2004). 

  

El crecimiento microbiano es la primera y más peligrosa limitación de la industria 

alimentaria. En la industria láctea, la principal finalidad del tratamiento térmico es 

destruir todos los microorganismos patógenos presentes en la leche. La tendencia hacia 

el consumo de alimentos más naturales parece haberse extendido también en la leche, y 
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en muchos consumidores manifiestan preferencia por la bebida que presenta un sabor 

más parecido a la leche cruda, por lo cual los tratamientos de conservación tienden a ser 

lo menos drásticos posibles (Claeys y col., 2013). Por otro lado la centralización de la 

industria láctea, el incremento de la competencia y las compras menos frecuentes del 

consumidor han aumentado la necesidad de aumentar la vida útil de la leche 

pasteurizada, la cual debido a los frecuentes rupturas de la cadena de frío,  debe 

enfrentar el reto de prevenir el deterioro y garantizar la inocuidad a elevadas 

temperaturas (Rysstad, y  Kolstad, 2006).  

 

Los tratamientos térmicos más comúnmente usados son las combinaciones de baja 

temperatura, bajo tiempo (LTLT), (63,5ºC por 30 min) y los de alta temperatura, corto 

tiempo (HTST) (72-75ºC por 15-30 seg) y deben presentar una reacción negativa a la 

fosfatasa y positiva a la peroxidada. La vida útil de una leche pasteurizada (HTST) 

depende de múltiples factores entre los que destacan la calidad de la leche cruda, las 

condiciones de pasteurización, la posibilidad de contaminaciones post-proceso y del 

mantenimiento de una adecuada cadena de frío. Si todas estas condiciones son 

adecuadas el tiempo de vida útil de una leche pasteurizada es de aproximadamente 10 

días. La leche esterilizada implica la utilización de temperaturas más altas, 140 ºC por 

3º o 4 seg (UHT). Es un proceso que destruye toda forma vegetativa e inactiva las 

esporas y el producto se puede almacenar a temperatura ambiente y la refrigeración 

solamente es requerida al abrir el envase. La vida útil de este producto es de 

aproximadamente 6 meses. Sin embargo, la necesidad de obtener un producto con las 

características de la leche pasteurizada pero con mayor vida útil ha conducido al 

desarrollo de la leche UP (ultrapasteurizada), la cual  requiere de tratamientos térmicos 

más intensos que la pasteurización (123-127 ºC por 1-5 seg) y que proporcionan una 

mayor vida útil, alrededor de 45 días. El producto queda prácticamente libre de 

microorganismos capaz de crecer bajo  refrigeración (<7 ºC) durante el almacenamiento 

o transporte y pueden así tiene vida util mayor de cuatro semanas si no se altera la 

cadena de frio  (Lorenzen y col., 2011).  

 

 En Estados Unidos estas diferencias en el procesamiento han generado distintos 

tipos de leche fluida, tales como la leche pasteurizada, la ultrapasteurizada y la leche 

comúnmente llamada de larga vida o leche esterilizada. El mercado de la leche fluida en 

Europa esta dividido entre la leche fresca pasteurizada distribuida en cadena de frío y la 
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leche UHT distribuida a temperatura ambiente, según la legislación de la UE (EC milk 

Hygiene Directive 92/46/EEC). La proporción difiere entre países pero la tendencia es 

que la leche UHT sea cada vez más consumida esdebido a la conveniencia de 

almacenamiento y distribución. Sin embargo en muchas zonas este tipo de leche no ha 

tenido aceptación suficiente debido a que los consumidores perciben el sabor a cocido 

en la leche esterilizada (Zabbia y col., 2011). Por el mismo motivo la leche UP tiene 

presenta un gran potencial por  sus propiedades organolépticas similares a las de la 

leche pasteurizada pero con una vida útil de varias semanas (Rysstad y Kolstad, 2006). 

 

Las nuevas tecnologías de envasado se están desarrollando para procurar bebidas 

lácteas, fácilmente trasportables y listos para consumir en envases accesibles elaborados 

con cartones asépticos tetrapak o botellas de plástico de polietileno de alta densidad 

(que impide el intercambio de oxigeno) para consumo individual o fácilmente 

acomodables en un bolso o maletín. Los consumidores ahora pueden disfrutar de 

bebidas aromatizadas con fresa, chocolate, café con leche, con un  sellado que se puede 

abrir fácilmente y que les acompañan  en sus activos estilos de vida actuales.  

 

La búsqueda de nuevas tecnologías de conservación de la leche fluida que 

aumenten la vida útil de la leche y mantengan su características sensoriales ha dado 

lugar a la investigación en tecnologías no térmicas que incluyen pulsos eléctricos 

(Bermudez-Aguirre y col, 2011), altas presiones hidrostáticas (Escobar y col., 2010), 

ultrasonido de alta intensidad (Cameron y col., 2010), campos magnéticos pulsantes 

(Sotelo y col., 2007) e irradiación (Corbo y col, 2009). Sin embargo estas tecnologías 

aún no están aprobadas legalmente y se necesita más investigación para poder 

introducirlas comercialmente en los productos lacteos. En la actualidad las tecnologías 

emergentes usadas para en la conservación de la leche están basadas en la combinación 

de diferentes métodos de conservación, así por ejemplo además de las tecnologías 

convencionales que usan la refrigeración en combinación con la pasteurización en leche 

HTST y que garantizan a la leche un tiempo de vida útil de unos días o del envasado 

aséptico con la leche UHT que le garantiza unos meses sin refrigeración, se han 

incorporado técnicas de microfiltración, bactofugación o inyección de CO2 en 

combinación con envasado aséptico que permite aumentar la duración de la leche UP 

hasta unos 45 días, obteniéndose la denominada UP-SEL o leche ultrapasteurizada de 

vida útil extendida (ultrapasteurized shelf-extended life). 
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En la conservación de la leche se han usado algunos aditivos químicos que 

resultan en la creación de ambientes indeseables para el crecimiento microbiano, como 

el azúcar en la leche condensada o la sal en las cremas de leche, antimicrobianos 

naturales como las bacteriocinas producidas por las bacterias acido lácticas (Balcienas y 

col., 2013), o sistemas naturales de la leche como la lactoperoxidasa, lactoferrinas o 

xantin-oxidasa. Sin embargo estos antimicrobianos naturales presentan aún muchas 

limitaciones legales y su uso no está aprobado salvo en determinadas circunstancias.  

 

El uso de antimicrobianos  naturales procedentes de plantas en la leche está siendo 

estudiado recientemente. Como ejemplos se encuentra el trabajo realizado por 

Amalaradjou y col., 2009 sobre el efecto antimicrobiano del cinamaldehido sobre 

Enterobacter sagazaki en leche maternizada, el efecto sinérgico obtenido por la 

combinación de la vainillina o la canela y las altas presiones para pasteurizar  una 

bebida láctea (Pina-Perez y col., 2009)  o el estudio realizado por Ettayebi y col., 2000, 

sobre la actividad antimicrobiana resultante de la combinación de nisina y thymol sobre 

Bacillus subtilis en leche .Tserennadmid y col., 2011 encontraron que combinaciones de 

salvia, limon y mejorana inhibieron el crecimiento microbiano de ciertas especies de 

levaduras en la leche descremada. Turki y col. (2008) encontraron que los AEs de  

orégano, mejorana, salvia y regaliz presentaron efecto inhibitorio sobre E. coli y 

Bacillus subtilis en leche.  

 

1.4.2  Envases  

 

En la actualidad la tendencia en el mercado de las bebidas lácteas pasteurizadas es  

extender sus redes de distribución y poder comercializar las bebidas en sitios donde 

antes pareciera impensable, como en los colegios y sistemas de dispensación 

automáticos. Esto se ha conseguido Parcialmente debido a los productos de mayor vida 

útil que están saliendo actualmente en el mercado. De nuevo gracias a las nuevas 

tecnologías de procesamiento y envasado aséptico los nuevos productos de leche fluida 

tienen garantizado periodos de caducidad muy grandes que permiten acceder a puntos 

de ventan antes inalcanzables, aumentando la red de distribución y favoreciendo 

ampliamente no solo el sector de los consumidores, sino de distribuidores, procesadores 

y comerciantes de estos productos.  
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El envase cumple una función muy importante: proteger el alimento de una 

manera segura y eficiente desde el momento en que se elabora hasta que se consume. El 

envaaque por lo tanto debe garantizar al alimento: protección de la luz, 

microorganismos, el aire y el ambiente. Los envases deben garantizar una conservación 

adecuada, deben proveer la información suficiente sobre ingredientes, cantidades, 

valores nutricionales, vida útil,  y deben ser manejables, prácticos y livianos. 

Los envases utilizados en la industria láctea están evolucionando de acuerdo a 

estos conceptos. En general los que más adelantos e innovaciones han experimentado 

han sido aquellos destinados a los productos UHT y los dirigidos a conservar leches 

ultrapasteurizada de larga vida útil (UP-ESH), así por ejemplo las técnicas de envasado 

aséptico en envases estériles garantizan que el productos después de una 

ultrapasteurización tenga una vida útil de mas de 60 días después en refrigeración. En 

estos últimos procesamientos la combinación de envasado en ambiente estéril en 

envases previamente esterilizados (envasado aséptico) garantiza productos de mayor 

conservabilidad. En general los cartones  asépticos Tetra-Pack


 o botellas de plástico de 

polietileno de alta densidad HDPE, están dominando las últimas tendencias en el envase 

de la industria  láctea. Un envase tetra-pak esta elaborado con tres materiales básicos, 

papel (75%),polietileno (20%) y aluminio (5%), cuya combinación provee un material 

con optimas propiedades, que garantiza alto grado de seguridad, higiene y retención de 

nutrientes, conserva el gusto y la frescura y es poco pesado. Para garantizar la máxima 

vida útil en estos productos  las botellas de HDPE se han innovado con una estructura 

de tres capas, con una coloreada en negro intermedia que impide la transmisión de la luz 

y mantienen los aromas y el sabor por más tiempo. Actualmente las botellas de HDPE 

están alcanzando una posición de ventas muy alta en el mercado frente a los cartones 

Tetra Pack
R
.                                               

Las nuevas tecnologías de envasado se están desarrollando para procurar bebidas 

lácteas de productos, fácilmente trasportables y listos para consumir en envases 

accesibles, para consumo individual o fácilmente acomodables en un bolso o maletín. 

Este tipo de productos está teniendo una amplia aceptación en los mercados 

estadounidenses y en general a escala mundial. Los consumidores ahora pueden 

disfrutar de bebidas aromatizadas con fresa, chocolate, café con leche, con un sistema 

de cierre que se puede abrir fácilmente y que les acompañan en sus activos estilos de 
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vida actuales. Actualmente la industria láctea necesita llegar a un sector del mercado 

que esta mostrando un crecimiento en lo últimos años: niños y adolescentes. El gran 

reto es como comercializar la leche en las escuelas, con envases individuales y anuncios 

llamativos. Tetra Pack se ha dado cuenta de esta gran oportunidad y está trabajando en 

diseños de envases que sean de fácil uso (convenience foods) y que se vendan 

fácilmente en este sector de consumidores  

 

1.4.3  Bebidas lácteas funcionales   

 

El rápido auge  de los alimentos funcionales y la incorporación de ingredientes 

biológicamente activos han permitido también ampliar enormemente las posibilidades 

del mercado de la leche fluida. La innovación en la elaboración de bebidas lácteas es 

una herramienta fundamental para revertir la tendencia en la disminución de las ventas 

en leche fluida y frenar su consumo.   

 

 La producción de bebidas lácteas con alto valor añadido, que combinan diferentes 

ingredientes, sabores y texturas ha sido una de las áreas en que la industria láctea se ha 

diversificado para aumentar las ventas y cubrir las necesidades particulares de cada 

cliente. Bebidas innovatívas basadas en la leche están continuamente saliendo al 

mercado y son responsables del aumento en las ventas de este tipo de productos.  Los 

consumidores saben que beber leche es bueno para la salud, pero con nuevas 

formulaciones, y nuevos sabores, estarán mucho más dispuestos al cambio. Así por 

ejemplo, los consumidores buscan actualmente consumir leches bajas en grasa y esto en 

general disminuye su sabor, sin embargo se ha comprobado que la adición de fibra a las 

leches lácteas desnatadas parece mejorar su consistencia y sabor, haciéndola más 

parecida al natural. En los últimos años, tratando que la leche no fuera una bebida tan 

monótona, se han introducido en el mercado leches con mayor contenido de sólidos,  lo 

cual potencia el sabor y les aumenta su valor nutricional, siendo muchos los  

consumidores que pagan un plus por este producto. 

   

 Como ejemplos representativos de esta tendencia en el consumo de bebidas 

lácteas funcionales, una nueva bebida que está aumentando en ventas entre los 

estudiantes y adolescentes de EEUU es una bebida láctea de tres sabores, enriquecida 

con cafeína, en la misma cantidad que pudiera tener una Coca Cola


. En Europa 
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destacan una enorme variedad de bebidas lácteas combinadas con zumos de frutas y 

aromatizadas con diferentes sabores, que aumentan la gama de productos basados en 

leche que se ofrecen al consumidor.  

 

Conseguir el peso saludable con los productos lácteos  ha sido  el  centro    de 

campañas publicitarias lanzadas al mercado con tremendo éxito. Las bebidas lácteas 

bajas en carbohidratos las cuales son esencialmente leche con menos lactosa y más 

proteínas, sin azúcar añadido, con edulcorantes  o sin colores artificiales se han unido 

con otros diseños  de leche: leches fortificadas en calcio, e incluso  leche con proteína 

de soja. Otro ejemplo de preparados lácteos dirigidos a combatir el sobrepeso lo 

encontramos en la leche con Tonalin o acido linolénico conjugado, comercializada por 

la compañía Central Lechera Asturiana en España. 

 

Ejemplos de productos que han redimensionado el mercado de las bebidas lácteas 

los encontramos alrededor del mundo en leches enriquecidas en calcio o en ácidos 

grasos omega 3. Estudios animales han demostrado las propiedades beneficiosas de los 

omega 3 para prevenir el cáncer y reducir el colesterol. New Zealand Milk, 

recientemente introdujo Herat Wise, una bebida baja en colesterol y grasa, enriquecida 

con ácidos grados omega 3, para ayudar a mantener la salud del corazón. En España la 

compañía Puleva comercializa una línea de productos enriquecidos con este ácido graso.  

 

En Corea del Sur se comercializa leche fortificada con lactoferrina, calcio de leche 

y bífidobacterias. También se comercializan con éxito leches maternizadas con 

lactoferrina, péptidos biológicamente activos (ej. glycomacropeptidos),  vitamina C y  

hierro . La lactoferrina es una proteína del suero ligadora del hierro que  incrementa su 

absorción, exhibe propiedades antimicrobianas contra una amplia variedad de 

microorganismos y aumenta las propiedades del sistema inmune. Los péptidos 

bioactivos producidos a partir de la hidrólisis o de la fermentación de las proteínas de la 

leche tienen numerosas propiedades beneficiosas, entre las cuales encontramos que 

bajan el colesterol o reducen la presión de la sangre. Los glicomacropeptidos (GMP) 

son  péptidos derivados de la caseína encontrados en el lactosuero que tienen 

demostradas propiedades inmunológicas, son  fuente de proteína  libre de fenilalanina  y 

puede ser útiles para tratar personas con fenildetonuria. En países tales como Francia y 

Scandinavia las compañías de alimentos usan GMP para bajar el peso, aludiendo que el 
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GMP es un estimulador de la colescystokinina, un supresor de la hormona del apetito. 

De efectos digestivos saludables, estilos de vida activos, beneficiosos para el corazón 

están entre las plataformas que utilizan las compañías que mercadean los productos 

lácteos. Los probióticos  son los ingredientes básicos entre los productos que se 

promueven como digestivos saludables. En este amplio ya encontraríamos las leches 

fermentadas  que contienen microorganismos Lactobacillus acidophilus, 

Bifidobacterium bijidus y Lacotbacillus casei. También contienen inulina para ayudar al 

mantenimiento de los cultivos en el intestino. En este último rubro en España se 

comercializan actualmente las leches enriquecidas con benecol, un fitosterol útil para 

reducir el colesterol. Cuando se trata de promover la salud de los niños, el calcio es 

indispensable como nutriente esencial. En Europa y Estados Unidos también se 

mercadean leches enriquecidas  con calcio, vitaminas A y D, dirigidas a niños y 

adolescentes, que están en los primeros años de construcción de huesos.  

 

Por último destacan una enorme variedad de bebidas lácteas combinadas con 

zumos de frutas y aromatizadas con diferentes sabores, que aumentan la gama de 

productos  basados en leche que se ofrecen al consumidor. A las  bebidas aromatizadas 

tradicionales de vainillina, fresa, chocolate, plátano, canela y limón, también se están 

incorporando nuevos sabores como por ejemplo galletas con crema o chocolate. 

 

 

      Figura 14. Nuevas tendencias en envases y bebidas en el mercado lacteo. 
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1.5  Microorganismos patógenos de interés en la leche pasteurizada 

  

       1.5.1     Listeria monocytogenes  

 

  

Figura 15. Listeria monocytogenes 

 

La bacteria patógena Listeria monocytogenes  es un bacilo Gram + anaeróbico 

facultativo, no esporulado causante de la listeriosis, enfermedad con alta tasa de 

hospitalización y con alto índice de mortalidad (20-30 %). Las diversas manifestaciones 

clínicas asociadas a la listeriosis pueden agruparse en dos categorias: listeriosis invasiva 

y listeriosis no invasiva, la primera deriva en la invasión de partes del organismo como 

el útero grávido, el sistema nervioso central  o la sangre. La listerioris no invasiva causa 

gastroenteritis aguda, con fiebre y se autolimita  en personas sanas.  El género  Listeria 

consiste seis especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. inocua, L. 

welshimeri, y L. gravi, de las cuales sólo L. monocytogenes es patógenoa para el ser 

humano, aunque se han registrado enfermedades producidas por L. ivanovii, L. seeligeri 

y L. inocua (Jeyaletchumi y col., 2010). Los ancianos, mujeres embarazadas, recién 

nacidos  y poblaciones inmunocomprometidas son las más susceptibles a la listeriosis, 

la cual se manifiesta con un largo periodo de incubación, que hace difícil identificar al 

patógeno y el alimento contaminado. A pesar de presentarse con baja frecuencia, debido 

a la severidad de la enfermedad en la actualidad es una de es una de las enfermedades 

transmitidas por los alimentos que causa mayor preocupación (FDA/ CFSAN, 2013). 
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En EEUU se registran anualmente aproximadamente 1.600 casos de listeriosis, 

más de 1.400 hospitalizaciones y 250 muertes (Scallan y col., 2011). En Europa según 

los datos registrados por el EFSA-ECDC (2011) en el año 2011 se confirmaron 1.476 

casos de listeriosis, con 604 hospitalizaciones y 134 muertes. Entre 1995 y 2009, en la 

literatura disponible, se reportaron en el mundo 11 brotes, con 545 personas afectadas 

de listeriosis asociada al consumo de quesos, con tasas de mortalidad entre el 14% y 

30% y de hospitalización de hasta el 100%. En la Unión Europea (UE), entre 2004 y 

2008, se estimaron 0,3 casos por cada 100.000 habitantes 

 

Esta bacteria muestra relativa resistencia a las condiciones ambientales adversas 

comparada con otras bacterias no esporuladas. Es capaz de crecer bajo extremas 

condiciones acídicas (4,5 a 9), soportar  altas concentraciones de sal (>13%) y en un 

amplio rango de temperatura (0,4 - 46 ºC) por extensos periodos de tiempo, debido a 

varios mecanismos de adaptación que han sido demostrados. Estas propiedades se han 

atribuido a varios mecanismos, bien estudiados como son:cambios en la composición de 

la membrana ( aumento de  la proporción de los ácidos grasos  no saturados, los cuales 

favorecen la fluidez de la membrana citoplasmática (Beales, 2004), acortamiento de la 

longitud de la cadena de los ácidos grasos ( una disminución en C 17:0 ) y cambios  de 

isómero (i-C 15:0 a C15:0)), cambios en la expresión genética y producción proteinas de 

shock, (Lui y col ., 2004), acumulación de solutos como glicina, betaina, carinitina, los 

cuales actúan como crioprotectores (Angelidis y Smith, 2003), inducción de un factor 

general de stress : sigma  (σ
B
) que hacen posible cambios en la transcripcción de genes 

relacionados con la resistencia microbiana, empleo de varios sistemas enzimáticos 

específicos como la FoF1-ATPasa o la glutamato descarboxilasa, involucrados en el 

mantenimiento de la homeostasis interna de la célula (Yoshida y col. 2001). 

 

La resistencia antimicrobiana en Listeria es un tema emergente en los últimos 

años. Numerosos estudios han mostrado que numerosas especies de Listeria aisladas de  

humanos o de la cadena alimentaria son resistentes a uno a varios antibióticos (Prazak y 

col , 2002). La resistencia a  antimicrobianos y desinfectantes usados en industria de los 

alimentos también está en aumento y es un tema de gran preocupación, especialmente 

por la capacidad de adherirse a las superficies y formar biofilms (Borucki y col., 2003). 

L. monocytogenes también ha desarrollado resistencia a las bacteriocinas, entre ellas la 
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nisina usada como conservante en la industria láctea y cárnica para el control de 

patógenos. El uso de métodos de procesamiento combinado, que se enfoquen en destruir 

los mecanismos que permiten a Listeria spp sobrevivir en condiciones adversas de baja 

temperatrutra, pH acídido o alta presión osmótica supone en los últimos años una 

esperanza para acabar con el peligro que representa este microorganismo.  

 

L. monocytogenes debe considerarse como una bacteria ubicua medioambiental 

que se encuentra en el intestino de animales y personas que actúan como portadores y, 

también está ampliamente distribuida en ambientes naturales como suelo, agua, 

efluentes, pastos y ensilados donde sobreviven durante períodos extensos de tiempo. 

Hay también indicios de que la bacteria reside en el intestino humano sin sintomatología 

del2 al 10% de la población. La transmisión al hombre se produce fundamentalmente 

mediante el consumo de alimentos que se han contaminado durante su producción y 

elaboración. Además de encontrarse en la mayoría de las materias primas (carne, leche, 

pescado fresco, frutas y verduras, huevos) las condiciones de procesamiento más suaves 

que prevalecen hoy en día en la industria alimentaria favorecen que L. monocytogenes  

está presente con alta probabilidad en los productos listos para el consumo como  las 

carnes crudas fermentadas, ensaladas preparadas, derivados lácteos y pescado ahumado 

en crudo. Actualmente En EEUU la FDA (Food and Drug Administration) tiene una 

política de tolerancia cero para L. monocytognes en alimentos listos para el consumo en 

Estados Unidos. En la UE se permite una concentración de 100 ufc/ml en alimentos que 

no están dirigidos a infantes o poblaciones vulnerables o en productos listos para el 

consumo que no permitan el crecimiento de esta bacteria. La U.S. FDA (The United 

States Food and Drug Adminstratios´s), el Centro para Nutrición y la Seguridad 

Alimentaria (CFSAN), junto con el Servicio de Inspección y Seguridad Alimentaria 

(FSIS) y el Centro para la Prevención y Control de Enfermedades (CDC) han realizado  

un análisis de riesgo para la salud pública para determinados alimentos listos para el 

consumo, los cuales se han clasificado en varias categorías de acuerdo a la probabilidad 

de que estos alimentos estén contaminados con L. monocytogenes y provoquen 

listeriosis o muerte asociada con su consumo (FDA/CFSAN, 2003). Los alimentos de 

riesgo son aquellos que presentan ingredientes que facilitan el desarrollo de L. 

monocytogenes son alimentos, permanecen durante mucho tiempo en refrigeración y 

con posibilidades de contaminación cruzada.  
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La leche y sus derivados, quesos, mantequillas y bebidas lácteas son alimentos 

considerados de riesgo y han sido responsables de gran número de brotes en los últimos 

años (Tabla 2). La prevalencia de L. monocytogenes en leche cruda es del 2,5-6 % en 

Europa y del 7-12% en USA (Latorre y col., 2010; Kessel y col., 2011). La leche 

pasteurizada presenta riesgo moderado reproducir listeriosis de acuerdo a un análisis de 

valoración de riesgo  para los alimentos listos para el consumo realizado por la FDA. En 

esta categoría se incluyen leche de cabra y vaca, leches chocolatadas y otras leches 

malteadas. En este estudio de valoración de riesgo también se toman en consideración la 

cantidad de este producto que es consumido diariamente y la vulnerabilidad de la 

población que la consume.  

 

           La presencia de L. monocytogenes en leche se debe al contacto directo con 

fuentes de contaminación del ambiente de la granja y a la excreción por la ubre del 

animal infestado. Condiciones normales de pasteurización (Doyle y col., 1987) 

garantizan la  total destrucción de L. monoytogenes. Entonces ¿porque la leche 

pasteurizada sigue siendo una preocupación de la industria láctea? Hay varias razones: 

 1) aparición de brotes de la enfermedad en humanos por el consumo de leche 

pasteurizada  

 2)  posibilidad de entrada de leche cruda contaminada con L. monocytogenes en 

las plantas de procesamiento de leche que puede llevar a la persistencia de este 

patógeno, con la contaminación subsiguiente de los productos lácteos procesados.  

3) una pasteurización inadecuada o fallida.  

 

        Algunos estudios han demostrado también que las condiciones normales de 

pasteurización a veces son insuficientes: Saunder y col. (2005), Jayamanne y 

Samarajeewa (2010) encontraron que la termorresistencia de L. monocytogenes aumenta 

cuando se encuentra en poblaciones entre 10
5
 y 10

6 
 cfu/ml. Estos autores también han 

demostrado que L. monocytogenes puede existir dentro de los leucocitos 

polimorfonucleares y sobrevivir dentro de estas células a altas pasteurizaciones. Otros 

factores que incrementan la resistencia térmica de este patógeno son el contenido graso 

de la leche, siendo mayor en leche entera que descremada (Schobitz y col., 2001) y la 

incorporación de chocolate y azúcar, compuestos que favorecen el crecimiento y 

mantenimiento de L. monocytogenes en la leche (Kenendy y Beuchat, 2004). Se ha 

encontrado también que L. monocytogenes presenta mayor resistencia a altas 
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temperaturas, mientras mayor sea su permanencia en la leche cruda bajo condiciones de 

refrigeración (Pitt y col, 1999) o si se expone a temperaturas subletales previo 

tratamiento térmico (Farber y col., 1992).  

 

Un efectivo control de la temperatura durante el transporte y el almacenamiento es 

también muy importante para asegurar la inocuidad de la leche pasteurizada pues la 

posibilidad de crecimiento de este patógeno en leche a temperaturas de refrigeración ha 

sido demostrada por estudios experimentales (Allavi y col. 2001). Sin embargo estas 

condiciones caen fuera de la responsabilidad directa del productor y las medidas de 

control son muchas veces insuficientes (Kennedy, 2005). Estos fallos en el control de la 

temperatura pueden permitir que las poblaciones de L. monocytognes alcancen niveles > 

10
2
 ufc/ml, poniendo en peligro la salud del consumidor.  

 

Tabla 2. Principales brotes de listeriosis debido al consumo de leche o queso  a nivel 

mundial en los últimos años 

Fuente: 

Foodborne Illness Outbreak Database (http://www.outbreakdatabase.com) 

CDC Database (http:wwwn.cdcgov/foodborneoutbreaks/)  

CSPI´s Database (http:www.cspinet.org/foodsafety/outbreak/pathogen.php 

Año  Casos/Muertes        Alimento País     Referencia  

1983 49/18 Leche pasteurizada EEUU Fleming y col 1983 

1983 122/34 Queso  Suiza Bula y col.,1995 

1985 142/48 Queso EEUU Linnan y col.1995 

1995 36/0 Queso Francia  Goulet y col.,1995 

1994 45/0 Leche pasteurizada EEUU Dalton ycol.,1997 

2000-01 12/0 Queso EEUU Boggs ycol.,1997 

2002 17/0 Queso Canada Gaulin y col.,2003 

2005 10/3      Queso Suiza Bille y col 2006 

2006-07 75/13 Queso Rep. Checa EFSA, 2006 

2006 189/25 Queso Alemania Koch y col.,2010 

2007 5/3 Leche pasteurizada                         

achocolatada 
EEUU CDCP, 2008 

2008 69/0 Queso Chile Noriegay col., 2008 

2009 14/0 Queso Austria/Alemania Fretz y col.,2009 

2012 20/4 Queso EEUU CDCP, 2012 
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1.5.1 E. coli O157:H7 

      

Figura 16.  E. coli O157:H7      

Escherichia coli es un bacilo Gramnegativo de la familia Enterobacteriaceae 

comúnmente encontrado  en el intestino de los humanos y animales de sangre caliente. 

La mayoría de las cepas son benignas y forman parte de la flora normal del intestino, sin 

embargo otras son patógenas y pueden causar serias enfermedades. Seis grupos bien 

definidos son catalogados como patógenos con base a criterios clínicos, 

epidemiológicos y moleculares: E. coli enteropatógena (ECEP), E. coli enteroinvasiva 

(ECEI), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroagregativa o enteroadherente 

(ECEAgg o ECEA), E. coli de adherencia difusa (ECAD) y E. coli shigatoxigénica 

(ECST), dentro de las que se encuentra E. coli enterohemorrágica (ECEH). Cada uno de 

estos grupos tiene factores de patogenicidad específicos que sirven para su 

identificación y clasificación, así como diferentes serotipos basados en los antígenos O 

y H (Tamaki y col., 2005).   

ECST ha recibido diversas designaciones, una de ellas es E. coli verotoxigénica 

(ECVT), nomenclatura que le fue dada, haciendo mención a que la bacteria produce una 

citotoxina con actividad sobre las células Vero (108, 109), la otra denominación 

empleada es  E. coli  shigatoxigénica (ECST), o productor de toxina Shiga Stx. Estas 

diferentes denominaciones que le ha dado la literatura, han generado confusión, pero en 

ambos casos (ECVT y ECST), se está refiriendo al mismo "patotipo", es decir, 

productoras de una o más toxinas de la familia Stx, una toxina con características 

similares a la que produce Shigella dysenteriae tipo 1. El término E. coli 

enterohemorrágica (ECEH), del cual está ampliamente estudiado el serotipo O157:H7, 
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fue asignado a las cepas que ocasionan colitis hemorrágica (CH), y síndrome urémico 

hemolítico (SUH), que a su vez sintetizan Stx, causando lesiones A/E (adherencia y 

esfacelación) sobre las células epiteliales, y poseen un plásmido de 90 Kb que codifica 

para una enterohemolisina. Por lo tanto, ECEH pertenece a un subgrupo de ECST, e 

incluye una connotación clínica importante, ya que no todas las ECST son patógenas, 

mientras que todas las ECEH sí lo son (Nataro y col., 1998).  

ECST es un patógeno emergente en Norteamérica, Europa, Japón  Nueva Zelanda  

y también se ha encontrado en países  de América Latina como México, Chile, 

Argentina, Brasil, Colombia y Venezuela. El grupo  ECEH  comprende  un conjunto de 

E. coli patógenas, que puede causar diarrea o colitis hemorrágica en los humanos. Las 

E. coli enterohemorrágicas son ECVT que poseen factores de virulencia adicionales. 

Una característica fundamental que se encuentra en la ECEH, pero que no es exclusiva 

de estos organismos, es la capacidad para causar lesiones de adherencia/destrucción 

(A/E) en el epitelio intestinal humano Los síntomas de la enfermedad causados por 

EHEC incluyen calambres y diarrea que en muchos casos progresan a diarrea 

sanguinolenta, con vómitos y fiebre en algunos casos. El periodo de incubación puede 

oscilar entre 3 y 8 días, con una media de tres a cuatro días. En ocasiones, la colitis 

hemorrágica deriva en síndrome urémico hemolítico (SUH), una causa importante de 

insuficiencia renal aguda en niños y morbilidad y mortalidad en adultos. En los 

ancianos, la tasa de letalidad por el SUH puede elevarse al 50%. La E. coli O157:H7 

(ECEH O157:H7) ha sido reconocida como la causa de este síndrome desde la década 

de 1980. La dosis infectiva es muy baja,  entre 10 y 100 células, lo cual incrementa el 

riesgo de contraer la enfermedad. Sin embargo las infecciones con ECEH de otros 

serogrupos, incluyendo miembros de O26, O91, O103, O104, O111, O113, O117, 

O118, O121, O128 y O145, se reconocen cada vez más como las causas de colitis 

hemorrágica y SUH. Algunos de estos organismos pueden ser tan importantes en la 

enfermedad de los humanos como la ECEH O157:H7; sin embargo, no son reconocidos 

en los medios que se utilizan para aislar este organismo, y muchos laboratorios no 

realizan exámenes de rutina para detectar otras cepas (Rodriguez-Angeles, 2002) 

Los reservorios de la ECEH O157:H7 son los rumiantes, en especial el ganado 

bovino y las ovejas, que se infectan sin presentar síntomas y eliminan el organismo en 

las heces. Otros animales como conejos y cerdos también pueden transportar este 

organismo. Los humanos adquieren la ECEH O157:H7 por contacto directo con los 
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portadores animales, sus heces y el suelo o agua contaminados, o a través de la 

ingestión de carne molida mal cocida, otros productos derivados de animales o 

vegetales y frutas contaminadas. En el ambiente de hatos bovinos E. coli O157:H7 

puede persistir por varios años. La cama de los animales, canales de agua y el estiércol 

pueden ser también fuentes de  E. coli O157:H7. Estos patógenos fecales pueden entrar 

al ambiente a través de las deposiciones directas a la tierra o a través de la escorrentía 

superficial de la materia fecal depositada en los suelos, sobre todo después de fuertes 

eventos de lluvia. De acuerdo a los datos suministrados por el Centro de Enfermedades 

las brotes  producidas por ECEH han ido en aumento en los últimos años,  causando 

alrededor de 73.000 enfermedades al año en EEUU (CDC, 2011).  En Europa, de 

acuerdo a la EFSA, en el año 2011 se confirmaron 9.458 casos de infecciones por 

ECEH, lo cual supuso un incremento de 4-5 veces comparado con el 2.010. De los 

casos en los cuales el serogrupo se conocía, la mayoría fueron causados por el 

serogrupo O157. Sin embargo en 2.012, 1.064 casos fueron sin embargo pertenecientes  

al serogrupo O104, debido al brote que se produjo en Alemania atribuido al consumo de 

germinados.  

Las ECEH se transmiten por vía fecal–oral. Se pueden propagar entre animales 

por contacto directo o a través de bebederos, alimento compartido, lugares de pastaje 

contaminados u otras fuentes ambientales. Las aves y las moscas son vectores 

potenciales.  La ECEH O157:H7 se transmite principalmente a los humanos a través del 

consumo de alimentos y agua contaminados, o por el contacto con animales, heces y 

suelo contaminado. La transmisión de persona a persona puede contribuir con la 

propagación de la enfermedad durante los brotes; sin embargo, los humanos no parecen 

ser huésped de mantenimiento de este organismo. La mayoría de los casos en humanos 

han estado vinculados con el contacto directo o indirecto con el ganado bovino, pero 

algunos han estado asociados con otras especies, entre ellas ovejas, cabras (leche de 

cabra no pasteurizada), cerdos (salami de cerdo fermentado), ciervos , caballos, conejos 

y aves (Fegan y col. 2004; Callaway y col., 2009).   

 

ECEH puede crecer en un rango de temperaturas entre 7 ºC y 50ºC, con un óptimo 

de de 37 ºC, algunas pueden crecer en alimentos ácidos, con pH por debajo de 4,4 y en 

alimentos con una actividad de agua de 0.95. Es destruida por calentamiento del 

alimento hasta que todas las partes alcanzan una temperatura de 71 ºC o más.  ECEH 
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O157:H7 puede permanecer viable por largos periodos en muchos productos 

alimenticios. Tolera la acidez, y permanece viable de semanas a meses en alimentos 

ácidos tales como la mayonesa, salchichas, sidra de manzana y queso cheddar a 

temperaturas de refrigeración, se ha demostrado que puede sobrevivir durante  9 meses 

en carne molida almacenada a -20 °C Además, resiste la desecación. (Doyle, 1991). 

Las epidemias de ECEH O157:H7 de origen alimentario generalmente son 

causadas por la ingesta de productos de origen animal mal cocidos o no pasteurizados, 

en especial, carne molida pero también otras carnes y embutidos y leche y queso no 

pasteurizados. En la Tabla 3 se presentan los brotes más importantes de ECEH 

O157:H7 asociados con productos lácteos, generalmente leche no pasteurizada o quesos 

elaborados con leche cruda, sin embargo ha habido casos de contaminación 

postproceso. Otros brotes han estado vinculados a germinados de alfalfa o brotes de 

rábanos, lechuga, espinaca y otros vegetales contaminados, así como también sidra no 

pasteurizada. El agua de riego contaminada con heces es una fuente importante de 

ECEH O157:H7 en los vegetales. Este organismo se puede adherir a las plantas, y 

sobrevive bien en la superficie de una variedad de frutas, vegetales y hierbas culinarias 

frescas. De acuerdo con las condiciones ambientales, pequeñas cantidades de bacterias 

que permanecen en los vegetales lavados pueden multiplicarse de manera significativa 

durante varios días. ECEH O157:H7 puede internalizarse en los tejidos de algunas 

plantas, entre ellas la lechuga, donde es posible que no sea susceptible al lavado. Las 

moscas de la fruta puede transmitir este organismo a las plantas, donde se pueden 

multiplicar en los tejidos dañados.  

 

Una vez que E. coli  O157:H7 ha entrado al alimento, el único medio efectivo 

para eliminar ECEH de los alimentos consiste en la aplicación de calor. En la planta  se 

puede destruir con numerosos desinfectantes, tales como hipoclorito de sodio al 1%, 

etanol al 70%, desinfectantes fenólicos o a base de yodo, glutaraldehído y formaldehído. 

Además, este organismo se puede inactivar por medio de calor húmedo (121 °C durante 

al menos 15 min.) o calor seco (160–170 °C] durante al menos 1 hora. Los alimentos 

pueden ser seguros, si se cocinan a una temperatura mínima de 71 °C. La radiación 

ionizante o el tratamiento químico con una solución de hipoclorito de sodio pueden 

reducir o eliminar las bacterias en los productos alimenticios.  
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Los antimicrobianos estan siendo usados exitoxamente para inhibir o destruir 

células de E coli en los alimentos y aguas, así Rhaman y col., 2011, demostraron el 

efecto antimicrobiano de los extractos de lima, ajo y jenjibre sobre células de E. coli en 

aguas.  Sellim (2011), demostró el efecto antimicrobian del aceite de tomillo, eucalipto, 

clavo y junipero en queso feta y carne de  ternera. Kisko y Roller (2005) encontraron 

que el carvacrol y el p-cymeno inactivaban células de E. coli O157:H7 en zumo de 

manzana, Burt and Reinders, 2003 encontraron efectos antimicrobianos de los AEs de 

oregano y tomillo frente a E. coli O 157:H7 y Moreira y col. (2007) demostraron el 

efecto antimicrobiano del AE de clavo y del árbol del té sobre E. coli O157:H7 en 

espinacas escaldadas y tenera.  

 

Tabla 3. Brotes producidos por E. coli O157:H7 en productos lácteos  

Año   Vehiculo Casos/Muertes Localización Referencia 

1986   Leche de vaca cruda 2/0 EEUU Hussein y Salcuma, 2005 

1986 Leche de vaca cruda 74/0 Canada Martin y col, 1986 

1991 Yogurt 16/0 UK Morgan y col.,1993 

1992 Leche de vaca 1470 UK Hussein y col. 2005 

1994 Leche de vaca pasteurizada. >100/1 UK Roberts y col., 2000 

2000  Leche de vaca cruda 6/0 UK Anónimo 

2001  Leche de vaca cruda 5/0 Canada Keene y col. 2000 

2001  Leche de vaca cruda 2/0 Austria Allerberger y col., 2001 

2002  Queso 13/0 Canada Honish y col., 2005 

2003 Leche cruda 9/0 Slovakia Liptakova y col., 2004 

2004  Leche pasteurizada 25/0 Dinamarca Jensen y col., 2006 

2005 Leche cruda 18/0 USA Beecher , 2005 

2006 Leche cruda 6/0 USA CDCP, 2006 

2008 Leche cruda 4/0 USA CDCP,2008 

2010 Queso 33/0 USA CDCP,2010 

2012  Leche cruda 3/0 USA CDCP,2012 

2012 Leche  cruda 14/0 USA CDCP,2012 

 

Fuente: 

Foodborne Illness Outbreak Database (http://www.outbreakdatabase.com) 

CDC Database (http:wwwn.cdcgov/foodborneoutbreaks/)  

CSPI´s database:  www.cspinet.org/foodsafety/outbreak/pathogen.php 
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1.6 Determinación de la termoresistencia de los microorganismos.  

 

1.6.1. Métodos para estimar la destrucción microbiana  

 

       Hasta hace algunos años el clásico método de D y z desarrollado por Bigelow, Ball 

y Stumbo (Stumbo 1973) para caracterizar la destrucción microbiana como 

consecuencia de la aplicación de altas temperaturas es ampliamente aceptado. Este 

método asume cinéticas de primer orden como un modelo para describir la muerte de 

los microorganismos como consecuencia de un tratamiento a altas temperaturas. Al 

representar la variación del logaritmo del número de células sobrevivientes  a un 

tratamiento térmico realizado a una temperatura dada en función del tiempo de 

tratamiento, se obtiene una gráfica del descenso del logaritmo de supervivientes que es 

lineal con el tiempo.   

 

                                                   dN/dt =-kN 

 

La recta tiene una pendiente que permite calcular la velocidad de 

termodestrucción. Se define el valor D como el tiempo necesario para que el número de 

supervivientes caiga al 10% del valor inicial (o lo que es lo mismo para que el 

logarítmico del número de supervivientes se reduzca en una unidad). Si se considera N0 

como el número de células al inicio del tratamiento y Nx el número de células 

supervivientes después de un tratamiento de t minutos a una temperatura T, el tiempo de 

termodestrucción se calcula de la siguiente manera: Dt= x/log(No/Nx), donde la 

magnitud D es el tiempo de reducción decimal (D=2,303/k, unidades en minutos o 

segundos) y es entonces un recíproco de una constante de primer orden. La dependencia 

de la temperatura de D es usualmente expresada mediante el valor Z: el incremento de 

la temperatura que produciría una reducción  de 10 veces en D y que puede relacionarse 

con la energía de activación mediante la siguiente fórmula: Z=2,303RT
2
/EA 

 

El tiempo de destrucción (D) varía para cada temperatura de forma que a mayores 

temperaturas el valor D es menor y es diferente para cada microorganismo, distintos 

entornos y condiciones fisiológicas. Si se aumenta la temperatura de tratamiento  el 

valor D disminuye de forma logarítmica. El valor z indica el incremento en la 

temperatura medido en grados necesario para que el valor D se reduzca a la décima 
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parte del inicial. Z=∆T/[log(Dt1/Dt2], donde ∆T es el incremento de la temperatura y Dt1 

y Dt2], los valores de D a las dos temperaturas estudiadas. En los últimos años los 

estudios de termorresistencia han demostrado que las curvas de supervivencia pueden 

presentar concavidades hacia arriba o hacia abajo o ser sigmoides dependiendo de las 

características de la distribución de la sensibilidad al calor, complicando la cinética y 

reduciendo el valor de conceptos tan fácilmente entendibles como el tiempo D. Los 

hombros representan un periodo de tiempo en el que el microorganismo no es destruido 

tan rápidamente como en el periodo siguiente de muerte térmica. Las colas representan 

una velocidad de destrucción reducida (incrementan el valor D) en una hipotética 

subpoblación más resistente al calor. El daño al ADN ha sido identificado como el 

probable evento letal clave. Las desviaciones de la cinética logarítmico-lineal en la 

muerte térmica probablemente reflejen una mayor multiplicidad de sitios blancos para la 

inactivación térmica tales como la membrana citoplasmática, los enzimas esenciales, el 

ARN y los ribosomas. Este tipo de daño puede ser acumulativo más que 

instantáneamente letal. Es posible que los eventos de inactivación aislados no causen la 

muerte de la célula pero le infligirán un daño subletal que la hará más vulnerable a otros 

factores de estrés. Sin embargo, si se concede tiempo a las células dañadas en un medio 

no inhibidor, son capaces de restablecerse y recuperar su viabilidad.  

 

Otro factor que puede intervenir en las desviaciones del comportamiento 

logarítmico-lineal es que los microorganismos reaccionen y se adapten al régimen de 

calentamiento modificando su sensibilidad. En general, las temperaturas más bajas 

producen curvas no lineales más pronunciadas, con hombros y colas Si las curvas son 

cóncavas, es decir la derivada del log 10 (N(t)/N(0) con respecto a t, es decreciente, 

entonces los valores D que se utilizan para caracterizar la letalidad resultan 

conservadores , es decir estiman  menos letalidad que la que realmente se obtiene. Sin 

embargo si las curvas son convexas, entonces los valores D representan letalidades 

sobreestimadas, más letalidad que la que realmente se obtiene.  Una de las explicaciónes 

a este fenómeno es que la población microbiana está formada por numerosas 

subpoblaciones, cada una con su propia cinética de activación, siendo la curva de 

supervivencia  el resultado de  numerosos modelos de inactivación. 

  

 Las curvas no lineales serían entonces una forma acumulativa de una serie de 

sucesos letales, la relación Log 10 S(t) vs t no es lineal y por lo tanto la curva de 
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supervivencia sería un reflejo de una cinética de diferente orden. Se han venido usando 

funciones que ajusten mejor estas curvas y que nos permitan estimar más fielmente los 

parámetros que caractericen la letalidad obtenida mediante la aplicación de un 

tratamiento térmico. La función modificada de Gompertz se ha usado para ajustar la 

inactivación térmica de L. monocytogenes (Chhabra y col., 2002). Una de las ventajas  

de esta función es que es capaz de modelar las curvas de supervivencia que son lineales 

y las que tienen hombro y cola. Una revisión de los modelos mecanísticos usados para 

ajustar estas curvas no lineales basadas en este concepto determinístico es hecha por 

Geereard y col. (2000).  

 

Otro punto de vista a la inactivación microbiana  es el considerar a los  sucesos 

letales como probabilidades, es decir un simple microorganismos  esta vivo o muerto  

debido a una causa letal tal como el calor y tal suceso letal es considerado como una 

probabilidad. La curva de supervivencia es entonces el resultado acumulativo de una 

distribución temporal de eventos de letalidad que dan lugar a curvas no lineales, donde 

la inactivación de los microorganismos se puede describir por una función de 

distribución. Considerando este punto de vista, habrá una distribución de tiempos de 

inactivación. Weibull es un modelo que representa este punto de vista probabilístico de 

la inactivación. Los resultados experimentales obtenidos nos dicen que modelo se puede 

ajustar mejor, la mayoría de las curvas  que tienen una concavidad hacia arriba o hacia 

abajo o tienen un hombro o un “lag time” se pueden ajustar muy bien con Weibull 

(Boekel,  2002).   

  

     El modelo usado tiene dos parámetros, el parámetro escala δ (tiempo) y el de la 

forma p. Cuando p>1, la curva presenta una concavidad hacia arriba, cuando p=1 la 

curva es lineal y cuando p es <1 presenta una concavidad hacia abajo. Aunque el 

modelo Weibull es de naturaleza empírica, se puede obtener una relación del valor p 

con efectos fisiológicos, así p>1 indica que las células remanentes se adaptan al estrés 

aplicado, mientras que p <1 indican que las células incrementan el daño con el tiempo.  

 

El módelo “log linear + shoulder” propuesto por Geeraerd y col., 2000, permite 

obtener mediante el parámetro S, la longitud del hombro de la curva de supervivencia, 

la cual se corresponde con la longitud de la fase lag y el valor D o tiempo de reducción 

decimal, a partir de  los valores de Kmax, de acuerdo a la ecuación D=(1/ln(10)*kmax 
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Existen numerosos estudios de la inactivación de L. monocytogenes y E. coli 

O157H7 en bebidas con tratamientos térmicos o no térmicos, con o sin aditivos 

añadidos, en las cuales las curvas no lineares de supervivencia se modelan 

matemáticamente y se ajustan mediante los modelos anteriormente mencionados  

(Dallas y Hoover 2003; Periago y col., 2004; Hasani y col., 2005; Ferrante y col., 2007; 

Chen y col., 2003; Bruzul y col., 2008; Garcia y col., 2009).  

 

1.6.1  Termorresistómetro  

 

En la actualidad existen diversos métodos disponibles para estudiar la 

termorresistencia de los microorganismos se han descrito diferentes métodos que 

pueden clasificarse en directos e indirectos, de partícula y de mezcla, pero en ninguno 

de ellos se configura la simulación de rampas de calentamiento y de enfriamiento 

complejas ni de tratamientos térmicos completos, tanto discontinuos como continuos. 

  

Los métodos de partícula son los denominados integradores tiempo-temperatura 

(ITTs). Se trata de partículas que se introducen en los alimentos para evaluar la 

intensidad del tratamiento térmico al que son sometidos. Más que métodos de 

determinación de resistencia se han empleado como sistemas para validar los 

tratamientos térmicos. Los métodos de mezcla pretenden reducir la fase de inercia del 

calentamiento de la suspensión de microorganismos al mezclar pequeños volúmenes de 

la misma con volúmenes mucho mayores de substratos precalentados. Existen distintos 

métodos de mezcla tales como el método del matraz, que se utiliza para 

microorganismos de baja resistencia o el método de Kooiman y Geers (1975), cuya 

limitación radica en el tiempo de inercia durante el enfriamiento.  

 En los métodos indirectos, la suspensión microbiana, introducida en finos 

capilares o en tubos de vidrio se calienta al ser éstos introducidos en un baño 

termostatado a la temperatura de tratamiento. El principal inconveniente de estos 

métodos es el retraso inherente en el calentamiento y enfriamiento de las muestras, lo 

que impide su uso a temperatura elevadas, en el rango UHT. 

 

Los métodos directos son complejos, no permiten trabajar a temperaturas bajas (por 

debajo de 100 ºC) y en la mayoría de ellos, no se puede trabajar con alimentos Se trata 
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de termorresistómetros, o instrumentos diseñados para la determinación de la resistencia  

de los microorganismos al calor. Este instrumento permite la aplicación directa de un 

tratamiento térmico preestablecido, durante un tiempo determinado en condiciones 

controladas, a una muestra de alimento o a un medio sintético (Palop, 2007). Existen 

distintos tipos: Stumbo, 1948; Pflug y Esselen (1953); David y Merson (1990); de 

Campdem (David y Merson ,1990), TR-SC (Condón y col., 1989; Condón y col.,. 1993) 

o Mastia (Palop y col. 2003). Este último fue diseñado por los doctores Sala y Condón y 

su funcionamiento consiste en  precalentar con una resistencia eléctrica  dispuesta en un 

pequeño tanque el substrato donde se va a determinar la termorresistencia, que a su vez 

es homogeneizada con un a hélice de agitación. El calentamiento de los 

microorganismos es instantáneo y los substratos pueden ser líquidos fluidos o viscosos,  

o líquidos con partículas. Su diseño permite trabajar desde temperaturas de 

pasteurización hasta temperaturas de la gama de UHT, así como esterilizar en su interior 

el substrato a emplear. 
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2 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1 Materiales 

2.1.1 Equipos 

 

Estufa BINDER (37 ºC) 

Estufa BINDER (5ºC) 

 

Termorresistómetro Mastia (TR-SC) con algunas modificaciones: Tanque 

cilíndrico de acero, de 8,5 x 12 cm, con tapa de rosca provista de una junta tórica para 

lograr un cierre hermético, revestido con un forro aislante. En la tapa se ubica un septo 

de silicona, a través del cual se inoculan las cepas bacterianas por inyección, un tubo de 

muestreo, una resistencia eléctrica para el calentamiento del substrato, un termopar, una 

hélice y una válvula de tres vías conectada a la fuente de presión (una botella de aire 

comprimido). Su funcionamiento consiste en el precalentamiento con una resistencia 

eléctrica dispuesta en un pequeño tanque de aproximadamente 300 ml de capacidad, 

donde se va a determinar la termorresistencia del microorganismo objeto de estudio. Su 

diseño permite trabajar desde temperaturas de pasteurización hasta temperaturas de la 

gama de UHT (135,8ºC), así como esterilizar en su interior el substrato a emplear.  

 

La resistencia eléctrica se controla tanto manualmente como con un controlador 

proporcional para mantener estable la temperatura. La hélice está acoplada a un motor 

eléctrico de velocidad variable. Cuando se estabiliza la temperatura del substrato, 

manteniéndose una agitación continua con la hélice a 2500 rpm, se inocula por 

inyección a través del septo de silicona hasta 2 ml de la suspensión bacteriana. La 

agitación rápida logra una distribución homogénea del inóculo y un calentamiento casi 

instantáneo del mismo. Mediante un sistema de aire comprimido se extraen alícuotas a 

intervalos regulares se van tomando muestras de forma automatizada que se recogen en 

tubos estériles y se enfrían en un baño de hielo para su posterior siembra en medio de 

cultivo, incubación y por último el recuento de microorganismos supervivientes al 

tratamiento térmico. 

 



Materiales y Métodos 

 

 72

El termorresistómetro de Sala y Condón (TR-SC) lleva acoplado también un 

electrodo de medición del pH, sin embargo el  termorresistómetro en el que se realizó 

este trabajo no está provisto de electrodo de pH, aunque se le puede adaptar. 

 

En el termorresistómetro usado en este estudio la construcción es totalmente 

metálica en acero inoxidable con tres patas en lugar de un mueble de madera y un 

acoplamiento mediante cables externos de los diferentes módulos de control, lo cual 

permite introducir el aparato en el interior de una cabina de flujo laminar dejando en el 

exterior el sistema de control. Esto es particularmente útil para trabajar con 

microorganismos patógenos 

 

  

. 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Termorresistómetro usado en los estudios de inactivación térmica 

 

2.1.2  Medios de cultivo  

 

Agar Bacteriológico Tipo Europeo, Cultimed (Barcelona, España) 

Agar Tripticasa de Soja (ATS), Cultimed, (Barcelona, España). 

Agua Peptonada Triptonada (APT), Cultimed, (Barcelona, España) 

         Caldo Tripticasa de soja (CTS), Cultimed, (Barcelona, España) 

         Agar Mac Conkey Sorbitol (Valdemorillo, Madrid,  España) 

         Agar Palcam, Merck ( Darmstadt, Alemania) 
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2.1.3  Leche 

 

La leche utilizada para preparar las muestras fue leche pasteurizada El Prado 

(Cervera, S.L. Valencia, España), con pH entre 6.7-6.8 y 3.5, 2,5 y 0,3% de materia 

grasa. La leche se compró 1 día antes de que el experimento se realizara y 5 a 6 días 

antes de la fecha de expiración. Tubos estériles con 10 ml de leche se expusieron a 

vapor fluido por 30 minutos a 100ºC y se enfriaron inmediatamente en un baño de hielo. 

La esterilidad de las muestras se confirmó al inocular 1ml en Placas de Petri con ATS 

que se incubaron a 35 ºC por 24 horas. Las muestras de leche se usaron para preparar las 

muestras con las diferentes concentraciones de antimicrobianos e inóculos en la leche. 

 

2.1.4 Antimicrobianos de origen vegetal (AEs) 

 

Los productos estudiados para evaluar su actividad antimicrobiana fueron los  

aceites esenciales de clavo, hojas de canela y hojas de canela suministrados por la 

compañía Soteal, S.A. (Murcia, España) y eugenol, cinamaldehído y vainillina (Sigma-

Aldrich, Barcelona, España). 

 

2.1.4.1 Soluciones madre 

 

CTS: Previamente a cada experimento se prepararon soluciones madre en caldo 

CTS  (Cultimed, Barcelona, España) con 4.000 ppm, 3.200 ppm, 2.800, 2.400 ppm y 80 

ppm de los aceites esenciales de hojas de canela, hojas de canela y de clavo y de los 

compuestos eugenol y cinamaldehído. Para la vainillina se prepararon soluciones patrón 

con, 8.000 ppm, 7.400, 5.600 ppm, 4.800 y 160 ppm. Para determinar estas 

concentraciones se hicieron experimentos preeliminares. El pH de las soluciones madre 

se ajustó a 6 y 7 con hidróxido de sodio y ácido cítrico y se esterilizaron  por filtración a 

través de membranas estériles de 0.22 µm (Millipore, Maryland). 

 

Leche: Basándose en los valores obtenidos para las MICs en CTS y de acuerdo a 

experimentos  preliminares, se ensayaron en leche las siguientes concentraciones de los 

AEs antimicrobianos:  
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L. monocytogenes : 

clavo y hojas de canela: 4.500, 4.000, 3.000, 2.000, 1.500, 1.000  y 500 ppm 

hojas de canela: 2.000, 1.000, 500 y 250 ppm .  

vainillina: 4.000ppm, 3.500 ppm, 2.500 ppm, 2.000 ppm y 1.500 ppm  

 

E. coli O157:H7: 

clavo y hojas de canela: 3.000, 2.000, 1.500, 1.000 y 500 ppm. 

hojas de canela: 2.000, 1.500, 1.000, 500, 250 y 125 ppm. 

vainillina: 3.000, 2.000, 1.500, 1.000 y 500 ppm. 

 

Las soluciones madre se prepararon en tubos de ensayo con 10 ml de leche estéril 

y al doble de la concentración a ser ensayada. Los tubos se calentaron previamente a 

50ºC y se agitaron vigorosamente hasta conseguir la homogenización de cada 

antimicrobiano (Delakis y col., 2005). 

 

2.1.5  Microorganismos e Inóculos 

 

2.1.5.1  Cepas microbianas 

 

Para todos los experimentos se utilizó una cepa de L. monocytogenes Scott A 

suministrada por la FDA (Food and Drug Administration, EEUU), aislada de una 

epidemia humana, y una cepa de E. coli O157:H7 con el factor de virulencia eliminado, 

suministrada por la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT). Las cepas se 

mantuvieron congeladas a –80ºC en viales Microbank TM (Pro-labo Diagnostics, 

Neston , Wirrall, Reino Unido) y cada dos meses, de los viales se preparó un cultivo en 

CST,  que se incubó por 24h a 35 ºC. La cepa de L. monocytognes Scott A se  sembró 

en placas de Agar Palcam y se incubó por 48 horas a 37 ºC. La cepa de E. coli O157:H7 

se sembró en placas de Agar Mac Conkey con sorbitol, que se incubaban por 48 horas a 

37 ºC. Una colonia obtenida en cada una de las placas se transfirió de nuevo a CST, que 

se incubó por 24 horas a 37 ºC. De este cultivo se preparó una solución de glicerina 

(60%) y CST (40%) que se congeló –20ºC y a partir de la cual se preparaban los 

cultivos frescos en CTS para los experimentos. 
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2.1.5.2 Preparación de inóculos 

 

Los inóculos se prepararon estandarizando los cultivos de CST mediante un 

espectofotómetro (Thermo Nicolet Evolution 300, Thermo Fisher Scientific S.A., 

Finlandia) hasta que se alcanzó una densidad óptica (DO) de 0,1 a 595 nm, a partir de 

las cuales se prepararon diluciones seriadas para alcanzar una concentración entre 2 y 

5*106 UFC/ml de L. monocytogenes y E. coli. Para ello se estableció la relación entre la 

DO a 595 nm y el número de unidades formadoras de colonias (UFC) de cada patógeno 

mediante curvas de calibración establecidas previamente. Ambos, L. monocytogenes y 

E. coli O157:H7 presentaron una relación linear entre la DO y el recuento de UFC 

dentro del rango escogido de DO entre 0,01 y 1,00. UFC/ml. Este nivel de inóculo fue 

confirmado mediante de diluciones decimales seriadas en agua de peptona tamponada y 

su posterior siembra y recuento en placas de agar Tripticasa de Soja, las cuales se 

incubaron a 35 ºC por 24 h. 

 

2.1.6 Reactivos  

 

-hidróxido de sodio  y ácido cítrico (0.1 y 1N) esterilizados en autoclave  

 

2.2 Actividad de los antimicrobianos en Caldo Tripticasa de Soya 

 

2.2.1 Diseño experimental 

 

La determinación de las Concentraciones Mínimas Inhibitorias (CMI), 

Concentraciones No Inhibitorias (CNI) y Concentraciones Parcialmente Inhibitorias 

(CPI) se llevó a cabo mediante  la metodología de microdilución recomendada por la  

(NCCLS, 2004), usando microplacas de 96 pocillos y un lector de DO (MultiScant 

Ascent, Thermo Fisher Scientific S.A., Finlandia). La DO en CTS con 0,15% de agar 

como agente estabilizante (Mann y Markham, 1998) se asoció directamente al 

crecimiento microbiano. El pH del CTS también se ajustó a valores 6 y 7 previamente a 

su esterilización. Para cada pH y cada microorganismo diana se prepararon dos tipos de 

microplacas:  
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1ª microplaca: los primeros pocillos de las 10 primeras columnas recibieron 300 µl de la 

solución madre. Todos los demás pocillos recibieron 150 µl de CTS con 0,30% de agar, 

de tal forma que 150 µl de la solución madre del primer pocillo se añadió al siguiente 

pocillo y se mezclaron, asumiendo series de dilución ½ hasta el final de la columna. 

Cada pocillo recibió 150 µl del inóculo (excepto controles negativos), de tal forma que 

la población final inoculada fue de 1-2,5*106 UFC/ml. Los pocillos de las columnas 11 

y 12 recibieron 300 µl de caldo CTS con inóculo (control positivo) y sin inóculo con 

antimicrobiano y sin antimicrobiano (control negativo). Las microplacas se incubaron a 

35 ºC por 24 horas y se registraron los valores de D.O. cada  hora. Previo a cada lectura 

de DO las microplacas se agitaron automáticamente durante 15 segundos. 

 

2ª microplaca. Para cada antimicrobiano se preparó como blanco una segunda 

microplaca de la misma forma señalada anteriormente  pero sin inóculo para obtener  

los cambios de DO en el tiempo caldo con antimicrobiano y sin inoculo. 

 

2.2.2 Determinación de las Concentraciónes Mínimas Inhibitorias y las 

Concentraciónes No Inhibitorias basadas en el modelado de la Curva 

Dosis-Respuesta 

                                                                                                                                                                               

Las CMIs y las CNIs de las curvas de crecimiento obtenidas mediante la 

representación gráfica de DO vs t, se determinaron mediante el modelado del área bajo 

la curva establecido por Lambert y Pearson (2000). 

 En primer lugar se determinó el área bajo la curva (ABC) para cada una de las 

concentraciones de antimicrobianos ensayadas usando la regla trapezoidad: 

 

 

 

donde ∆t es el intervalo de tiempo entre las observaciones de densidad óptica, DOi 

es la densidad optica de la observación ith, DOn es la lectura de la densidad óptica final.  

En segundo lugar se estableció el valor de la fracción del áera bajo la curva (AF)  

tomando como referencia las áreas del control positivo y las del control negativo.  
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En tercer lugar se graficaron los datos del área bajo la curva en relación al control 

versus el log de la concentración correspondiente y la curva resultante fue ajustada 

mediante una ecuación modificada de Gompertz  (Lambert y Pearson, 2000):  

 

 

 

donde y = AF A es la asíntota inferior de y (aproximadamente cero), B es el parámetro 

de pendiente, C es la distancia entre la asíntota superior e inferior (aproximadamente 1) 

y M es el logaritmo de la concentración del punto de inflexión. Los valores de CNIs y 

CMIs se determinan como las intersecciones de la las líneas y=A+C e y=A, con la 

ecuación de la línea tangencial al punto (M, (A+Ce-1)) respectivamente. Así: 

 
 

Los valores A, C, B y M los proporciona el programa Sigma Plot  al ajustar la 

curva.  

 

2.2.3 Concentraciones Parcialmente Inhibitorias  

 

Las concentraciones situadas entre la CMI y la CNI son denominadas 

Concentraciones Parcialmente Inhibitorias (CPIs). Las diferencias potenciales entre las 

DO595 de cada pocillo por individual debidas a las variaciones de DO iniciales se 

eliminaron  al substraer la DO595 a tiempo 0 de los valores medidos  durante las 24 horas 

de incubación, dando así  los cambios netos en la DO595 para cada pocillo (Holowachuk 

y col. 2003). Las curvas obtenidas para las concentraciones de antimicrobianos 
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subinihibitorias más significativas se representaron gráficamente mediante el programa 

SigmaPlot y se ajustaron mediante la ecuación Gompertz (Barbosa y col., 1994): 

 

 

  

Donde :  

ABS = unidades de absorbancia (DO) 

A= nivel inicial DO de suspensión bacteriana a tiempo 0 

C= incremento en la DO cuando el tiempo tiende a infinito. 

M= tiempo al cual la velocidad absoluta de crecimiento es máxima  

B= velocidad relativa de crecimiento a tiempo M 

 

Estos parámetros de Gompertz permiten calcular la duración de la fase de latencia 

(FL), la velocidad de crecimiento exponencial (VCE), el tiempo de generación (TG) y la 

máxima densidad de población (MDP) de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 

 

FL (horas )= M-(1/B) 

VCE (horas )= BC/e   (e=2,718282) 

TG (horas )= log 10 e/BC  

MDP (DO)= A+C 

 

2.2.4 Concentraciones Mínimas Bactericidas  

 

Las Concentraciones Mínimas Bactericidas (CMBs) se determinaron por 

duplicado mediante varias series de tubos de ensayo con volumen final de 5 ml de CTS 

y pH ajustado a 7.Las concentraciones de los antimicrobianos fueron preparadas a partir 

de las soluciones madre y estas estuvieron en un rango entre 500-10.000 ppm, con 

incremento de 500 ppm entre concentraciones sucesivas. Los tubos se inocularon con  

poblaciones de L. monocytogenes y E. coli  O157:H7 para dar una concentración final 

de aproximadamente 105 UFC/ml y se  incubaron por 24 horas a 35 ºC. Posteriormente 

100 µl de cada tubo se estriaron en placas de ATS. La CMB se definió como la 

concentración mas baja de compuesto ensayada que no permitió el crecimiento  
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bacteriano en CTS y que tampoco creció cuando se sembraron 100 µl en superficie en 

placas con TSA (Burt, 2004). Para poder ser más específicos con el valor de CMB se 

volvió a repetir el experimento para cada uno de los antimicrobianos con rangos de 

concentraciones más estrechas, con incrementos de 100 ppm.  

 

2.3 Actividad de las combinaciones de antimicrobianos en Caldo Tripticasa 

de Soya. 

 

El efecto antimicrobiano de concentraciones binarias de canela, corteza de canela, 

clavo, vainillina y de los compuestos eugenol y cinamaldehído sobre los 

microorganismos L. monocytogenes y E. coli O 157:H7 se determinó mediante  una 

modificación de la metodología del tablero de ajedrez descrito por Delaquis y col. 

(2005). 

 

2.3.1  Diseño experimental 

 

A partir de las soluciones madres se prepararon en caldo CTS concentraciones 

superiores al doble de la CMI de los compuestos antimicrobianos previamente 

determinada por el método del área bajo la curva. De esta forma se ensayaron 

concentraciones por encima y por debajo de las CMIs de ambos antimicrobianos, 

consiguiendo un rango bastante eficaz de condiciones de inhibición combinada. 

Alícuotas de la primera solución se dispensaron en los pocillos de microplacas con 

incrementos de 10 µl a lo largo del eje horizontal. Alícuotas de la segunda solución se 

dispensaron  a lo largo del eje vertical para obtener  una serie de pocillos conteniendo 

100 µl de  una combinación de los dos antimicrobianos. Posteriormente  cada pocillo se 

inoculó con un volumen de inóculo (2-5*105 UFC/ml) de 100 µl, diluyendo a la mitad 

tanto el inóculo como las concentraciones de los antimicrobianos en la mezcla y el 

contenido se mezcló adecuadamente con una micropipeta.  

 

Como control positivo se utilizaron pocillos con 100 µl de medio y 100µl de 

inóculo y como control negativo se utilizaron pocillos con medio de cultivo y pocillos 

con medio de cultivo más el antimicrobiano en cuestión. 

Las placas se taparon y se incubaron a 35 ºC por 24 horas. Se tomaron lecturas de 

DO al principio y al final del período de incubación. Se considero que los pocillos que 
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presentaban  ausencia de crecimiento eran aquellos en los que la diferencia entre las DO 

entre la dos lecturas era inferior o igual a 0,1. El análisis de los pocillos sin crecimiento 

permite combinar los criterios del índice CFI (CFIi) con la posición en el cuadrante del 

isobolograma para clasificar el resultado de la mezcla. 

Tomando como referencia los valores de absorbancia se buscaron las condiciones 

frontera entre pocillos con crecimiento y pocillos con inhibición, definiéndole una línea 

límite entre la cual se observa inhibición a un lado de la placa y crecimiento en otro 

lado. La concentración  mínima inhibitoria (CMI) para los antimicrobianos  individuales 

y para las combinaciones binarias de las mezclas se definió como la concentración 

mínima necesaria para no producir cambios en DO superiores a 0,1. 

 

2.3.2  Cálculo de las Concentraciones Inhibitorias Fraccionadas. 

Construcción  de isobologramas  

 

Con la información obtenida al analizar la línea límite se calcularon las 

Condiciones Inhibitorias Fraccionadass (CIF), valor que representan la CMI de un 

antimicrobiano en presencia de un segundo antimicrobiano. Las CIF de un 

antimicrobiano se calcula dividiendo la concentración que presenta en el pocillo límite 

entre su CMI individual. Esto sería para dos antimicrobianos A y B, sus CIFs serán: 

 

 

 

 En cada pocillo límite se calculan dos CIF, uno por cada antimicrobiano. Los dos 

valores CIF forman un par (x,y) que se puede representar en un sistemas de coordenadas 

cartesianas, que da lugar a un isobolograma o Figura 19que nos da una información 

sobre la combinación de los antimicrobianos. Si la serie de los pares CIF se ajusta a la 

recta y=-x+1, es decir una recta que contiene los puntos (1,0) y (0,1), es indicativo de un 

efecto aditivo. La clásica interpretación del isobolograma establece que si los valores 

CFI caen por debajo de la recta la combinación entre los antimicrobianos es sinérgica y 

si caen por encima antagónica. Sin embargo, para estandarizar los valores interactivos 
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con una aproximación más adecuada, se utilizaron dos líneas adicionales, a los 0,5:0,5 y 

4,0:4,0 que permiten comparar e interpretar los valores CIF y el del isobolograma  con 

criterios más actuales (Vuuren and  Viljoen, 2011). La combinación de  los criterios del 

índice CFI con la posición en el cuadrante A, B, C o D del isobolograma permite 

clasificar el resultado de la actividad antimicrobiana de la mezcla de una manera  más 

precisa. 

 

          Figura 18. Interpretación de un Isobolograma. 

 Según el área donde se ubiquen los valores CIF de la mezcla el efecto es : 

           A: sinergico, B: aditivo, C: indiferente y D: antagócxnico 

Fuente : Vuuren andViljoen, 2011 

 

El índice CIF (CIFi) se calcula sumando las CIFs de los antimicrobianos 

implicados en la mezcla.  El CIFi no tiene en cuenta  la inhibición obtenida a lo largo de 

toda la línea límite y sólo las condiciones individuales. 

Dados dos antimicrobianos A y B, el índice de cada combinación en la línea 

límite se calcula mediante la expresión:  

 

 

Las CMI utilizadas para realizar el cálculo CIFi fueron obtenidas 

independientemente como se ha explicado en epígrafes anteriores. 

  

Para el cálculo del promedio del CIFi existen diferentes métodos (Hsieh y col., 

1993) 
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1. Media aritmética de todos los CIFi a lo largo de la línea límite. 

2. Media aritmética de los CIFi máximo y mínimo de la línea límite. 

3. CIF del primer antimicrobiano correspondiente al pocillo con el 25% de su CMI 

individual más el CIF del segundo antimicrobiano correspondiente al pocillo con 

el 25 % de su CMI individual. 

4. Media aritmética de los CFIi de los pocillos cercanos a ½ de la CMI de cada 

antimicrobiano. 

5. Media aritmética de los antimicrobianos más efectivos. 

  

Sin embargo ninguno de ellos tiene prioridad sobre el otro. Diferentes autores 

introducen modificaciones para optimizar el resultado evaluando las condiciones que 

tienen más peso en el cálculo del efecto combinado y cuales son artefactos o alterantes 

del CFIi. 

En este trabajo se siguió el método número 5, porque según Hsieh y col, (1993) 

las concentraciones de antimicrobianos que se aproximan a la mitad de sus respectivas 

CMI son más informativas que el resto. Asimismo, en los casos en los que apareció más 

de una condición límite con un antimicrobiano en concentración fija y otro en 

concentración variable, se eligió el de la menor concentración de antimicrobiano 

variable siguiendo la modificación propuesta por Sing y col., (2000). 

 

Para la interpretación de los resultados se siguió el criterio establecido por Odds 

(2003): La combinación tiene efecto sinérgico si el CFIi es < 0,5, es  aditiva si CFIi es 

>0,5-1,  indiferente cuando 1.0<CIFi<4.0 y antagónica cuando CFIi >4,0. Se realizaron  

dos ensayos por cada combinación de antimicrobianos. Los isobologramas finales son el 

resultado  de unir ambos ensayos en uno solo (Hsieh  y col., 1993). 

 

2.4 Actividad de los antimicrobianos en leche pasterizada. 

 

2.4.1  Diseño experimental 

 

Las concentraciones de los antimicrobianos a ser ensayados se prepararon 

asépticamente a partir de las soluciones madre (IV.2.2.1). Los inóculos se prepararon en 
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tubos de ensayo con 10 ml de leche estéril y una población de L.monocytogenes o E. 

coli O157:H7 de 5*104 UFC/ml aproximadamente.   

Los experimentos se realizaron por triplicado en placas de microtiter de 96 

pocillos. Cada pocillo recibió 150 µl de leche conteniendo el inóculo y 150 µl de leche 

con la concentración del antimicrobiano, de tal forma que cada pocillo presentó un 

volumen final de 300 µl de leche con la concentración deseada del antimicrobiano y una 

población de L. monocytogenes o E. coli O 157:H7 aproximada de entre 1-2,5*104 

CFU/ml..Cada concentración se ensayó por duplicado. 

 

2.4.2 Concentraciones Mínimas Inhibitorias, Concentraciones Parcialmente 

Inhibitorias, Concentraciones Parcialmente Bactericídas   y  

Concentraciones Mínimas Bactericídas. 

 

La actividad antimicrobiana de los compuestos involucrados en este estudio en 

leche se determinó mediante la elaboración de curvas de supervivencia y/o muerte, 

graficando los Log (UFC/ml) en la leche suplementada con diferentes concentraciones 

de antimicrobiano versus tiempo. Las CMIs, CPIs, CPB y CMBs fueron determinadas 

para L. monocytogenes y E. coli teniendo en cuenta la temperatura de almacenamiento 

de la leche y la concentración de materia grasa. 

 

2.4.3 Efecto de la temperatura de almacenamiento en la actividad 

antimicrobiana 

 

Se prepararon dos placas para cada antimicrobiano y microorganismo, una de las 

cuales se incubó a 7 ºC por 14 días y otra se incubó 35 ºC por 24 h. Cada experimento 

se realizó tres veces. En cada microplaca se incluyó un control positivo con el inóculo y 

sin el AE y un control negativo con la leche estéril.  

 

La población superviviente se enumeró a los 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 14 días para las 

placas incubadas a 7 ºC y a los 0, 2, 4, 6, 8 y 24 h para las incubadas a 35 ºC. Para ello 

100 µl de cada pocillo diluido en APT estéril se sembraron para su reuentp en placas de 

ATS que se incubaron a 35 ºC por 24 horas. Por motivos de las limitaciones de la 

técnica de siembra en placa, no fue posible obtener recuentos por debajo de 10 UFC/ml. 

Se consideraron como : 
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CMI (Concentración Mínima Inhibitoria): Concentración de antimicrobiano que 

mantuvo la  población inicial sin cambios significativos al final del periodo de 

incubación (p<0,05).  

 

CPI (Concentración Parcialmente Bactericida) Concentraciones de antimicrobiano 

menores que la MIC que inhibió el crecimiento de la cepa microbiana pero permitió la 

supervivencia de una pequeña población al final del periodo de incubación, 

significativamente más baja (p<0,05) que la alcanzada por el control positivo sin 

antimicrobiano añadido. 

 

CPB (Concentración Parcialmente Bactericida) : Concentración antimicrobiana 

que redujo significativamente la población inicial de la cepa microbiana al final del 

periodo de incubación (p<0,05). 

 

Para obtener la Concentración Mínima Bactericida (CMB) el procedimiento 

experimental usado fue el mismo que el descrito para determinar la CMI, pero las 

muestras fueron sembradas para su recuento en placas de ATS para verificar el efecto 

bactericida solamente al finalizar el periodo de incubación, después de 24 horas a 35 ºC 

y después de 7 días a 7 ºC. La CMB fue definida como la concentración más baja a la 

cual el 99.9% del inóculo inicial de la leche fue destruido y no se observó ningún 

crecimiento cuando 100 µl  de la leche se  sembraron en TSA y se incubaron a 35 ºC por 

48 horas para L. monocytogenes y 24 h para E. coli O157:H7. 

 

Para L. monocytogenes se usó un rango de concentraciones entre 3.000 y 12.000 

ppm para clavo y hojas de canela, entre 3.500 y 2.000 para hojas de canela y entre 3.000 

y 12.000 para vainillina.  

 

Para E. coli O157:H7 se ensayaron entre 2.000 y 4.000 ppm de clavo y hojas de 

canela, entre 500 ppm y 2.000 ppm para hojas de canela y 1.500 ppm y 6.000 ppm  para 

vainillina.  
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2.4.4  Efecto de la concentración de grasa de la leche en la actividad 

antimicrobiana 

 

La actividad antimicrobiana de los AEs frente a Listeria monocytogenes y E. coli 

O157:H7 se estudió en leche descremada, semidescremada y entera (0,3, 2,5 y 3,9 % de 

grasa) siguiendo el mismo procedimiento que el usado para determinar la  actividad 

antimicrobiana en leche semidescremeda, usando las microplacas de 96 pocillos. Las 

concentraciones ensayadas fueron las siguientes 2.000 y 3.000 ppm para hojas de  

canela, 2.000 y 3.000 ppm para clavo; 1.000 y 5.00 ppm para hojas de canela y 2.500, 

2000 y 1500 para la vainillina. Para E. coli O 157:H7 las concentraciones ensayadas 

fueron 1.000 y 500 ppm, para hojas de canela y clavo 2.000 ppm, 1.500 ppm y 1.000 

ppm  y para hojas de canela 500 ppm y 250 ppm. Las microplacas se incubaron a 7 ºC 

por 7 días. La población superviviente se enumeró a los 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 14 días. Para 

ello 100 µl de cada pocillo diluido en APT estéril se sembraron en placas de ATS que se 

incubaron a 35 ºC por 48 horas para L. monocytogenes y por 24 horas para E. coli 

O157:H7. Para evaluar el efecto del antimicrobiano en los distintos tipos de leche se 

comparó estadísticamente la variación de la población final del microorganismo en 

relación a la población inicial. 

 

2.4.5  Efecto de la actividad de las combinaciones de antimicrobianos en la 

leche 

 

Las mezclas de antimicrobianos evaluadas en leche fueron combinaciones binarias 

de vainillina, corteza de canela, hojas de canela y clavo en concentraciones 1, ½, ¼ por 

encima y por debajo de sus respectivas CMIs. El experimento se realizó en microplacas, 

cada combinación fue ensayada  por duplicado y cada experimento se realizó tres veces. 

Las microplacas se incubaron por 14 días a 7 ºC y cada dos días se evaluó el 

crecimiento microbiano, sembrando por duplicado 100 ul de cada pocillo en placas de 

ATS, que se incubaron a 37 ºC por 24 horas para E. coli O157:H7 y por 48 horas para L. 

monocytogenes. En cada microplaca se preparó un control negativo, con leche estéril sin 

inóculo y con el antimicrobiano correspondiente y un control positivo con leche y el 

inóculo, pero sin el antimicrobiano. La densidad de la población final se comparó 

estadísticamente con la población inicial para establecer diferencias significativas. Se 

consideró que la  actividad de la mezcla fue sinérgica cuando esta fue  
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significativamente mayor que la suma de las actividades separadas y aditivas cuando fue 

igual. Otro criterio que se consideró fue el establecido por Pfaller y col., 2004, mediante 

el cual si la población final de la mezcla difiere en menos de 10 veces el efecto del 

componente individual más activo el efecto es aditivo. Si hay un aumento mayor de 102 

ufc/ml con respecto a la del antimicrobiano más activo se dice que el efecto es 

antagónico. 

 

2.5 Efecto del tratamiento térmico sobre L. monocytogenes en leche 

semidescremada suplementada con vainillina. 

 

La cinética de inactivación térmica para L. monocytogenes  en leche suplementada 

o no con vainillina fue determinada  a temperatura constante en un termorresistómetro  

Mastia  (Conesa y col., 2009). 

 

Se utilizó leche semidescremada pasteurizada (1,7 % materia grasa) similar a la 

utilizada en los ensayos anteriores (IV.2.2). Frascos con 300 ml de leche se expusieron a 

vapor fluido por 30 minutos y se enfriaron inmediatamente. La esterilidad de las 

muestras se confirmó por siembra en placas de ATS. Las muestras de leche estéril se 

usaron para  preparar las diferentes concentraciones de vainillina 

 

2.5.1  Diseño experimental  

 

Basándonos en la CMI de la vainillina determinada para L. monocytogenes en 

leche, se seleccionaron las siguientes concentraciones sub-inhibitorias para ser 

ensayadas en combinación con el tratamiento térmico: 900 ppm, 1.400 ppm y 1.800 

ppm. Estas concentraciones de vainillina se eligieron bajas para no interferir con el 

flavor, sabor y olor de la leche. El pH de la leche se midió siempre utilizando un pH 

metro Crison GLP 21 (Crison Instruments, SA, Barcelona, España). 

  

Los tratamientos térmicos se realizaron a 55, 58, 60 y 62ºC. En condiciones de 

esterilidad 300 ml de leche se introdujeron en el vaso del termorresistómetro. La 

inoculación de la cepa microbiana se realizó posteriormente a que la leche alcanzó la 

temperatura consigna en el equipo. El volumen de inoculación fue de 2 ml y la 
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concentración microbiana en la leche fue de105 UFC/ml. A intervalos de tiempo regular, 

programado específicamente para cada temperatura de tratamiento, se recogió 1 ml de 

leche en 9 ml de AP estéril a 25ºC, que se enfrió inmediatamente en hielo para evitar el 

efecto del tratamiento térmico residual sobre los microorganismos. A partir de estas 

alícuotas tomadas se prepararon diluciones decimales seriadas, se sembró en 

profundidad en medio ATS, se incubaron las placas a 35 ºC y después de 48 horas se 

realizaron los recuentos de supervivientes al tratamiento térmico. 

 

2.5.2  Modelización de curvas de destrucción térmica  

 

Las curvas de supervivencia se obtuvieron al representar gráficamente LOG 

(UFC/ml) vs tiempo de tratamiento. Como los datos obtenidos no se ajustaron con los 

modelos lineales usuales de destrucción térmica debido al periodo de latencia que se 

obtuvo antes de la disminución de la población, se usaron dos modelos matemáticos que 

ajustan más fielmente los datos. El programa gratuito GInaFiT, versión 1.5 (Geeraerd y 

col., 2005), un complemento para Microsoft Excell, fue utilizado para modelar la  

inactivación cinética, teniendo en cuenta el hombro que se produjo antes de  

disminución del tamaño de la población (Geeraerd y col., 2005). La cinética de 

destrucción  se calculó matemáticamente según los  modelos:  

 

• Modelo Geeraerd,  Shoulder + Log-linear : 

 

 

 

N- Concentración de células (UFC/ml) después de un tiempo de tratamiento (min) 

N0- Concentración inicial de células (UFC/ml) 

kmax es la tasa máxima de inactivación (min-1) 

SI - Longitud del hombro (min) (longitud de la fase lag). 

Los valores D o el tiempo necesario para lograr la reducción de 1 log en la 

viabilidad  fueron deducidos de la kmax  de acuerdo a la ecuación:  
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Y los valores z se determinaron por regresión linear de los valores log DT. El 

tiempo necesario para lograr una reducción 4 log t4D de la población inicial se obtuvo 

directamente del programa GinaFit.. 

 

� Modelo Weibull 

 

N(t) - Concentración inicial de células (UFC/ml) 

t – tiempo en minutos 

δ o parámetro de escala- tiempo que conduce a la primera reducción decimal de la 

población superviviente. 

p - es el parámetro de forma de la curva   

 

Cuando p >1, la curva de supervivencia muestra una forma convexa, p < 1 

significa una forma cóncava y p = 1 corresponde a la forma log- linear. 

 

Las curvas se ajustaron por separado y los modelos se compararon usando los 

coeficientes de correlación (R2). 

 

2.5.3 Distribución de frecuencias 

 

Los valores δ y p de la distribución de Weibull se utilizaron para elaborar la 

distribución de frecuencias  de acuerdo a la siguiente ecuación:  
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2.6 Análisis estadísticos 

Todos los experimentos se realizaron con al menos tres réplicas, la representación 

de los datos en Tablas y Figuras es el valor promedio de las réplicas ± la desviación 

estándar de las mismas. Para el análisis estadístico se utilizó el programa Statgraphic  

Plus for Windows versión 5.0. Para la comparación de dos muestras se utilizó la t de 

student y para varias muestras el análisis de varianza y test de Comparación de Rangos 

Múltiples (Duncan)) (StatPoint, Inc., Herndon, Va) (p<0.05)  
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3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1 Actividad de los antimicrobianos en Caldo Tripticasa de Soya 

 

En las Figuras 19-30 se presentan las curvas de crecimiento en CTS obtenidas al 

graficar la DO vs tiempo para cada uno de los pocillos de las microplacas con cada 

antimicrobiano, AEs de canela, clavo, eugenol, cinamaldehido y vainillina, frente a los dos 

microorganismos ensayados, L. monocytogenes y E. coli O157:H7 y a pH 6 y 7. Después de 

procesar el área debajo de cada una de las curvas, se construyeron los perfiles de inhibición 

graficando el área fraccionada versus el log de la concentración de antimicrobiano 

respectiva (Figuras. 31 -32).  

 

La representación gráfica de estos perfiles correspondió a una curva sigmoidal típica y 

se ajustaron mediante la ecuación modificada de Gompertz (Ec.3). Las curvas de inhibición 

se dividen en tres regiones, una región donde el antimicrobiano no tiene ningún efecto sobre 

el crecimiento del microorganismo, una región donde hay una inhibición creciente del 

crecimiento y una región donde no hay crecimiento en relación al control. Dos 

concentraciones específicas marcan los límites de actuación del antimicrobiano, la CNI que 

marca el límite por encima de la cual no se observa ninguna diferencia en el crecimiento en 

relación al control y la MIC, por encima de la cual el antimicrobiano empieza a tener efecto 

negativo sobre el crecimiento y por debajo de la cual no existe ningún tipo crecimiento. 

 

 En la tablas 4 y 5 se presentan los valores medios de la CMI y CNI para cada 

microorganismo, estimados a partir de las gráficas del área bajo la curva ajustadas por 

medio de las ecuaciones 3.1 y 3.2 así como las diferencias estadísticas entre ellos y en la 

tabla 6 se presentan los valores de CMB.  
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                           a)                                                                        b) 

 

Figura 19. Curvas de crecimiento de L. monocytogenes Scott A en CTS con AE de hojas de 

canela, a) pH7 y b) pH 6- 

 

 

 

                                   .a)                                                                          b) 

 

Figura 20. Curvas de crecimiento de L. monocytogenes Scott A en CTS con AE de clavo, a) 

pH 7 y b) pH 6. 
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                                     a)                                                                            .b) 

 

Figura 21. Curvas de crecimiento de L. monocytogenes Scott A en CTS con AE de corteza 

de canela  a) pH 7 y b) pH 6 

 

 

 

 

                                         a)                                                          .......... b) 

 

Figura 22. Curvas de crecimiento de L. monocytogenes Scott A en CTS con eugenol a) pH 

7 y b) pH 6 

 

 

 

 

 



Resultados y Discusión 

 94

 

         a)                                                                          

Figura 23. Curvas de crecimiento de L. monocytogenes en CTS con cinamaldehido, a)   

pH 7 y b) pH 6. 

 

 

 

                           a)                                                                         b) 

    

                                   

Figura 24. Curvas de crecimiento generadas por L. monocytogenes Scott A en CTS,  

con vainillina, a) pH 7 y b) pH6 
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 a)                                                             .............b)     

 

Figura 25  Curvas de crecimiento  de E. coli O157:H7 en CTS con AE de  

hojas de canela a) pH 7 y b) pH 6. 

 

 

 

                         a)                                                        ..b) 

                                                

       Figura 26. Curvas de crecimiento de E. coli O157:H7 en CTS con  

      AE de clavo a) pH 7 y b) pH 6. 
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                               . a)                                                                     .......b) 

                     

Figura 27. Curvas de crecimiento de E. coli O 157:H7en CTS con AE de corteza de canela 

de canela a) pH 7 y b) pH 6.  

 

 

 

                                     a)                                                                     b) 

 

Figura 28. Curvas de crecimiento de L. monocytogenes en CTS con eugenol   a) pH 7 y b) 

pH 6. 
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a)                                                                   b) 

                      

Figura 29. Curvas de crecimiento generadas por E. coli O157:H7 en CTS con 

 cinamaldehido a) pH 7 y b) pH6  

 

 

 

 

                                                                                                    a)                                                                                                          

b)

 

Figura 30. Curvas de crecimiento generadas por E. coli O157:H7 en CTS con  

vainillina a) pH 7 y b) pH6 
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Figura 31. Perfiles de inhibición de L. monocytogenes Scott A en CTS a pH 7 y 6 con a) AE 

de hojas de canela, b) AE de clavo, c) AE de corteza de canela, d) eugenol, c) 

cinamaldehido y d) vainillina. Los diagramas de barras representan la desviación estandar 

correspondiente a la media aritmética de 3 repeticiones  
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Figura 32. Perfiles de inhibición de E. coli  O157:H7 en CTS a pH 7 y 6 con a) AE de hojas 

de canela, b)AE de clavo,c)AE de corteza de canela, d)eugenol, c) cinamaldehido y d) 

vainillina. Los diagramas de barras representan la desviación estandar correspondiente a la 

media aritmética de 3 repeticiones 
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Tabla 4. CMIs y CNIs en CTS a pH 7 y 6 de diversos antimicrobianos frente a L. 

monocytogenes  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tabla 5. CMIs y CNIs en CTS a pH 7 y 6 de diversos antimicrobianos frente a E. coli  

         O157:H7. 

 

 pH 7 pH 6 

Antimicrobiano CMI (ppm) CNI (ppm) CMI (ppm) CNI (ppm) 

AE h. de canela 843,31±29,32 301,23±12,17
 

788,78 ±23,77 243,50 ±12,62 

AE clavo 778,45±50,94 234,94±49,53
 

746,21 ±17,58 258,04 ±31,50 

AE c. de canela 720,86±99,76 298,00±13,22
 

706,89 ±16,29 301,58±20,38 

eugenol 766,48±25,29 212,42±31,88
 

759,54 ±34,85 227,79 ±13,07 

cinamaldehido. 454,89±15,36 216,87±6,27
 

438,92 ±18,56 219,70 ±14,13 

vainillina 2795,29±102,8 524,02±81,68
 

2455,62±36,63 571,87 ±36,30 

 

 

 

 pH 7 pH 6 

Antimicrobiano CMI (ppm) CNI (ppm) CMI (ppm) CNI (ppm) 

AE h. canela 507,68±28,11
 

197,00±19,20
 

478,74±49,25
 

144,51±12,62
 

AE clavo 401,74±31,94
 

136,01±19,30
 

391,21±78,58
 

124,59±16,34
 

C. c de canela 404,11±31,94
 

114,89±23,92
 

390,00±37,22
 

112,58±30,38
 

eugenol 562,32±20,29
 

162,60±12,85
 

514,00±13,34
 

128,51±13,07
 

cinamald. 449,00±20,72
 

157,35±6,27
 

418,92±6,27
 

119,70±2,07
 

vainillina 3002,34±293,79
 

858,02±81,68
 

2762,16±111,63
 

838,02±36,23
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Tabla 6. CMBs de diversos antimicrobianos frente a L. monocytogenes y E. coli 

 O157:H7. 

 CMB (ppm) 

Antimicrobiano L.monocytogenes E. coli O157:H7 

AE h de canela  1.000 1.200 

AE clavo 800 1.200 

AE c. de canela  1.200 1.500 

eugenol 1.000 1.200 

cinamaldehido.  1.400 1.400 

vainillina 8.000 6.000 

 

 

3.1.1 Concentraciónes Mínimas Inhibitorias     

 

El eugenol presentó para L. monocytogenes  valores de CMIs de 562,32 y 514,00 ppm 

a pH 7 y 6 respectivamente y una CMB de 1.000 ppm; para E. coli O157:H7 las CMIs 

fueron 766,48 ppm y 759,54 ppm a pH 6 y 7 y la CMB fue 1.200 ppm. Las CMIs 

encontradas  por otros autores para el eugenol se encuentra alrededor de 500 ppm para L. 

monocytogenes (Kim y col., 1999, Oyedemi y col., 2008) y alrededor de 750-1.000 ppm 

para E. coli O157:H7 (Gill y Holley, 2006; Oyedemi y col., 2009). 

 

 Para el cinamaldehido, a pH 7 y 6, se han encontrado en nuestro trabajo CMIs de 

449,00 ppm y 418,92 ppm frente a L. monocytogenes y de 454,89±438,92 ppm frente a E. 

coli O157:H7 respectivamente. Chang y col. (2001) encontraron valores de CMI para el 

cinamaldehido de 500 mg/ml. Sin embargo, Utkun y Kunduhoglu (2012) encontraron CMIs 

de 1.000 ppm frente a estos dos microorganismos y Kim y col., 2004 encontraron valores de 

CMI de 250 ppm  para E. coli O157:H7 

 

El AE con mayor actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes fue el AE de  

corteza de canela con una CMI de 404,11ppm-390,00 ppm. Las CMIs obtenidas por otros 

investigadores para el AE de corteza de canela frente a L. monocytogenes oscilan entre 250 

ppm (Chang y col., 2001), 500 ppm (Ojaghs y col. 2012), 640 ppm (Shaareff, 2011) y 1250 

ppm (Gupta y col., 2008). Los valores de CMI para el aceite de corteza frente a E. coli 
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O157:H7 encontrados por otros autores se encuentran también dentro del rango de las 

concentraciones inhibitorias encontradas en nuestro trabajo y oscilan entre 250 ppm (Kim  y 

col., 2004; Chang y col. 2000), 750 y 1.000 ppm (Ooi y col., 2006; Ojagh, y col., 2012).   

 

 La actividad antimicrobiana del aceite de corteza de canela se atribuye principalmente 

a su contenido en cinamaldehido ya que este compuesto es uno de los compuestos fenólicos 

con mayor actividad antimicrobiana y las diferencias entre las CMI encontradas para los 

AEs de corteza de canela se atribuyen principalmente a su diferente contenido en 

cinamaldehido, con variaciones que oscilan entre un 80% y un 40%, (Wen y col., 2003; 

Barakat y col., 2004). 

 

 La CMI del aceite de corteza de canela encontrada en este trabajo para L. 

monocytogenes fue algo menor (404,11 ppm-390,00ppm) que la CMI del cinamaldehido 

(449,00ppm-418,92 ppm). Este mismo efecto  fue encontrado  también por Chang y col. 

(2000), con un aceite extraído de hojas de canela con un elevado contenido de 

cinalmaldehido (80%), lo cual este investigador atribuye a un efecto sinérgico entre los 

componentes minoritarios presentes en este aceite esencial. De acuerdo a análisis 

cromatográficos realizados a este AE los componentes minoritarios son los siguientes : 

eugenol (3,96 %), sabineno (4,58 %), β-cariofileno (6,70), α -cariofileno (1,49 %), β-linalol 

(3,03%) y el p-cimeno (2,79%)  o el ácido hexadecanoico (3,11%). A estos compuestos se 

les ha reconocido su poder antimicrobiano (Rhayour y col., 2003; Bagamboula, 2004; Gupta 

y col., 2008). En el caso de E. coli O157:H7 el AE de corteza de canela presentó una CMI 

de 720,86ppm-706,89 ppm y fue menos inhibitorio que el cinamaldehido, la explicación 

puede deberse a que los componentes minoritarios del aceite de hojas de canela se 

comportan de un modo antagónico en el caso de E. coli O157:H7. Sin embargo presentó 

mayor actividad bactericida ya que la CMB de corteza canela (1.000 ppm) fue menor que la 

CMB del cinnamaldehido (1.400 ppm), efecto que también se atribuye también a los 

componentes minoritarios del AE. 

 

Las hojas de canela presentaron unos valores de CMI frente a L. monocytogenes de  

507,68-478,74 ppm  y comparados con los encontrados en la literatura se situan en el mismo 

rango: 400 ppm  (Smith and Palmer, 1998) y 500 ppm (Chang. 2000; Oussalah y col. 2006; 

Ojagh y col. 2012). Los valores de CMI encontrados en este trabajo para las hojas de canela 

frente a E. coli O157:H7 (843,31ppm-788,78ppm) se encuentran también en el rango 
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encontrado por otros autores: 500 ppm (Oussalah y col., 2006; Ooi y col., 2006), 625 ppm 

(Shenjai y col., 2007) 1.000 ppm y 2.000 ppm (Ceylan y col., 2004; Muthuswamy y col., 

2008).  

 

 La CMI del AE de clavo para L. monocytogenes fue de 401,11ppm-391,21 ppm. Los 

valores hallados por otros autores para el AE de clavo oscilan entre 200-500 ppm para la 

CMI. La CMI del AE de clavo encontrada en nuestro trabajo frente a E. coli O157:H7  fue 

de 778,45ppm -746,21 ppm. Los valores de CMI para este mismo AE encontrados por otros 

autores frente a E. coli O157:H7 oscilan  entre 500 y 750 ppm (Nzeako y col., 2006; Ouafae 

y col., 2007) Se han obtenido resultados inclusive alrededor de 2.350 ppm para la CMI del 

AE de clavo frente a E. coli (Pandey y Singh, 2011). 

 

En general los AEs de clavo y la canela presentaron una actividad antimicrobiana 

parecida y en un rango de concentraciones similar a las encontradas en la literatura. Lopez y 

col. (2005) demostraron también una  actividad microbiana similar entre AEs de canela y 

clavo frente a L. monocytogenes y E. coli en fase gaseosa. Aureli y col. (1992) examinaron 

32 aceites y entre ellos canela, clavo, orégano, pimiento y tomillo fueron los más eficaces 

para lograr la inhibición a la misma concentración de 500 ppm. Esta similitud se debe a que 

el componente mayoritario es el mismo, el eugenol, (76,77% en hojas de canela y 85,78 %, 

en el clavo). El mayor contenido de eugenol en el AE de clavo podría ser responsable de su 

mayor actividad antimicrobiana. La mayor proporción en el AE de clavo de otros 

compuestos minoritarios: cariofileno (1,40%) y β cariofileno (6,705%) o ρ-cimento (2,79%)  

tambien pueden ser los responsables del incremento de la actividad antimicrobiana del clavo 

con respecto a las hojas de canela: β cariofileno (3,47), α-cariofileno (0,61) o ρ-cimeno 

(0,78%). 

 

A diferencia de los AEs anteriormente mencionados, la vainillina mostró una actividad 

antimicrobiana similar o ligeramente menor para E. coli O157:H7 que para L. 

monocytogenes con valores de CMI de 3.002,34 ppm-2762,16 ppm para el primer 

microorganismo y 2.795,29 ppm+2.455,62 ppm para el segundo. Valores similares de CMI 

entre 3.000 ppm y 5.000 ppm fueron encontrados por Delaquis y col., (2005) para cuatro 

cepas de Listeria spp. Fitgerald y col., 2004 encontraron CMI de 1.980 ppm para E. coli 

O157:H7 y alrededor de 5.000 ppm para Listeria inocua.  
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3.1.2  Concentraciones no Inhibitorias 

 

Los valores de CNI obtenidos para los diferentes antimicrobianos ensayados al 

modelar matemáticamente el área bajo la curva se presentan en la Tabla 4 para L. 

monocytogenes y en la Tabla 5 para E. coli O157:H7. Al comparar los valores de CNI para 

los dos microorganismos se observa que existe diferencias para los antimicrobianos 

ensayados, siendo L. monocytogenes más sensible que E. coli O157:H7 para el 

cinamaldehido y los AEs de hojas de canela, corteza de canela, clavo, eugenol . Sin embargo 

E. coli O157:H7 mostró mayor sensibilidad frente a la vainillina que L. monocytogenes con 

un valor de CNI mas bajo. Para L. monocytogenes todos los valores estuvieron por debajo de 

200 ppm, con excepción de la vainillina, alrededor de 850 ppm. El valor más bajo de CNI 

correspondió al AE de hojas de canela y el más alto fue para la vainillina. Para E. coli 

O157:H7 los valores de CNI estuvieron por debajo de 300 ppm, con excepción de la 

vainillina que presentó un valor de 571,87 ppm siendo la hojas de canela  y el 

cinamaldehido los que presentaron los valores de CNI más bajos y la vainillina los más 

altos. El cociente de la CMI/CNI fue siempre <5 como corresponde a un antimicrobiano de 

origen vegetal (Guiller y col., 2007).  

 

 Pocos trabajos se han encontrado en la literatura que estimen la CNI de  

antimicrobianos de plantas. Gullier y col., 2007, encontraron valores de CNI para el 

cinamaldehído frente a Salmonella Thiphimurium, aproximadamente, unas 1,66 y 1,54 veces 

de la CMI respectivas. Falcone y col., 2005 determinaron valores de CMI y CNI para varias 

especies de Bacillus, Lactobacillus y levaduras y los valores de CNI fueron menores de 100 

para casi todos los microorganismos evaluados, con excepción de los Lactobacillus spp que 

fueron mas resistentes.. 

 

3.1.3 Concentraciones Parcialmente Inhibitorias  

 

Las CPIs son aquellas concentraciones intermedias entre la CMI y la CNI señaladas en 

las Tablas (4 y 5) para cada microorganismo diana. Las CPIs más significativas para cada 

antimicrobiano se representan en las Figuras 33 y 45, donde se grafica directamente la DO 

frente al tiempo para cada concentración de antimicrobiano. El efecto de las CPIs sobre los 

microorganismos ensayados se determinó con mayor precisión estimando los parámetros de 

fase de latencia y tiempo de generación para algunas de las concentraciones CPI mas 
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inhibitorias utilizando los parámetros obtenidos al ajustar las curvas mediante la ecuación 

Gompertz (ec.4) (Tabla 4 y 5).  

 

 Tomando en consideración que a mayor tiempo de latencia y de generación, mayor 

actividad antimicrobiana, se deduce que para L. monocytogenes los antimicrobina 

mayorctividad fueron el cinamaldehido y la corteza de canela, seguidos por el eugenol, el 

clavo y las hojas de canela. Para E. coli O157:H7 el cinamaldehído fue el compuesto de 

mayor actividad antimicrobiana, seguidos por el AE de corteza de canela, el AE de clavo, 

eugenol y hojas de canela. Estos resultados fueron similares a los obtenidos al comparar las 

CMI respectivas.                                              

      a)a)a)a)

Tiempo (Horas)Tiempo (Horas)Tiempo (Horas)Tiempo (Horas)0 5 10 15 20 25

Densidad Optic
a (D.O.)
Densidad Optic
a (D.O.)
Densidad Optic
a (D.O.)
Densidad Optic
a (D.O.)

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

control

10 ppm

20 ppm

50 ppm 

100 ppm 

300 ppm

400 ppm 

500 ppm 

1000 ppm 
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b)b)b)b)

Tiempo (horas)Tiempo (horas)Tiempo (horas)Tiempo (horas)0 10 20 30

Densidad Op
tica (DO)
Densidad Op
tica (DO)
Densidad Op
tica (DO)
Densidad Op
tica (DO)

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

ccontrol 

5 ppm 

10 ppm

25 ppm

75 ppm

200 ppm 

250 ppm 

350 ppm

400 ppm 

 

 

      

c)c)c)c)

Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )0 10 20 30

Densidad Op
tica (D.O)
Densidad Op
tica (D.O)
Densidad Op
tica (D.O)
Densidad Op
tica (D.O)

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

control

5 ppm

10 ppm 

20 ppm 

75 ppm 

150 ppm

250 ppm 

350 ppm
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d)d)d)d)

Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )0 10 20 30

Densidad Op
tica (D.O.)
 
Densidad Op
tica (D.O.)
 
Densidad Op
tica (D.O.)
 
Densidad Op
tica (D.O.)
 

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

control

20 ppm

50 ppm

100  ppm

200 ppm

300 ppm 

400 ppm

500 ppm

600 ppm 

 

 

 e)e)e)e)

Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )0 10 20 30

Densidad Op
tica (D.O.)
Densidad Op
tica (D.O.)
Densidad Op
tica (D.O.)
Densidad Op
tica (D.O.)

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

control

5 ppm

10  ppm

25 ppm 

50 ppm

100 ppm

250 ppm 

300 ppm

400 ppm

500 ppm
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f)f)f)f)

Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )0 10 20 30

Densidad Op
tica (D.O)
Densidad Op
tica (D.O)
Densidad Op
tica (D.O)
Densidad Op
tica (D.O)

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

control 

50 ppm

200 ppm

700 ppm

1000 ppm

1500 ppm

2000 ppm

2800 ppm

3000 ppm

 

Figura 33. Concentraciones Parcialmente Inhibitorias (CPIs) de L. monocytogenes Scott A  

en CTS a pH 7 y 6 con a)AE de hojas de canela, b)AE de clavo, c) AE de hojas de canela, d) 

eugenol, c) cinamaldehido y d) vainillina 

 

 

 

 

a)a)a)a)
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tica (D.O)
Densidad Op
tica (D.O)
Densidad Op
tica (D.O)
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tica (D.O)
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b)b)b)b)

Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )0 5 10 15 20 25
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c)c)c)c)
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d)d)d)d)

Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )Tiempo (horas )0 5 10 15 20 25
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e)e)e)e)
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f)f)f)f)

Tiempo (díras )Tiempo (díras )Tiempo (díras )Tiempo (díras )0 5 10 15 20 25

Densidad Op
tica (D.O.)
Densidad Op
tica (D.O.)
Densidad Op
tica (D.O.)
Densidad Op
tica (D.O.)

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6
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500 ppm

1600 ppm
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Figura 34. CPIs de E. coli  O157:H7  en CTS a pH 7 y 6 con a) hojas de canela, b) clavo c) 

hojas de canelad) eugenol c) cinamaldehido y d) vainillina 

 

 

 

Tabla 7. Tiempos de latencia y tiempo de generación (min) obtenidos para L. 

monocytogenes para determinadas CPIs 

 pH 7 pH6 CPIs  

(ppm) AEs TL TG TL TG 

AE h de canela 

ccCanela(350 

12,00±0,91 0,57±0,004 14,75±1,60 0,62±0,09 350 

AE clavo 14,34±1,49 0,47±0,10 14.78±2,34 0,87±0,02 300 

c. de canela 13,01±1,22 0,51±0,06 14,23±1,07 0,46±0,005 350 

eugenol 14,00±1,06 0,69±0,10 13,00±1,45 0,81±0,09 500 

cinamaldehido

.  

15,10±0,09 0,56±0,10 15,58±1,59 0,77±0,07 300 

vainillina 16.87±0,55 0,66±0,049 16,34±36,63 0,63±0,08 2000 
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Tabla 8. Tiempos de latencia y de generación (min) obtenidos para E. coli O157:H7 para 

determinadas CPIs. 

 pH 7 pH6 CPIs  

(ppm) AEs TL TG TL TG 

AEh. de canela canela12,80±

1,75 

0,48±0,005 788,78±23,77 243,50±12,62 600 

AE clavo 10,11±2,0 0,36±0,100 746,21±17,58 258,04±31,50 600 

AEc. de canela 11,56±1,87 0,49±0,09 706,89±16,29 301,58±20,38 600 

eugenol 10,24±1,29 1,10±0,98 759,54±34,85 227,79±13,07 600 

cinamaldehido.  8,83±1,58 0,54±0,10 438,92±18,56 219,70±14,13 350 

vainillina 15,91±0,53 0,65±0,04 2455,62±36,63 571,87±36,30 2000 

 

 

3.1.4  Concentracions Mínimas Bactericidas  

 

El eugenol presentó una CMB de 1.000 ppm para L. monocytogenes y de 1.200 ppm 

para E. coli O157:H7. Las CMB  halladas por otros autores para el eugenol se encuentran en 

un rango entre 810 ppm (Gill and Holley, 2004), 980 ppm para L. monocytogenes (Si y col., 

2005) y alrededor de 2.000 ppm para E. coli O157:H7 (Oyedemi y col., 2008). Estos últimos 

lograron reducciones del orden de 8 ciclos logarítmicos en poblaciones de L. monocytogenes 

y E. coli O157:H7 después de 20 horas de incubación con concentraciones x2 CMI de 

eugenol. 

Aunque la actividad inhibitoria (CMI) del cinamaldehido fue similar a la del eugenol 

para ambos microorganismos, la actividad bactericida (CMB) fue mucho menor, 

encontrándose valores de CMBs para el cinamaldehído de 1.400 ppm para L. 

monocytogenes y E. coli O157:H7. Efectos similares fueron encontrados por Gill y col.., 

2004, al estudiar la actividad bactericida  del cinamaldehído frente a L. monocytogenes, y así 

concentraciones bactericidas de 1.600 ppm y 5.000 ppm de cinamaldehido lograron una 

disminución del ATP celular en L. monocytogenes y  E. coli respectivamente.  

Nostro y col. (2012) encontraron que concentraciones de cinamaldehído que son  

bacteriostáticas frente a E. coli, son bactericidas frente a L. monocytogenes. Viazis y col. 

(2010) encontraron que 5000 ppm de cinamaldehido lograron eliminar completamente 

células de E. coli sobre hojas de lechuga y de espinacas “baby”, en cambio una 

concentración de 10-000 ppm de cinamaldehido redujo sólo la población de L. 
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monocytogenes en 1 y 2.3 ciclos logarítmicos. Yossa y col. (2010) encontraron que 2 % de 

cinamaldehido era capaz de disminuir 5 ciclos logarítmicos de una población microbiana de 

E. coli O157:H7 en residuos orgánicos. 

 

El AE de corteza de canela presentó una CMB de 1.000  ppm para L. monocytogenes y 

para E. coli O157:H7 una CMB de 1.200 ppm. Los valores de CMB encontrados en la 

literatura también fueron similares y oscilaron entre 1.000 ppm y 1.500 (Si y col. 2005; 

Ojagh y col., 2012).  

 

Los valores de CMB de hojas de canela (1.000 ppm) obtenidos para L. monocytogenes 

en nuestro trabajo se encuentran también en el rango hallado por otros investigadores, 750 

ppm (Smith y Palmer, 1998). Los valores de CMB encontrados en este trabajo para las hojas 

de canela frente a E. coli O157:H7 fueron de 1.200 ppm y los valores de CMB registrados  

en la literatura han sido un poco más elevados: 2.500 ppm (Shenjai y col., 2007).  

 

Los valores de CMB del AE de clavo para L. monocytogenes fueron de 800 ppm y de 

1.200 ppm para E. coli O157:H7. Los valores encontrados en la literatura para la CMB de 

este AE  se encuentran entre 400 (Smith y Palmer, 1998), 700 ppm (Mahfuzul y col., 2008; 

Ayoola y col., 2008; Fu y col., 2007; Hernández–Ochoa y col., 2011) y 1.250 ppm (Fu y 

col., 2007).  La CMB fué de 1.200 ppm. para E. coli O:157:H7 y los valores de CMB en la 

literatura se encuentran entre 2.500 y 5.000 ppm, (Si y col., 2005).  

 

Para la vainillina, los valores de CMB fueron muy superiores a los de las CMIs y 

estuvieron en el rango de 8.000 ppm para L. monocytogenes y de 6.000 ppm para E. coli 

O157:H7. Estos resultados son similares a los obtenidos por otros investigadores, así 

Figerald y col., (2004 ) encontraron actividad bactericida de la vainillina, frente a E. coli 

O157:H7 y Listeria inocua entre 6.600 ppm y 9.240 ppm. La  diferencia entre la CMI y la 

CMB puede ser atribuida a que la vainillina presenta una acción bacteriostática y no 

bactericida, en contraste a los antimicrobianos fénolicos más potentes como el eugenol 

carvacrol y timol que son bactericidas.  
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3.1.5  Discusión 

  

La resitencia microbiana se relaciona con el valor de CMI (a mayor CMI mayor 

resistencia) y la sensibilidad microbiana con la CNI (mayor CNI menor sensibilidad) 

(Falcone, 2005; Guiller, 2007). 

El grado de resistencia de L. monocytogenes a los antimicrobianos ensayados en este 

estudio presentó, de acuerdo a los valores de CMI, el siguiente orden: vainillina >eugenol 

>AE de hojas de canela> cinamaldehido > AE de clavo >AE de corteza de canela. Para  E. 

coli O157:H7 fue el orden fue siguiente: vainillina > AE de hojas de canela > AE de clavo 

>eugenol >AE de corteza de canela> cinamaldehído.  

 

El grado de sensibilidad microbiana frente a los antimicrobianos ensayados fue para 

L.monocytogenes: AE de corteza de canela > AE de clavo > cinnamaldehido > eugenol< AE 

de hojas de canela > vainillina y para E. coli O157:H7: AE de corteza de canela 

>cinamaldehido >clavo > eugenol>AE de hojas de canela>vainillina.  

 

La actividad bactericida (CMB) fue para L. monocytogenes en el siguiente orden: AE 

de clavo>AE de hojas de canela=eugenol>AE corteza de canela>cinamaldehido > vainillina. 

Para E. coli O 157:H7 el orden fue el siguiente: AE de clavo >AE de hojas de 

canela=eugeno l>AE de corteza de canela>cinamaldehido >vainillina. 

 

El compuesto puro  que presentó mayor actividad inhibitoria fue el cinamaldehído. 

Los AEs que mostraron mayor actividad antimicrobiana y frente a los cuales los dos 

microorganismos diana mostraron mayor sensibilidad fueron el AE de corteza de canela y el 

el clavo. La vainillina fue el compuesto ensayado con menor actividad antimicrobiana frente 

a los dos microorganismos y el único antimicrobiano que presentó una menor actividad 

microbiana frente a E. coli O157:H7 que L. monocytogenes. El eugenol y el cinamaldehido 

presentaron una alta actividad inhibitoria frente a los dos microorganismos cuando se 

ensayaron de forma aislada, pero cuando se encuentran formando parte de los AEs de clavo 

y corteza de canela, su actividad se ve aparentemente influenciada por los componentes 

minoritarios presentes en el AE correspondiente. A este efecto se atribuye que  los AEs de 

canela y clavo presentaran un actividad antimicrobiana  diferente frente a los dos 

microorganismos diana, asì por ejemplo a pesar de que el eugenol es el componente 

mayoritario de los AEs de clavo y hojas de canela, estos dos aceites presentan una actividad 
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mucho mayor que el componente puro, por lo que se infiere que el efecto de los 

componentes minoritarios es sinérgico para L. monocytogenes y mayor en el AE de clavo 

que en el AE de canela. Resultados similares se encontraron para el AE de corteza de canela, 

ya que este  presentó mayor actividad que su componente mayoritario el cinamaldehido. Sin 

embargo para E. coli O157:H7 el efecto de los compuestos minoritarios fue  opuesto, ya que 

las CMIs de los AEs fue  mayor que para los compuestos puros- Numerosos estudios han 

demostrado que la interacción entre los componentes de los AEs es compleja e influye 

determinantemente en la actividad final de los AEs y aunque en algunos casos la actividad 

antimicrobiana final resultante está muy cercana a la actividad del componente principal, 

numerosos estudios han demostrado que un numero elevado de compuestos exhiben 

propiedades antimicrobianas diferentes cuando se ensayan por separado (Bassolé, 2012). 

Especificamente hay estudios donde los monoterpenos fenólicos (timol, carvacrol) y los 

fenilpropanoides (eugenol) en combinación con otros componentes, en particular con otros 

fenoles, fenilpropanoides y monoterpenos  incrementan su bioactividad en las mezclas. La 

actividad antimicrobiana de un AE depende principalmente de uno o dos de los principales 

constituyentes del AE. Sin embargo los últimos estudios indican que las interacciones entre 

los menores constituyentes de un AE son también muy importantes en la actividad 

antimicrobiana total. Estudios que registran mayor actividad de los aceites crudos 

comparados con las combinaciones de los principales componentes sugieren que los 

componentes minoritarios son críticos en la actividad de los AEs y pueden tener una efecto 

sinérgico (Marino y col., 2001; Delaquis y col., 2002; Burt, 2004; Koutsoudaki y col., 

2005). Se han registrado numerosas combinaciones sinérgicas para los constituyentes o 

fracciones de los AEs cuando se ensayan en combinaciones binarias o terciarias (Delaquis y 

col., 2002; Pei y col., 2009; García-García y col., 2011; Nguefack y col., 2012). Ultee y col., 

2002 y Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn (2010), observaron que el carvacrol y p-

cymeno eran sinérgicos frente a B. cereus). p-cymeno produce disturbios en la membrana 

bacteriana y facilita la acción del carvacrol dentro de la membrana. 

 

Los monoterpenos fenólicos y los fenilpropanoides por separado muestran una fuerte 

acción antibacterial, por lo que la mayoría de los estudios se han enfocado en la interacción 

de los monoterpenos fenólicos (thimol, carvacrol) y fenilpropanoides (eugenol, 

cinamaldehido) con otros grupos de componentes, particularmente con otros fenoles, 

fenilpropanoides y alcoholes monoterpenos, mientras que los monoterpenos y 

sesquiterpenos hidrocarbonados se han ensayado en menor extensión. Bassole y col., (2012) 
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hacen una completa revisión de las diferentes combinaciones de aceites esenciales y sus 

componentes que se han ensayado hasta la fecha. La combinación de compuestos fenólicos 

con alcoholes monoterpenos produce efectos sinergícos sobre muchos microorganismos, así 

como la mezcla de compuestos fenólicos (timol con carvacrol y ambos componentes con el 

eugenol). Mezclas de cinamaldehído con carvacrol o timol han resultado con efecto 

sinérgico y/aditivo frente a E. coli y S. typhimurium. Otros monoterpenos también han sido 

ensayados, particularmente el oxido 1,8-cineole que en combinación con hidrocarbonos 

sesquiterpenos y monoterpenos se ha encontrado que tienen efectos aditivos y sinérgicos 

respectivamente. Otras combinaciones con efectos sinérgicos y aditivos incluyen alfa pineno 

con limoneno o linalool respectivamente. 

 

De la misma forma, los componentes minoritarios causan también interacciones 

antagonísticas, así por ejemplo la actividad microbiana del carvacrol, principal componente 

del oregano, comparada con este AE se ha demostrado que es 1500 veces más efectiva (Rao 

y col., 2010). Sin embargo este tipo de  interaccion han sido menos estudiadas  

 

Resultados similares se encontraron para los valores de CNI frente a los dos 

microorganismos, aunque no necesariamente los niveles más bajos de CMI correspondieron  

siempre a niveles más bajos de CNI. Un ejemplo se encuentra al comparar las CMI-CNI de 

el AE de hojas de canela y eugenol para L. monocytogenes, ya que a CMI más bajas no 

corresponden necesariamente CNI mas bajas. Falcone y col. (2007)  tambien encontraron 

efectos similares.  

 

       Los antimicrobianos con mayor actividad bactericida (CMB) frente a L. monocytogenes 

fueron  el eugenol, los AEs de clavo y de hojas de canela, seguido por el AE de corteza de 

canela y el cinamaldehido y la vainillina. Los antimicrobianos con mayor actividad 

bactericida (CMB) frente a E. coli O 157:H7 fueron el eugenol y los AEs de clavo y hojas 

de canela, seguidos por el cinamaldehido y el AE de corteza de canela .La CMB de los 

compuestos puros, eugenol y cinamaldehido fue muy similar que a la de sus AES 

correspoendientes: AE de clavo y hojas de canela por lo que se deduce que la principal 

actividad bactericida se debe principalmente a la de los componentes puros. Este efecto se 

presentó en los dos microorganismos ensayados.   
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        La determinación de la CMI es un tema controvertido, pues los métodos tradicionales  

de análisis no permiten una medición cuantitativa, de hecho, el MIC es un rango de 

concentraciones que depende de la metodología a utilizar y en el caso específico de la 

técnica de dilución, de las series de dilución que se usen. En este estudio se determinaron las 

CMI y las CNI mediante el modelaje matemático utilizando la fracción del área bajo la 

curva. La ventaja del modelaje del área bajo la curva, es que se usan todos los datos y un 

índice de confianza se asocia con el valor de la CMI. Los métodos tradicionales  se basan en 

la ausencia o no de crecimiento. En esencia, los únicos valores existentes son 1 para 

crecimiento, cero para no crecimiento, por lo que estos métodos tradicionales ignoran 

cualquier efecto de otras concentraciones Parcialmentees. Más aún, las técnicas actuales 

turbidométricas fallan en proveer datos cuantitativos precisos porque no usan todos los datos 

disponibles. Se demarca exactamente la diferencia entre crecimiento y no crecimiento y la 

concentración a la cual no hay crecimiento se denomina CMI, siendo descartadas las otras 

concentraciones. Mediante el área bajo la curva no solo se utilizan todos los datos sino que 

se obtiene un valor de la CMI mucho mas preciso, inclusive si ninguna de las 

concentraciones ensayadas conduce a una total inhibición del crecimiento. La confianza 

asociada a este valor es dependiente de todas las concentraciones ensayadas en oposición al 

método semicuantitativo, en el cual la posible CMI depende sólo del tamaño y del intervalo 

entre las concentraciones ensayadas. 

 

El uso del modelaje matemático permite también un valor CNI o concentración  por 

debajo de la cual se observa un crecimiento normal. El valor de CNI está relacionado con la 

sensibilidad bacteriana y el valor de CMI al de la resistencia. La posibilidad de inhibir 

completamente el crecimiento microbiano se relaciona con el uso del antimicrobiano como 

mínimo a niveles CMI. La diferencia entre la CMI y la CNI permite aclarar muchos 

conceptos  del comportamiento microbiano en la presencia del antimicrobiano. Este 

concepto de CMI-CNI bajo el punto de vista práctico es de muchísima utilidad porque nos 

permite determinar las concentraciones subinbitorias o CPIs que solas o en combinación con 

otros agentes antimicrobianos pueden inhibir el crecimiento microbiano totalmente o 

retrasarlo durante el periodo de vida útil al cual esté destinado el alimento. Así la diferencia 

entre CMI y la CNI puede ayudar a entender mejor el comportamiento de estos dos 

microorganismos en la presencia de los AEs ensayados y proporciona una serie de 

concentraciones Parcialmente inhibitorias (CPIs) que constituyen una herramienta 

importante  para ser usada en la tecnología de combinación de obstáculos.  
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El concepto de MIC-NIC dentro de la tecnología de obstáculos, basada en la 

conservación de los alimentos mediante la  combinación de varios obstáculos de menor 

intensidad, es muy importante pues permite el uso de concentraciones subinhibitorias que 

sumadas a otros factores de conservación pueden lograr el efecto deseado. Más aún las CNIs 

son fundamentales, ya que por ejemplo cuando las diferencias no son muy grandes entre la 

CMI y la CNI,  un pequeño error en las concentraciones puede dirigir al lado equivocado del 

límite entre el área de crecimiento y no crecimiento. En este trabajo el rango entre las CMI y 

la CNI más pequeñas se encontraron para los compuestos eugenol, cinamaldehido y para el 

AE de corteza de canela, por lo que el número de CPI a elegir para obtener efecto 

antimicrobiano es más reducido y es necesario seleccionar con precisión estas 

concentraciones para lograr el efecto deseado. 

 

En general las diferencias observadas entre los valores de CMI y CNI obtenidos en 

este trabajo y los encontrados por otros autores para los mismos compuestos 

antimicrobianos ensayados puede deberse a las diferencias en la composición y en las 

diferentes proporciones de compuestos minoritarios en los extracto analizados. Estas 

diferencias pueden ser debidas a la variedad de la planta, técnicas de cultivo, tiempo de 

cosecha, estadio del desarrollo y método de extracción, lo cual puede interferir con la 

presencia y/o ausencia de algunos compuestos químicos activos, así como puede interferir 

en la volatilización de estos compuestos (Probst y col., 2011).  

 

Las diferentes técnicas usadas para determinar el valor de las CMI y CMB son 

factores que también influyen en la variabilidad de los resultados; la volatilidad  y pobre 

solubilidad de la mayoría de los AEs es problemática, particularmente con métodos que 

descansan en la difusión o dilución de las sustancias en una solución. Así por ejemplo, 

cuando la metodología usada se basa en la técnica de difusión en disco o en agar, las 

concentraciones de antimicrobiano necesarias para inhibir a los  microorganismos son 

también mayores (Burt, 2004).  

La duración del tiempo del experimento para determinar la CMI es otro de los factores 

responsables de la variabilidad de los resultados. Se ha demostrado que la CMI aumenta con 

el tiempo de exposición al antimicrobiano. De esta forma, experimentos de corta duración 

podrían conducir a subestimar la CMI y por lo tanto a hacer peligrosas predicciones del 
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comportamiento de microorganismos patógenos en el alimento. Sin embargo la duración del 

tiempo del experimento no influye de manera determinante en el cálculo de las CNI porque 

la metodología del área bajo la curva esconde las pequeñas diferencias de las 

concentraciones subinhibitorias con relación al control (Lambert y Pearson, 2000; Gullier y 

col., 2007). 

El género, la especie, la cepa microbiana y la concentración del inóculo también 

influyen en las diferencias obtenidas con  resultados de CMI y CNI. Así por ejemplo, se han 

encontrado diferentes actividades antimicrobianas de un mismo aceite frente a diferentes 

cepas microbianas de una misma especie: Hefnaway y col. (1993) encontraron variaciones 

en la efectividad de distintos aceites frente a diferentes serotipos de L. monocytogenes, así 

especies como salvia, comino, ajo en polvo, pimentón, y pimienta mostraron actividad 

antimicrobiana frente a L. monocytogenes Scott A (serotipo 4b) y sólo la salvia mostró 

actividad frente a L. monocytogenes. Delakis y col. (2005) también encontraron diferentes 

CMIs frente a varias cepas de L. monocytogenes. Igualmente se han encontrado diferencias 

entre cepas de una misma especie, así por ejemplo Senhaji (2007) encontró diferentes CMI 

para el aceite de hojas de canela para distintas cepas de E. coli (625 ppm frente a E. coli 

O157:H7 y E. coli ATCC 25921, 1.250 ppm frente a  E. coli ATCC25922 y 2500 ppm 

frente a  E. coli ATCC11105. Diferencias en sensibilidad de la células diana han dado lugar 

también a resultados diferentes , atribuidas muchas veces al diferente estado fisiológico de 

los cultivos evaluados, así por ejemplo las células en estado estacionario son algo más 

resistentes . Es posible que el grado de stréss de las células por exposición de las mismas a 

condiciones desfavorables pueda cambiar la susceptibilidad  de los microorganismos frente 

a  a los antimicrobianos naturales evaluados. (Gill y col. 2002). 

         La diferente actividad que presenta un mismo aceite frente a diferentes bacterias 

se puede explicar en parte por la diferente morfología de las bacterias, que facilita o dificulta 

el mecanismo de acción de los AEs. En segundo lugar por la presencia de compuestos 

minoritarios y el diferente comportamiento sinérgico o antagónico frente a bacterias 

distintas. Aunque la posibles diferencias estructurales en la envoltura celular puede 

contribuir a la diferente resistencia o sensibilidad de las células bacterians a los AEs , 

existen diferencias metabólicas que pueden ser importantes Así por ejemplo entre las 

bacterias Gram + que suelen ser las más sensibles, se encuentran las bacterias acido-lácticas 

como una de las más resistentes, y  su habilidad para generar APT por fosforilación  a nivel 

de sustrato puede ser una de las causas de esta resitencia Diferencias en los niveles internos 
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de ATP en L. monocytogenes y Lactobacillus plantarum apoyan esta hipótesis (Gill y 

Holley, 2003). La capacidad para tratar con las condiciones de presión osmótica y responder 

más eficientemente al flujo de K
+ 

causado por los AES puede ser otra de las causas (Holley 

y Patel, 2005). Otra posible causa de la resistencia frente a los fitoterapeuticos es la 

presencia de sitios multiresistentes que promueban la síntesis y secreción de toxinas 

alifáticas (Probst y col, 2011).  

         Además de las diferencias morfológicas entre las bacterias, puede haber 

variaciones entre los componentes químicos de los AEs. Algunos AEs  pueden penetrar 

fácilmente las bacterias y algunos fallan para interactuar con la pared celular, reduciendo su 

potencial antimicrobiano. Considerando la gran cantidad de diferentes grupos de 

compuestos químicos presentes en los AEs, lo más probable es que su actividad 

antibacteriana  no se atribuya a un mecanismo específico de acción  sino que haya diferentes  

sitios diana en la célula. Las localizaciones o mecanismos de acción de los AEs en la célula 

bacteriana se presentaron en la Figura 3. No todos estos mecanismos son sitios separados, 

algunos se afectan como consecuencia de otros sitios que son afectados (caso de las mezclas 

de antimicrobianos). Los AEs debido a su hidrofobicidad ejercen su acción primero por 

atravesar la pared celular y membrana citoplásmatica, interrumpiendo la bicapa fosfolipídica 

de la membrana celular y de las mitocondrias, rompiendo estructuras y causando un 

incremento en la permeabilidad celular con la consecuente pérdida de componentes 

celulares (por ejemplo ribosa y N- glutamato). En las bacterias la permeabilización de la 

membrana está asociada con la pérdida de iones, la reducción del potencial de membrana, el 

colapso de la bomba de protones y la disminución del ATP. Medidas del gradiente de pH en 

células creciendo exponencialmente revelan una clara disminución del potencial de 

membrana cuando se le añaden antimicrobianos. Aunque una cierta salida de material 

celular puede ser tolerada sin pérdida de viabilidad celular, la excesiva pérdida del contenido 

celular o la salida de moléculas críticas e iones conducen a la muerte celular, aunque hay 

algunas evidencias de que la muerte puede ocurrir antes de la lisis. La actividad 

antimicrobiana puede ser también debida a la inactivación de una serie de sistemas 

enzimáticos, incluyendo aquellos involucrados en la producción de energía y en la síntesis 

de componentes estructurales. Así se ha demostrado que el nivel de ATP intracelular 

disminuye porque disminuye su síntesis o por que se activa su hidrólisis. Ciertos 

componentes de los AEs  también parecen actuar sobre las proteínas de la célula que se 

encuentran embebidos en la membrana plasmática. Enzimas tales como la ATPasas están 

localizadas en la membrana citoplasmática bordeadas por moléculas lipídicas. Los AEs 
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podrían acumularse en la bicapa lipídica y distorsionar la interacción de los compuestos 

lípido-proteína o directamente  interaccionar con la parte hidrofóbica de la proteína. Por 

último pueden inactivar o destruir el material genético (Kim y col., 1995). 

 

  Los primeros estudios realizados para averiguar el mecanismo de acción de los 

aceites de canela y sus componentes fueron realizados por Wendakoon y Sakaguchi (1995), 

los cuales demostraron que estos aceites inhibían las decarboxilasas en Enterobacter 

aerógenes, mediante la unión con proteínas. Ousalah y col. (2006) estudiaron el mecanismo 

de acción del aceite de hojas de canela sobre E. coli O157:H7 y L. monocytogenes mediante 

medidas del pH extracelular y la concentración de ATP, salida de los constituyentes 

celulares y observaciones de micrografías electrónicas de ambos microorganismos en 

contacto con estos dos AEs. Concentraciones cercanas al MIC indujeron cambios en el pH 

intracelular y aumento del ATP extracelular. Estudios realizados in vitro han demostrado 

que estos dos AEs tienen una acción inhibitoria sobre muchas enzimas, incluyendo la 

oxidasa mitocondrial del hígado, y las monooxigenasa microsomial B intestinal del hígado 

de rata. Usta y col. (2002) estudiaron la acción de los AEs de canela y el clavo sobre el 

potencial de membrana y la cadena respiratoria de aislados de mitocondrias de hígado de 

rata y encontraron que ambos estimulaban significativamente la ATPasa extracelular a 

niveles iguales o mayores que 0,3 mM, reducían el potencial de la membrana mitocondorial 

e inhibían la NADHoxidasa de la cadena respiratoria.  

 

Oyedemi y col. (2008) demostraron que el eugenol ejercía su efecto sobre los lípidos 

de la membrana citoplasmática y mitocondrial de L. monocytogenes y Hemaiswarya y col. 

(2009) con células humanas demostraron que el eugenol provocaba daños en la membrana 

citoplasmática, siendo 1mM de concentración capaz de dañar casi el 50% de la población. 

Estos resultados son importantes dado el problema que se enfrenta actualmente con la 

resistencia  a los antibióticos y el uso combinado de eugenol podría reducir el uso de estos  

para conseguir el mismo efecto.  

 

La actividad antimicrobiana del cinamaldehido se atribuye fundamentalmente al grupo 

aldehído, aunque el enlace doble conjugado, y el grupo hidroxilo también son responsables. 

Chang y col. (2001) encontraron que el cinamaldehido demostró mayor actividad 

antimicrobiana frente a un extenso rango de bacterias que el ácido cinámico, el cinnamyl 

alcohol cinámico el acetato de cinnamylo. La presencia de los dobles enlaces en el grupo 
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aldehído son responsables de su gran actividad antimicrobiana, ya que estos grupos  son 

muy reactivos y pueden formar puentes covalentes con el ADN y las proteínas interfiriendo 

con sus funciones normales. Se ha demostrado que el grupo hidroxilo reacciona con los 

sitios de enzimas activos a través de la formación de puentes de hidrógeno o actúa como un 

transportador a través de la membrana para  cationes monovalentes (Fitzgerald y col., 2005).  

 

 De acuerdo a Gill y Holley (2006) los efectos en la generación de energía juegan 

claramente un papel mayoritario en la actividad bactericida del eugenol y del 

cinamaldehido. Los posibles mecanismos de inhibición son la disrupción de la generación 

de energía, mediante la inhibición de la sustracción o utilización de glucosa. En el caso del 

eugenol hay también efectos de permeabilización de membrana, que permiten la salida del 

ATP intracelular que en el caso del cinamaldehído no están tan claros pues aunque hay 

inhibición de la ATPasa citoplásmatica y salida de pequeños iones no hay evidencia de la 

salida al exterior de ATP (Gill y Holley, 2006). Di Pasqua y col (2007) demostraron 

mediante cromatografía de gases y microscopía electrónica que el eugenol y el 

cinamaldehido se comportaban de diferente forma frente a células de E. coli O157:H7, así 

aunque todas las células presentaron un fuerte descenso en el perfil de ácidos grasos 

poliinsaturados, la mayoría de las células tratadas con cinamaldehido no presentaban daños 

estructurales en la membrana, y en cambio el eugenol si producía deterioro en la pared 

celular y un alto grado de lisis celular, debido a la unión del grupo hidroxilo del eugenol con 

ciertas proteínas.  

 

El modo de acción de la vainillina ha sido estudiado por Fitgerald y col. (2005), 

siendo el grupo aldehído y el grupo lateral del anillo benzénico responsables de su actividad 

microbiana. Debido a su naturaleza hidrofóbica, los mecanismos antimicrobianos de la 

vainillina están principalmente basados exclusivamente en su habilidad para destruir la 

membrana citoplasmática de las células microbianas a través de la interacción con los 

lípidos y las proteínas o con ambas estructuras, con la subsecuente pérdida de gradiente 

iónico e inhibición de la actividad respiratoria. Esto fue demostrado por Fitzgerald y col. 

(2004) al encontrar que suspensiones de células bacterianas de Listeria inocua y de E. coli 

O157:H7 suplementadas con vainillina presentaban sólo una pequeña parte de la población 

teñida cuando se les incorporaba un marcador de ácidos nucleicos, lo que reflejaba que la 

mayor parte de la población presentaba la membrana citoplasmática intacta y que el daño 
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causado por la vainillina era menor. Este hecho da explicación al efecto bacteriostático de la 

vainillina. 

Los análisis estadísticos no demostraron diferencias significativas (p<0.05) entre las 

CMIs a pH 7 y 6 para ninguno de los AEs estudiados durante el desarrollo de este trabajo. 

La influencia del pH tampoco se reflejó en los valores de la fase de latencia y del tiempo de 

generación de las CPI estudiadas (Tablas 6 y 7). Estudios anteriores han encontrado una 

influencia significativa del pH en la actividad antimicrobiana de algunos AEs, frente a 

determinados  microorganismos. Angienda y Gill (2012) encontraron que la CMI del clavo 

frente a E. coli O157:H7 disminuía cuando el pH del medio de crecimiento descendía a 5, 

así como también encontraron fases de latencia y tiempos mayores de generación en las 

curvas de crecimiento obtenidas a concentraciones subinhibitorias. Mahfuzul y col. (2008) 

encontraron que  el  pH 5  aumentaba  la actividad microbiana de  los aceites de canela y 

clavo frente a E. coli O157: H7. Angioma y Gill (2012) también encontraron que una 

disminución del pH entre 7 y 5,5 aumentaba la efectividad del aceite de clavo y orégano 

frente a E. coli O157:H7 y Bacillus cereus. Gutierrez y col. (2008) demostraron que pH 

cercanos a 5 influían positivamente en la actividad antimicrobiana del orégano y el tomillo 

frente a L. monocytogenes, aumentando la fase lag y la velocidad de crecimiento, sin 

embargo estas diferencias no fueron observables a pH 6 y 7, sólo a pH 5.  

 

Uno de los criterios más importantes en seleccionar  buenos candidatos para sustituir a 

los antibióticos para el control de bacterias patógenas de humanos y animales es su habilidad 

para resistir el pH y por lo tanto puedan servir como alternativas naturales a los antibióticos 

para el control de bacterias 7atógenas. Si y col. (2005) estudiaron el efecto del pH sobre los 

AEs de clavo, canela,y sobre el eugenol con el objetivo de conocer si estos antimicrobianos  

son capaces de superar el pH ácido del estómago de los cerdos. Los estudios que realizaron 

demostraron que una preincubación en un ambiente ácido (pH 2) no afectaba 

significativamente el porcentaje de inhibición obtenido posteriormente en caldo CTS a pH 7. 

Mahaboob y col. (2005) demostraron que el eugenol y el cinamaldehido podrían ser 

excelentes antimicrobianos frente a Helicobacter  pylori, ya que su efecto se incrementaba a 

pH 4 sobre pH 7. Santiesteban-Lopez y col. (2007) encontraron que los conservantes 

naturales como el thimol, carvacrol o eugenol incrementaban su actividad frente a 

variaciones de pH. Una de las explicaciones radica en que cuando el pH baja se incrementa 

la solubilidad y estabilidad de estos compuestos (Lopez-Malo y col., 1997; Juven y col., 

2001) y de una forma similar a los ácidos orgánicos, tienden a exhibir mayor actividad a 
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valores de pH cercanos al pK, debido a un incremento en la proporción no disociada, la 

forma antimicrobiana más activa, ya que son más hidrofóbicos y así pueden unirse mejor a 

la parte hidrofóbica de las proteínas y disolverse mejor en la fase lipídica ( Juven y col.,. 

1994; Del Campo y col.. 2000; Hsieh y col., 2001; Wen y col., 2003). 

 

Delakis y col. (2005) no encontraron diferencias significativas entre las CMIs de la 

vainillina pH 6 y 7 para varias cepas de L. monocytogenes, sin embargo estos mismos 

autores encontraron que la vainillina presenta mayor actividad a pH 7 que a pH 5, lo cual lo 

atribuyen a que la vainillina aunque es un aldehído,  exhibe un comportamiento acido-base a 

25 ºC (pK=7,4) y a este pH la disociación del radical hidroxilo ionizable es mayor. Según 

Juven y col. (2001) los iones hidrógeno bajan el pH del medio y actúan sobre las membranas 

celulares de los microorganismos volviéndolas permeables, conduciendo a la ruptura del 

contenido celular y resultando en la muerte de los microorganismos. En general, cuando  las 

condiciones se vuelven menos favorables y el microorganismo es más sensible (bajo pH y 

baja aw), el microorganismo muestra mayor dificultad para vencer los cambios de pH.y la 

CMI disminuye (Santiesteban-Lopez y col., 2007). 

  

         3.1.6. Concentraciones Inhibitorias Fraccionadas. Construcción de 

isobologramas. 

 

En las Figuras 35-46 se representan mediante isobologramas, las concentraciones 

ensayadas de las mezclas que fueron capaces de inhibir el crecimiento. En las  tablas 8/20 se 

observan las CFIs individuales, los CFIs de las combinaciones y el índice CFIi mezcla 

obtenido para  las combinaciones de antimicrobianos evaluadas. 

 

La interpretación del CFIi como un valor numérico es arbitraria y los umbrales que se 

utilizan para considerar que una interacción es sinérgica, antagónica o aditiva han cambiado 

debido a la necesidad de establecer interacciones que sean clínicamente significativas. Las 

primeras interpretaciones se deben a Berenbaum (1989), el cual consideró que las 

interacciones sinergísticas presentaban valores C (FIi<1, las aditivas CFIi=1 y las 

antagónicas CFIi>1 y han sido usadas en muchos artículos para describir las interacciones. 

Una aproximación más conservativa para describir las interacciones es recomendada por 

Odds (2003) y así se describen las interacciones como sinergisticas. Desafortunadamente el 

rango de no interacción es muy amplio y no permite interpretaciones aditivas. Este criterio 
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ha sido posteriormente modificado en numerosos trabajos publicados en revistas científicas 

reconocidas, incorporando un rango aditivo para mayor clarificación de los datos. Teniendo 

en cuenta estas consideraciones una reacción es sinérgica si el índice CFI<0,5, aditiva si 

CFI>0,5-1, no interactúa si FIC>1-4 (1<CFIi<4) y antagónica si CFIi>4,0 (Bell, 2005; Iten y 

col., 2009; De Oliveira y col., 2010). 

 

En este estudio la combinación de la mezclas de eugenol y cinamaldehido para L. 

monocytogenes se consideró aditiva por su valor de CFI =0, 75 (Tabla 7) y la posición de su 

correspondiente isobolograma en el cuadrante B (Figura 35). Moleyar y Narasimham (1992) 

también encontraron un efecto aditivo en mezclas de eugenol y cinamaldehido para L. 

monocytogenes. 
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Figura 35. Isobolograma de las mezclas de eugenol y cinamaldehido frente a L. 

monocytogenes Scott A en CTS.  
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Tabla 9. Concentraciones de cinamaldehido (cin) y eugenol (eu) ensayadass en 

combinación frente a L. monocytogenes Scott A, CMIs de los compuestos individuales, CFIs   

de las combinaciones e índice CIFI de la mezcla. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los índices CFISi medios de las mezclas de los AEs de hojas de canela y de clavo para 

L. monocytogenes y E. coli O157:H7 fueron de 0,87 y 0,91 respectivamente (Tablas 8 y 9) y 

sus isobologramas (Figuras 36 y 37) se posicionaron en el cuadrante B de la gráfica, por lo 

que el efecto de la mezcla se consideró aditivo al igual que las mezclas de eugenol y 

cinamaldehido. Este efecto aditivo de los AEs de hojas de canela y clavo puede explicarse 

porque la composición de ambos aceites es muy similar, con un elevado contenido en 

eugenol y bajo en cinamaldehido. El efecto antimicrobiano de la mezcla se debe en primer 

lugar a la combinación en de estos dos compuestos activos y en segundo lugar a la de los 

componentes minoritarios.  

 

El mayor índice CFIi de la mezcla de clavo y hojas de canela frente a E. coli O157:H7 

podría explicarse por el hecho de que este microorganismo es menos resistente al eugenol 

[cin]  CFIcin  [eu]  CFI eu  CFIi 

473,70  1,00  0,00  0,00  1,00 

421,06  0,89  37,90  0,09  0,98 

388,43  0,82  40,00  0,10  0,92 

355,27  0,75  44,00  0,11  0,86 

331,59  0,70  80,00  0,20  0,90 

312,64  0,66  92,00  0,23  0,89 

293,69  0,62  84,00  0,21  0,83 

213,16  0,45  160,00  0,40  0,85 

222,64  0,47  160,00  0,40  0,87 

175,27  0,37  168,00  0,42  0,79 

156,32  0,33  152,00  0,38  0,71 

123,16  0,26  224,00  0,56  0,82 

108,95  0,23  240,00  0,60  0,83 

0,00  0,00  400,00  1,00  1,00 

CMICin= 473,70  CMIEu= 555,56  CFIi= 0,75 
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que L. monocytogenes. Fu y col. (2007) encontraron un efecto aditivo entre mezclas de 

clavo y romero frente a E. coli.  
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Figura 36. Isobolograma de CFIs de las mezclas de AEs de clavo y de hojas de canela 

frente a L. monocytogenes.  
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Tabla 10. Concentraciones de los AEs de clavo y de hojas de canela ensayados en 

combinación frente a L. monocytogenes, CMIs de los compuestos individuales, CFIs de las 

combinaciones e índice CIFi de la mezcla. 
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Figura 37  Isobolograma de las mezclas de AEs de clavo y de hojas de canela frente a E. 

coli O157:H7. 

[clavo]  CFIcl  [hojas de canela]  CFIhc  CFIi 

404,95  0,89  36,00  0,09  0,98 

404,95  0,89  40,00  0,10  0,99 

373,10  0,82  40,00  0,10  0,92 

354,90  0,78  80,00  0,20  0,98 

318,50  0,70  80,00  0,20  0,90 

286,65  0,63  152,00  0,38  1,01 

254,80  0,56  152,00  0,38  0,94 

254,80  0,56  160,00  0,40  0,96 

213,85  0,47  160,00  0,40  0,87 

191,10  0,42  232,00  0,58  1,00 

150,15  0,33  256,00  0,64  0,97 

150,15  0,33  324,00  0,81  1,14 

104,65  0,23  240,00  0,60  0,83 

95,55  0,21  308,00  0,77  0,94 

0,00  0,00  400,00  1  0,99 

CMIcl= 455,00  CMIhc=500,00  CFIi=0,85 
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Tabla 11. Concentraciones de AEs de clavo y de hojas de canela ensayados en combinación 

frente a E. coli O157:H7, CMIs de los compuestos individuales, CFIs de las combinaciones 

e índice CIFi de la mezcla 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las mezclas de los AEs de corteza de canela con clavo y corteza de canela con hojas 

de canela presentaron para L. monocytogenes (0,66 y 0,70) (Tabla 12) menor CFI que la que 

presentaron las mezclas de las hojas de canela y clavo, con una concavidad de su 

isobolograma mayor (Figuras 38 y 39). Sin embargo para E. coli O157:H7 el CFImedio =1,11 

y la posición del isobolograma correspondiente en el cuadrante C calificaron a esta 

combinación como indiferente (Figura 40, Tabla 13). De estos resultados se puede inferir 

que los componentes minoritarios presentes en el aceite de corteza se comportan de manera 

diferente frente a los dos microorganismos estudiados, sinérgica frente a L. monocytogenes y  

antagónica frente a E. coli O157:H7. Esta misma conclusión se obtuvo cuando se evaluó las 

actividad antimicrobiana del AE de corteza de canela individualmente frente a estos dos 

microorganismos, obteniéndose una CMI mayor para E. coli que para L. monocytogenes. 

Resultados similares fueron encontrados por Lu y col. (2011) con mezclas de canela y clavo, 

las cuales presentaron un efecto aditivo para bacterias Gram + como B. cereus, B. subtilis, S. 

aureus y un efecto indiferente frente a bacterias Gram – como E. coli y S. typhimurium. 

Matan y col., 2006 probaron la actividad inhibitoria de mezclas de AEs de canela y clavo  

  [clavo]  CFIcl  [hojas de canela]  CFIhc  CFIi 

0,00  0,00     889,00  1,00  0,98 

    86,02  0,11     693,42  0,78  0,99 

156,40  0,22     657,86  0,74  0,92 

265,88  0,34     640,08  0,72  0,98 

304,98  0,39     551,18  0,62  0,90 

320,62  0,40     497,84  0,56  1,01 

336,26  0,43     435,61  0,49  0,94 

477,02  0,61     328,93  0,37  0,96 

508,30  0,65     302,26  0,34  0,87 

782,00  1,00        0,00  0,00  1,00 

CMIcl= 782,00  CMIhc=889,00  CFIi=0,88 
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frente a  cuatro especies de hongos, cuatro especies de levaduras  y dos especies de bacterias 

en alimentos de humedad intermedia y se expusieron a los volátiles de estos aceites bajo una 

atmósfera modificada de bajo O2 y alto CO2. Combinaciones de estos AEs fueron muy 

eficaces para lograr la inhibición de estos microorganismos. 
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Figura. 38. Isobolograma de las mezclas de AEs de clavo y de corteza de canela frente a L. 

monocytogenes 
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Tabla 12. Concentraciones de los AEs de clavo y corteza de canela ensayados en 

combinación frente a L. monocytogenes Scott A, CMIs de los compuestos individuales, CFIs 

de las combinaciones e índice CIFi de la mezcla 
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Figura 39. Isobolograma de las mezclas de AEs de corteza de canela y hojas de canela 

frente a L. monocytogenes Scott A. 

 

[clavo]  CFIcl  [corteza de canela]  CFIcc  CFIi 

455,00  1,00  0,00  0,00  1 

404,95  0,89  37,53  0,09  0,98 

373,1  0,82  41,70  0,11  0,92 

336,7  0,74  45,87  0,11  0,85 

300,3  0,66  45,87  0,11  0,77 

254,8  0,56  62,55  0,15  0,71 

254,8  0,56  50,04  0,12  0,68 

191,1  0,42  100,08  0,24  0,66 

136,5  0,3  162,63  0,39  0,69 

127,4  0,28  150,12  0,36  0,64 

0,00  0,00  417,00  1,00  1 

CMICl= 455,00  CMICC= 417,00  CFIi= 0,66 
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Tabla 12. Concentraciones de losAEs de hojas de canela y corteza de canela usados en 

combinación frente a L. monocytogenes Scott A, CMIs de los compuestos individuales, CFIs 

de las combinaciones e índice CIFi de la mezcla 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[hojas de canela]  CFIhc  [corteza de canela]  CFIcc  CFIi 

512,00  1,00  0,00  0,00  1,00 

455,68  0,89  37,53  0,09  0,98 

455,68  0,89  45,87  0,11  1,00 

419,84  0,82  45,87  0,11  0,93 

419,84  0,82  41,70  0,10  0,92 

384,00  0,75  45,87  0,11  0,86 

384,00  0,75  45,87  0,11  0,86 

337,92  0,66  45,87  0,11  0,77 

337,92  0,66  45,87  0,11  0,77 

286,72  0,56  50,04  0,12  0,68 

271,36  0,53  95,91  0,23  0,76 

189,44  0,37  175,14  0,42  0,79 

133,12  0,26  187,65  0,45  0,71 

0  0,00  417,00  1,00  1,00 

CMIhc= 512,00   CMICC= 417,00  CFIi= 0,70 
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Figura 40. Isobolograma de CFIs de las mezclas de los AEs de clavo y corteza de canela 

frente a E. coli O157:H7.  

 

Tabla 13. Concentraciones de AEs de clavo y corteza de canela usados en combinación 

frente a E. coli O157:H7, CMIs de los compuestos individuales, CFIs de las combinaciones 

e índice CIFi de la mezcla 

 

 

 

 

 

[clavo]  CFIcl  [corteza de canela]  CFIcc  CFIi 

778,00  1,00  0,00  0,00  1,00 

529,04  0,68  403,20  0,56  1,24 

482,36  0,62  367,20  0,51  1,13 

443,46  0,57  453,60  0,63  1,20 

404,56  0,52  475,20  0,66  1,18 

357,88  0,46  489,60  0,68  1,14 

311,20  0,40  511,20  0,71  1,11 

186,72  0,24  640,80  0,89  1,13 

101,14  0,13  705,60  0,98  1,11 

0,00  0,00  720,00  1,00  1,00 

CMIhc= 778,00   CMIcc= 720,00  CFIi= 1,11 
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Las combinaciones de vainillina con AEs de hojas de canela, corteza de canela y clavo 

presentaron valores de CFI para L. monocytogenes de respectivamente 0,87, 0,52 y 0,53, que 

califican a esta combinación de aditiva pero muy cerca de la sinergia (Figuras 41, 42, 43). 

Las combinaciones para E. coli O157:H7 fueron todas sinérgicas con valores de CFIi  entre 

0,42 y 0,45 (Figuras 44, 45,46). Estos resultados obtenidos en las combinaciones se 

corresponden con los resultados obtenidos en los ensayos de la CMI individuales, ya que E. 

coli O157:H7 fue también algo más sensible a la vainillina que L. monocytogenes 
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Figura 41. Isobolograma de CIFs de las mezclas de AE de clavo y de vainillina frente a L. 

monocytogenes Scott A  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                              Resultados y Discusión 

 139 

Tabla 14. Concentraciones del AE de clavo y de vainillina ensayadas en combinación frente 

a L. monocytogenes Scott A, CMIs de los compuestos individuales, CFIs de las 

combinaciones e índice CIFi de la mezcla 

 

 

 

 

 

 

 

 

[vainillina] CFIV [clavo] CFICl CFIi 

3032,00 1,00    0,00 0,00 1,00 

2698,48 0,89  40,95 0,09 0,98 

2486,24 0,82  45,50 0,10 0,92 

2274,00 0,75  50,05 0,11            0,86 

2001,12 0,66  50,05 0,11 0,77 

1697,92 0,56  54,60 0,12 0,68 

1606,96 0,53 104,65 0,23 0,76 

1364,40 0,45  59,15 0,13 0,58 

1273,44 0,42 109,20 0,24 0,66 

  970,24 0,32   63,70 0,14 0,46 

  909,60 0,30 118,30 0,26            0,56 

      0,00 0,00 455,00 1,00 1,00 

CMIv= 3.032,00  CMIcl= 455,00 CFIi= 0,53 
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Figura 42. Isobolograma de CIFs de las mezclas de AE de hojas de canela y  de vainillina 

frente a L. monocytogenes Scott A 

 

Tabla 15. Concentraciones de los AEs de hojas de canela y de vainillina usados en 

combinación frente a L. monocytogenes,  

 

[vainillina] CFIV [hojas de canela] CFIhc CFIi 

3.032,00 1,00   0,00 0,0 1,00 

   404,95 0,89 45,00 0,09 0,98 

   373,10 0,82 15,00 0,03 0,85 

   373,10 0,82 50,00 0,10 0,92 

   341,25 0,75 55,00 0,11 0,86 

   300,30 0,66 55,00 0,11 0,77 

   254,80 0,56 60,00 0,12 0,68 

   191,10 0,42 120,00 0,24 0,66 

   118,30 0,26 225,00 0,45 0,71 

     95,55 0,21 225,00 0,45 0,66 

       0,00 0,00 500,00 1,00 1,00 

CMIV= 3.032,00  CMIhc= 500,00    CFIi= 0,67 
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Figura 43. Isobolograma de las mezclas del AE de corteza de canela y vainillina frente a L. 

monocytogenes 

 

Tabla 16. Concentraciones de AEs de hojas de canela y de vainillina usados en 

combinación frente a L. monocytogenes, CMIs de los compuestos individuales, CFIs de las 

combinaciones e índice CIFi de la mezcla 

 

 

 

 

[vainillina] CFIv [corteza de canela] CFICC CFIi 

3032,00 1,00            0,00 0,00 1,00 

2698,48 0,89         37,44 0,09 0,98 

2486,24 0,82         41,60 0,10 0,92 

2274,00 0,75         45,76 0,11 0,86 

2001,12 0,66         95,68 0,23 0,89 

1697,92 0,56         45,76 0,11 0,67 

1606,96 0,53         49,92 0,12 0,65 

1364,40 0,45         95,68 0,23 0,68 

1273,44 0,42         54,08 0,13 0,55 

970,24 0,32         99,84 0,24 0,56 

909,60 0,30         58,24 0,14 0,44 

0,00 0,00       416,00 1,00 1,00 

CMIv= 3.032,00                CMIcc= 416,00 CFIi= 0,51 
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Figura.44. Isobolograma de CIFs de las mezclas de AEs de hojas de canela y de vainillina 

frente a E. coli O157:H7 

 

Tabla 17. Concentraciones del AE de hojas de canela y de vainillina ensayadas en 

combinación frente a E. coli O157:H7, CMIs de los compuestos individuales, CFIs de las 

combinaciones e índice CIFi de la mezcla 

 

 

 

[vainillina]  CFIV    [corteza de canela] CFICC CFIi 

2843,00 1,00   0,00 0,00 1,00 

2530,27 0,89 86,02 0,11 1,00 

2331,26 0,82 86,02 0,11 0,93 

1904,81 0,67 86,02 0,11 0,78 

1592,08 0,56          86,02 0,11 0,67 

1194,06 0,42       109,48 0,14 0,56 

  796,04 0,28                  93,84 0,12 0,40 

     0,00 0,00       782,00 1,00 0,56 

CMIV = 2843,00     CMICC = 782,00  CFIi= 0,48 
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Figura 45. Isobolograma de CIFs de las mezclas del AE de clavo y de vainillina frente a E. 

coli O157:H7. 

 

Tabla 18. Concentraciones de AE de clavo y de vainillina ensayados en combinación frente 

a E. coli O157:H7, CMIs de los compuestos individuales, CFIs de las combinaciones e 

índice CIFI de la mezcla. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[vainillina] CFIv [clavo] CFIcl CFIi 

2843,00 1,00 0,00 0,00 1 

2530,27 0,89 80,01 0,09 0,98 

2331,26 0,82 88,90 0,10 0,92 

2132,25 0,75 97,79 0,11 0,86 

1762,66 0,62 97,79 0,11 0,73 

1592,08 0,56 106,68 0,12 0,68 

1279,35 0,45 115,57 0,13 0,58 

796,04 0,28 106,68 0,12 0,40 

    0,00 0,00 889,00 1,00 1 

CMIv = 2843,00   CMIcl = 889,00 CFIi= 0,49 
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Figura 46. Isobolograma de las mezclas del AE de corteza de canela y de vainillina frente a 

E. coli O157:H7. 

 

Tabla 19. Concentraciones de vainillina y de AE de corteza de canela ensayadas en 

combinación frente a E. coli O157:H7, CMIs de los compuestos individuales, CFIs de las 

combinaciones e índice CIFI de la mezcla. 

 

 

 

[vainillina] CFIV [hojas de canela] CFIhc CFIi 

2843,00 1,00     0,00 0,00 1,00 

2530,27 0,89   80,01 0,09 0,98 

2331,26 0,82   88,90 0,10 0,92 

2132,25 0,67   97,79 0,11 0,86 

1762,66 0,56   97,79 0,11 0,73 

1592,08 0,42 106,68 0,12 0,68 

1279,35 0,28 115,57 0,13 0,58 

796,04 0,00 106,68 0,12 0,40 

    0,00 0,00 889,00 1,00 1,00 

CMIv=2843,00       CMIhc=889,00 CFIi=0,49 
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3.1.6  Discusión 

 

Los mecanismos de la interacción que producen sinergismo incluyen inhibición 

secuencial de un camino bioquímico común, inhibición de distintos enzimas protectores, 

combinación con agentes activos en la pared celular que permiten la entrada de otros 

antimicrobianos (Santiesteban-Lopez y col., 2007). Los mecanismos que producen 

antagonismo son menos conocidos aunque incluyen combinaciones de agentes 

bacteriostáticos y bactericidas, uso de compuestos que actúan sobre el mismo sitio diana de 

los microorganismos e interacciones químicas entre compuestos. También es preciso 

considerar  la variabilidad de las posibles interacciones  que pueden ocurrir  dentro de todo 

el conjunto de compuestos activos presentes  no solamente dentro de un AE sino en varias 

combinaciones. Aún más, los principales mecanismos de acción pueden ser potenciados por 

otros menos efectivos y viceversa. 

 

Aunque todos estos mecanismos han sido propuestos, estudios que lo confirmen estos 

mecanismos son escasos. En general el modo de acción es raramente demostrado, y 

generalmente queda como recomendación para estudios posteriores, por lo que es 

importante que se siga investigando en esta área, siempre considerando que es muy 

compleja.  

 

Una de las principales causas por la que las combinaciones entre dos compuestos 

potencian su actividad antimicrobiana en las mezclas se debe a que presentan sitios de 

acción diferentes en la célula microbiana. Así por ejemplo el efecto antimicrobiano del 

eugenol y cinamaldehido se potencia en las mezclas porque el eugenol actúa principalmente 

a nivel de membrana y el cinamaldehido inhibe los enzimas relacionados con la obtención 

de energía. Por este mismo motivo las mezclas de AEs de clavo y hojas de de canela  con el 

AE de corteza de canela resultan más  efectivas que las mezclas de AE de clavo y AE de 

hojas de canela. Se ha señalado también como una causa de este efecto sinérgico que los dos 

antimicrobianos interaccionesn con distintos enzimas o proteinas (Pei y col., 2009). El 

mayor efecto antimicrobiano de las mezclas en relación a los compuestos individuales se 

explica también por la presencia de compuestos antimicrobianos minoritarios, que juntos 

pueden potenciar o complementar su efecto. En general, cuando las plantas poseen una 

composición similar, su combinación presenta efecto aditivo, más que  sinérgico, porque 
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presentan sitios similares de acción (Gill y col., 2002; Mourey y Canillac, 2002). De igual 

forma la combinación de compuestos aromáticos que contienen diferentes estructuras 

químicas puede mejorar su efecto antimicrobiano, al atacar al mismo tiempo diferentes sitios 

diana en la célula bacteriana. 

 

La combinación exitosa entre la vainillina y los AEs de clavo y canela también 

representa un ejemplo de que las combinaciones de diferentes especies de plantas potencian 

su actividad. Desde la antigüedad se han utilizado combinaciones de plantas para tratar las 

enfermedades. En el mercado existen actualmente disponibles fitomedicinas que se venden 

como combinaciones, por ejemplo Gingko biloba con Equinacea. Se cree que las 

interacciones sinergísticas son responsables de su eficacia terapéutica. Un estudio hecho en 

Cuba sobre 170 combinaciones de plantas que se usan para uso medicinal encontró que 60 

presentaron efecto sinérgico (Cano y col., 2004). En la bibliografía se describen 

combinaciones aditivas de Thymus vulgaris con Pimpinela anisum, plantas típicas en la 

medicina iraquí, combinaciones sinérgicas del árbol del te, (Melaleuca alternifolia) y 

Lavanda (Lavandla angustifolia) (Casella y col., 2002). Al-Bayati (2008) encontró que la 

combinación de tomillo (Thymus vulgaris) y anis (Pimpinela anisum) mostraron una 

actividad inhibitoria frente a bacterias patogénicas y que esta asociación potenciaba el efecto 

individual de cada planta. Este sinergismo se puso especialmente de manifiesto frente a 

Pseudomonas aureginosa, un patógeno especialmente resistente a muchos AEs, extractos 

metabólicos y  a ciertas drogas antimicrobianas  

 

Varios estudios han demostrado también que las mismas combinaciones pueden  

producir resultados diferentes para diferentes microorganismos, así por ejemplo Schektz y 

col. (2006) demostraron que β-pineno con 1,8-cineol presentaban una reacción sinérgica 

(∑CFI=0,4) frente a Candida Albicans pero antagónica (CFI=9,8) frente a Staphylococcus 

aureus. Lopez y col. (2005) demostraron que las combinaciones de canela y clavo en fase de 

vapor resultaban tener un efecto sinérgico para L. monocytogenes y aditivo para E. coli. 

Estudios realizados por Yen y Chang. (2008) sobre combinaciones entre cinamaldehido con 

catequinas o con eugenol ensayados frente a diferentes hongos destructivos de la madera 

presentaron efecto, sinérgico o antagónico dependiendo de la especie de hongo. Probst. y 

col.  (2011) encontraron que combinaciones de canela y clavo presentaron efecto antagónico 

frente a S. aureus, pero sinérgico frente a E. coli O157:H7. Delakis y col. (2001), también 

encontraron efectos aditivos, sinérgicos o antagónicos al combinar fracciones individuales 
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de eucalipto, cilantro y coriandro frente a distintos microorganismos. Mezclas de aceites 

esenciales de artemisa y salvia se han evaluado in vitro y se les ha encontrado un efecto 

sinérgico para las bacterias Gram + y aditivo o antagónico para algunas bacterias Gram –

Vuuren (2007). 

 

Los artículos científicos que documentan como ocurre la interacción de los 

compuestos a nivel molecular, enfocan predominantemente los resultados sobre los 

constituyentes de los AEs y muy pocos se enfocan sobre la estructura de las combinaciones 

que contribuyen al efecto antimicrobiano de los AEs. En general para cualquier tipo de 

extracto vegetal o AE de una determinada especie el número de componentes puede variar 

entre 25 y 173 compuestos, por lo que no es sorprendente que estos compuestos puedan 

interaccionar para favorecer o reducir los efectos farmacológicos. Inclusive hay estudios que 

cuestionan que la actividad antimicrobiana se debe principalmente a uno o varios  

compuestos mayoritarios y que en realidad pueda deberse a la acción sinérgica entre las 

moléculas de una misma planta (Bakkali y col., 2008). Al examinar la composición de un 

AE es muy difícil por su complejidad predecir cual será su efectividad, no sólo porque se 

deben considerar los componentes mayoritarios y minoritarios, sino porque se necesita 

también conocer la estereoquímica de los compuestos. Mientras que se sabe que la actividad 

biológica está influenciada por la configuración enantiometrica, la actividad total de 

diferentes enantiometros puede ser afectada adicionalmente por la interacción con otros 

compuestos. La importancia de la estereoquímica de los compuestos ha sido demostrada en 

varios estudios (Viijoen y col., 2006; Hemaiswarya y col., 2009).  

 

 Las interacciones aditivas que se encontraron en este trabajo entre el AE de hojas de 

canela y el AE de  corteza de canela representan un ejemplo de que las interacciones pueden 

también ocurrir entre grupos de moléculas de distintas fracciones de la planta. Para muchas 

especies hay una fuerte distinción en la composición química entre los órganos superiores e 

inferiores de una planta. Si por ejemplo las raíces y las hojas se combinan, entonces el 

número de compuestos activos puede incrementarse y posiblemente haya mayor oportunidad 

para las interacciones sinérgicas. Otros estudios han demostrado que los distintos 

compuestos fenólicos encontrados en una misma planta cuando se combinan presentan 

actividades antimicrobianas mucho más altas. Hay numerosos informes de combinaciones 

de diferentes partes de las plantas tales como hojas y raíces que se usan en terapias 

medicinales. Van Vuuren y Viljoen. (2011) encontraron que la combinación de raíces y 
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hojas de Croton gratissimus presentaba un efecto sinérgico con un CFIi =0,4, lo cual valida 

el uso tradicional de estas combinaciones de diferentes partes de la planta como medicina 

alternativa. Chung y col. (2007) encontraron que el AE de ajo y el alcohol allilico, ambos 

derivados de Allium sativum, cuando se combinaban y se ensayaron versus Candida utilis 

obtenían CFIi  entre 0,40-0,42.  

 

Por último es necesario apuntar que las plantas aromáticas poseen componentes 

químicos volátiles, los cuales tienen mayor actividad que los componentes no volátiles 

cuando se estudian por separado. Sin embargo la interacción de ambos componentes 

favorece la actividad antimicrobiana. Es decir, la coexistencia de constituyentes volátiles y 

no volátiles favorece la eficacia antimicrobiana y posiblemente las interacciones sinérgicas  

pueden ser un resultado  de la mejorada solubilidad y bioactividad de los principios activos 

menos volátiles favorecidos por la presencia de los volátiles. 

 

3.2 Actividad  de los antimicrobianos en leche pasteurizada. 

 

3.2.1  Efecto de la temperatura de almacenamiento  

 

3.2.1.1 Concentración Mínima Inhibitoria, Concentración Parcialmente Inhibitoria, 

Concentración Mínima Bactericida y Concentración Parcialmente Bactericida 

en leche almacenada a 35 ºC 

 

3.2.1.1.1 Listeria monocytogenes 

 

Las curvas de crecimiento de L. monocytogenes Scott A después de 24 h de 

incubación a 35 ºC en leche semidescremada suplementada con diferentes concentraciones 

de AEs se muestran en la Figura 47. Las CPIs, CMIs y CPBs obtenidas se muestran en la 

Tabla 20. El aceite de corteza de canela exhibió la actividad antimicrobiana más alta, así 

1.000 ppm (CMI) fueron suficientes para inhibir el crecimiento microbiano. 

Concentraciones de 250 y 500 ppm de AE de corteza se consideraron CPBs, permitiendo 

sólo un incremento de la población final de L.monocytogenes de aproximadamente sólo 1 y 

2 ciclos logarítmicos (p<0,05). Concentraciones de 2.000 ppm fueron Parcialmente 

bactericidas (CPB) reduciendo la población microbiana inicial en dos ciclos logarítmicos y 

3.000 ppm tuvieron un efecto bactericida (CMB) (Figura 47a).  
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Los AEs de hojas de canela y clavo presentaron una CMI de 4.500 ppm y 4.000 ppm 

respectivamente. Concentraciones de 2.000, 2.500, 3.000 y 4.000 ppm fueron CPIs para el 

AE de hojas de canela (Figura 47 b) y concentraciones de 1.500, 2.000, 2.500, 3.000 y 3.500 

ppm fueron CPIs para AE de clavo (Figura 47c).  

 

Concentraciones de 4000 ppm de vainillina fueron inhibitorias (CMI) y 

concentraciones de 1.500, 2.500, 3.000, 3.500 y 4.000 ppm fueron CPIs (Figura 47 d).Todas 

las concentraciones ensayadas presentaron una población final significativamente diferente 

de la población final del control positivo sin antimicrobiano (p<0,05). 
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 Figura 47. Comportamiento de L. monocytogenes en leche semidescremada almacenada a 

35 ºC suplementada con los antimicrobianos: a) AE de corteza de canela, b) AE de hojas de 

canela, c) AE de clavo y d) vainillina     

 

3.2.1.1.2 Echerichia coli O167:H7 

 

Las curvas de crecimiento de E. coli 0157:H7 después de 24 h de incubación a 35 ºC 

en leche semidescremada suplementada con diferentes concentraciones de AE de corteza de 
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canela y vainillina se muestran en la Figura 48. Las CPIs, CMIs y CPBs obtenidas se 

muestran en la Tabla 21. Concentraciones de 1.000 ppm de AE de corteza de canela (CMI) 

inhibieron el crecimiento microbiano, 500 ppm fueron Parcialmente inhibitorias (CPI) y  

1.500 y 2.000 ppm fueron Parcialmente bactericidas (CPB) reduciendo la población 

bacteriana inicial en dos y tres ciclos logarítmicos respectivamente (p<0,05). 

Concentraciones de 125, 250 ppm y 500 ppm de AE de corteza de canela se consideraron 

CPIs, comparados con el control positivo sin antimicrobiano (p>0,05) (Figura 48a). Cuando 

la leche se incubó a 35 ºC durante 24 horas con vainilla, 3.000 ppm de vainillina fueron 

inhibitorias para E. coli O157:H7 y 2.500 ppm, 2.000 ppm y 1.500 ppm fueron CPIs, 

permitiendo  un incremento de la población microbiana inicial solamente 1/2, 1 y 2 ciclos 

logarítmicos (Figura 48b). 
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Figura 48. Comportamiento de E. coli O157:H7 en leche semidescremada almacenada a 35 

ºC suplementada con los antimicrobianos: a) AE corteza de canela, b) vainillina  

 

3.2.1.2 Concentración Mínima Inhibitoria, Concentración Parcialmente Inhibitoria, 

Concentración Mínima Bactericida y Concentración Parcialmente Bactericida 

en  leche almacenada a 7 ºC 

 

3.2.1.2.1 Listeria monocytogenes 

 

     Las curvas de crecimiento de L. monocytogenes obtenidas en leche semidescremada  con 

los AEs de corteza de canela, hojas de canela, clavo y vainillina después de 14 días de 

incubación a 7 ºC se observan en la Figura 49. Los CPIs, CMIs, CPBs y CMB obtenidas 

para los mismos antimicrobianos se muestran en la Tabla 20. La actividad antilisterial más 

alta fue exhibida por el AE de corteza de canela y así 500 ppm fueron suficientes para 

inhibir el crecimiento microbiano comparados con los 3.000 ppm necesarios de hojas de 

canela o de clavo para conseguir el mismo efecto Concentraciones de 1.000 y 2.000 ppm de 

AE de corteza de canela tuvieron un efecto Parcialmente bactericida (CPB), reduciendo la 

población bacteriana inicial a los 14 días de 0,5 a 1 ciclo logaritmo respectivamente (Figura 

50 a). Una concentración de 250 ppm de AE de corteza de canela se consideró un CPI, 

reduciendo la población final de L. monocytogenes 1 ciclo logarítmico comparado con el 

control positivo sin AE (p<0,05) (Figura 49a). Los AEs de hojas de canela y clavo a 4.000 

ppm exhibieron un efecto Parcialmente bactericida (CPB), disminuyendo la población 

inoculada 1 ciclo logarítmico después de 14 días de incubación (p<0.05). Concentraciones 

de 500, 1.000, 1.500 y 2.000 ppm  para ambos aceites tuvieron un efecto Parcialmente 
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inhibitorio sobre el crecimiento de L. monocytogenes comparados con el control positivo 

(p<0,05) y estas concentraciones se consideraron CPIs (Figuras 49b y 49c). Concentraciones 

de 2.500 ppm de vainillina fueron suficientes para inhibir el crecimiento de L. 

monocytogenes mientras que concentraciones de 2.000 ppm y 1.500 ppm serían 

consideradas CPIs. Concentraciones de 3.000, 3.500 y 4.000 ppm fueron consideradas 

inhibitorias pero no mostraron ningún efecto bacteriostático (Figura 49 d). 
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Figura 49. Comportamiento de L. monocytogenes en leche semidescremada 

almacenada a 7 ºC suplementada con los  antimicrobianos: a) AE de corteza de canela, b) 

AE de hojas de canela, c) AE de  clavo y d) AE de vainillina     

 

3.2.1.2.2 Echerichia coli O157:H7 

 

Las curvas de crecimiento de E. coli O157:H7 obtenidas en leche semidescremada  

adicionada con los AEs de corteza de canela, hojas de canela, clavo y vainillina después de 

14 días de incubación a 7 ºC se observan en la Figura 50. Los CPIs, CMIs, CPBs y CMBs 

obtenidas para los mismos antimicrobianos se muestran en la tablas 20. La actividad 

antimicrobiana más alta fue exhibida por el AE de corteza de canela y así 250 ppm fueron 

suficientes para inhibir el crecimiento  microbiano comparados con los 1500 ppm necesarios 

de hojas de canela o de clavo  para conseguir el mismo efecto .Concentraciones de 500, 

1000 y 1500 ppm de aceite de corteza de canela tuvieron un efecto Parcialmente bactericida 

(CPB), reduciendo la población bacteriana inicial 3 ciclos logarítmicos a los 4, 6  y 14 días 
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respectivamente (p<0,05) (Figura 50a). Concentraciones de 1500 ppm  de aceites de clavo y 

de hojas de canela fueron suficientes para inhibir el crecimiento de E. coli Concentraciones 

de 3000 y 2000 ppm  de aceites esenciales de hojas de canela y clavo exhibieron un efecto 

Parcialmente bactericida (CPB), disminuyendo  la población inoculada 3 ciclos logarítmicos 

después de 2 y 8 días de incubación  (Figura 50 b y c). Concentraciones de 500 y 1.000 ppm 

para ambos aceites tuvieron un efecto Parcialmente inhibitorio sobre el crecimiento de E. 

coli O157:H7 comparados con el control positivo (p<0,05), y estas concentraciones se 

consideraron CPIs.. Para la vainillina concentraciones de 1.000 ppm fueron inhibitorias, 500 

ppm fueron Parcialmente inhibitorias (CPI), mientras que 1.500 ppm, 2.000 ppm y 3.000 

ppm sería considerada CPBs, logrando disminuciones en la población inoculada 

inicialmente en 1, 1 ½ y 2 ciclos respectivamente. 
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Figura 50. Comportamiento de E. coli O157:H7 en leche semidescremada almacenada a 7 

ºC suplementada con los antimicrobianos: a) AE de corteza de canela, b) AE de  hojas de 

canela, c) AE de clavo y d) vainillina. 
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Tabla 20. Concentraciones Parcialmentees Inhibitorias (CPIs), Concentraciones 

Mínimas Inhibitorias (CMI), Concentraciones Parcialmentees Bactericidas (CPBs) y 

Concentraciones Mínimas Inhibitorias (CMB) de vainillina y de los AEs de corteza de 

canela, hojas de canela y clavo frente a L. monocytogenes en leche semidescremada 

incubada a 7 ºC y 35 ºC 

  

Antimicrobiano             7 ºC/14  days                               35 ºC/24 h 

CPI          

(ppm) 

CMI 

(ppm)       

CPB 

(ppm) 

CMB 

(ppm) 

CPI 

(ppm) 

CI 

(ppm) 

CB 

(ppm) 

CMB 

(ppm) 

AE de hojas de 

canela  

 2000 

 1500 
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3000 

 

 

 

4000 

 

10500 3500 
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4000 

      

 ND - 

    

10.500 

   500 
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 1500 

 1000 

    500 

3000 4000 11000 4000 

3500 

3000 
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2000 

4500 ND- 10.000 

AE de corteza  

de canela  

   250   500 1000 

2000 

3000 500 

250 

100 10 

200 

300 

vanillina       1500   

  2000 

  3000 

2500  - 20000 150 

200 

250 

300 

350 

400  

       

ND- 200 
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Tabla 21. Concentraciones Parcialmentees inhibitorias (CPIs), Concentraciones Mínimas 

Inhibitorias (CMI), Concentraciones Parcialmentees Bactericidas (CPBs) y Concentraciones 

Mínimas Inhibitorias (CMB) de hojas de canela, corteza de canela, clavo y vainillina frente 

a E. coli O157:H7 en leche semidescremada incubada a 7 ºC y 35 ºC. 

 

    

Antimicrobiano 

            7 ºC/ 14 días                        35 ºC/ 24 h 

CPI          

(ppm) 

CMI 

(ppm)       

CPB 

(ppm) 

CMB 

(ppm) 

CPI 

(ppm) 

       CMI 

       (ppm) 

       CPB 

     (ppm) 

CMB 

(ppm) 

AE de clavo    500 

1.000 

1.500 2.000 

3.000 

6.000  NR          NR         NR 6.000 

 

AE de hojas 

de canela 

  500 

1.000  

1.500   2.000 

  3.000 

6.000             NR         NR        NR 6.000 

AE de corteza  

de canela  

ND            250    500 

1.000 

1500 

3.000          1.500 

         2.000 

  

       1.000      2.000 

 

3.000 

vanillina        500 

1.000 

1.500 

 1.000 1.500 

2.000 

3.000 

11.000         3.500 

        2.500 

        2.000 

        1.500 

      4.000        ND 11.000 

NR.No realizado  

ND.No detectado 

 

Las CMB de la vainillin y de los AES  corteza de canela, hojas de canela,  clavo y 

vainillina frente a L. monocytogenes y E. coli O 157:H7 en leche almacenada a 7 y 35 ºC se 

muestran en las  tablas 19 y 20 respectivamente. 

 

Concentraciones de 3.000 ppm de corteza de canela, 10.500 ppm de hojas de canela y 

11.000 ppm de aceite de clavo fueron suficientes para matar el 99,9 % de la población 

inoculada de L. monocytogenes a 35 ºC después de 24 horas y a 7 ºC después de 14 días. Los 

mismos resultados se consiguieron para E. coli O157:H7 con concentraciones de 6000 ppm 

de AE de hojas de canela, 6000 ppm de AEde clavo y con 3000 ppm de AE de corteza 

de canela. La. La CMB de la vainilla fue de 11.000 ppm para E. coli O157:H7 y de 20.000 

ppm para L. monocytogenes Scott A. 
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3.2.2 Efecto de la concentración de grasa de la leche. 

 

El efecto de la grasa de la leche sobre la actividad de los antimicrobianos se evaluó 

graficando las curvas de crecimiento obtenidas en leche descremada y leche entera versus 

las concentraciones inhibitorias de los AEs ensayadas para L. monocytogenes y E. coli 

O157:H7 (Figuras 51-54). Se encontraron diferencias significativas (p<0,05)  entre la leche 

entera y la leche descremada para todos los antimicrobianos evaluados y para ambos 

microorganismos. En la Figura 51a se observa que en leche entera concentraciones de 500 

ppm de aceite de corteza de canela inhibieron el crecimiento de L. monocytogenes  durante 

14 días comparada con la población inicial y sin embargo tuvo un leve efecto bactericida en 

leche semidescremada, produciendo una disminución de aproximadamente un ciclo 

logarítmico (p<0,05). Concentraciones de 1.000 ppm fueron Parcialmentemente bactericidas 

(CPB) en ambos tipos de leche y produjeron una reducción de la población de 1 ciclo 

logarítmico en leche entera y tres ciclos logarítmicos en leche descremada. Para E. coli  

O157:H7 (Figura 51b) 500 ppm redujeron la población inicial en tres ciclos logarítmicos a 

los 7 días de almacenamiento en leche descremada y el mismo efecto se produjo en leche 

entera a los 2 días. Sin embargo, 250 ppm fueron inhibitorios en leche entera y 

Parcialmentemente bactericidas en leche semidescremada, con una reducción de 

aproximadamente 1 ciclo logarítmico a los 14 días de almacenamiento. 

 

 

 En la Figura 52a se puede observar que  concentraciones de 2000 ppm de AE de hojas 

de canela disminuyeron la población bacteriana de L. monocytogenes en un ciclo 

logarítmico con respecto al control positivo en  la leche entera (CPI) y  sin embargo tuvieron 

un efecto Parcialmentemente  bactericida en la leche semidescremada, reduciendo la 

población inicial en dos ciclos logarítmicos (p<0,05). Concentraciones de 3000 ppm del 

mismo AE disminuyeron el crecimiento bacteriano en 1,5 ciclos logarítmicos con respecto 

al control positivo en leche entera (CPI) pero tuvieron un efecto Parcialmentemente 

bactericida en leche descremada (CPB), reduciendo la población inicial en 3 ciclos 

logarítmicos (p<0,05). Para E. coli O 157:H7 (Figura 52b) concentraciones de 2.000, 1.500 

y 1.000 ppm fueron CPB y redujeron la población bacteriana en 3 y 2 ciclos logarítmicos 

respectivamente. Sin embargo en leche entera concentraciones de 2000 ppm fueron 

inhibitorias (CMI) y 1500 y 1000 ppm fueron Parcialmentemente  inhibitorias (CPI).   
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Resultados similares se obtuvieron para el AE de clavo frente a ambos 

microorganismos (Figura 53 a y b).  

La Figura 54 muestra las curvas de crecimiento para L. monocytogenes y E. coli 

O157:H7 obtenidas en la leche descremada y leche entera con diferentes concentraciones de 

vainillina. Para L. monocytogenes (Figura 54a), una concentración de 2.000 ppm fue 

inhibitoria en leche descremada  (CMI) y Parcialmente Inhibitoria (CPI) en leche entera. 

Concentraciones de 1.250 ppm fueron Parcialmente  inhibitorias para ambos tipos de leche, 

aunque la inhibición fue significativamente mayor en leche semidescremada que en leche 

entera (p<0,05). Para E. coli O157:H7 (Figura 55b), una concentración de 500 ppm  fue 

inhibitoria  en leche descremada y Parcialmentemente Inhibitoria (CPI) en leche entera  

(p<0,05). La concentración de 1.000 ppm fue inhibitoria en leche descremada y entera. 

Diferencias significativas (p<0,05) entre leche entera y descremada  se encontraron también  

para  ambas cepas microbianas usando las mismas concentraciones de vainillina. Para E. 

coli O157:H7, una concentración de 500 ppm fue inhibitoria en leche descremada (CMI)  y 

Parcialmente inhibitoria en leche entera. La concentración de 1.000 ppm fue inhibitoria en 

leche entera y descremada (p<0,05). 

 a)a)a)a)

DíasDíasDíasDías0 2 4 6 8 10 12 14 16

Log UFC/mlLog UFC/mlLog UFC/mlLog UFC/ml
0

1

2

3

4

5

6

7

8

control leche descrem ada 

control leche entera

500 ppm  leche descrem ada

500 ppm   leche entera

500 ppm  leche descrem ada

500 ppm  leche entera

 



Resultados y Discusión 

 162

                                                                 b)b)b)b)
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Figura. 51. Comportamiento en leche entera y descremada suplementada con AE de corteza 

de canela almacenada a 7 ºC de a) L. monocytogenes Scott A  y b) E. coli O157:H7   
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b )b )b )b )
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Figura 52. Comportamiento en leche entera y semidescremada suplementada con AE de 

hojas de canela almacenada a 7 ºC  a) L. monocytogenes Scott A y b) E. coli O157:H7   
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 Figura. 53. Comportamiento en leche entera y semidescremada suplementada con AE de 

clavo almacenada a 7 ºC  a) L. monocytogenes Scott A y b) E. coli O157:H7   
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                                         a )a )a )a )
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Figura 54. Comportamiento en leche entera y semidescremada suplementada con vainillina 

almacenada a 7 ºC  a) L. monocytogenes Scott A y b) E. coli O157:H7. 
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3.2.3 Efecto de las combinaciones de antimicrobianos en leche semidescremada a 7 ºC. 

 

La Figura 55 presenta las curvas de crecimiento de L monocytogenes obtenidas  en 

leche semidescremada suplementada con mezclas de AEs de corteza de canela, clavo y 

vainillina almacenada a 7 ºC. Combinaciones de [1/4 CMI de corteza de canela con 1/4 de 

clavo] lograron inhibir el crecimiento microbiano y combinaciones de 1 y 1/2 CMI de AE 

corteza de canela con 1 y 1/2CMI de AE de clavo] fueron CPB originando disminuciones en 

la población bacteriana de 1 y dos ciclos logarítmicos respectivamente (Figura 55a). 

Combinaciones de [ ½ CMI  de AE clavo con ½ de vainillina] y [½ CMI de AE de hojas de 

canela con ½ de vainillina] inhibieron el crecimiento de  L. monocytogenes durante 14 días 

de incubación, combinaciones de [ 1/4 CMI  de AE clavo con 1/4 de vainillina] y [1/4 CMI 

de Ae de hojas de canela con 1/4 de vainillina] fueron CPI con aumentos de la población 

bacteriana de aproximadamente 2 ciclos logarítmicos con respecto a la población inicial  y 

combinaciones de [1CMI de AE de clavo con 1CMI de vainillina] y [1 CMI de AE de hojas 

de canela con 1 CMI de vainillina] fueron CPB con disminuciones de la población  de 

aproximadamente 1 ciclo logarítmico (Figura 55 b y c). Combinaciones de [¼ de AE de 

hojas de canela con ¼ de vainillina] inhibieron el crecimiento de L. monocytogenes durante 

7 días de almacenamiento pero no durante 14 días. Combinaciones de [½ CMI  de AE de 

hojas de canela y ½ de vainillina] y [1CMI de AE de hojas de canela y 1CMI de vainillina] 

consiguieron un efecto Parcialmente bactericida, reduciendo la población bacteriana 1 ciclo 

logarítmico y 2 ciclos logarítmicos (Figura 55 d). 
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Figura 55. Curvas de crecimiento de L. monocytogenes Scott A en leche semidescremada 

almacenada a 7 ºC con las combinaciones de a)AE de corteza de canela y de clavo, b) AE de 

hojas de canela y vainillina, c) AE de corteza de canela y vainillina y d)AE de clavo y 

vainillina  
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La Figura 56 presenta las curvas de crecimiento de E. coli O157:H7 obtenidas en leche 

semidescremada suplementada con mezclas de AEs de corteza de canela, hojas de canela, 

clavo y vainillina almacenada a 7 ºC. El crecimiento de E. coli O157:H7 fue inhibido 

durante 14 días de almacenamiento con combinaciones de [1/2 CMI de AE de corteza de 

canela y 1/2CMI de AE de clavo] y mezclas de [1 CMI de AE de corteza  de canela y 1 CMI 

de AE de clavo] resultaron Parcialmente bactericidas, disminuyendo la población inicial en 

2 ciclos logarítmicos respectivamente (Figura 56 a).  

 

 Combinaciones de [¼ CMI de AE de clavo y ¼ de la CMI de vainillina] y 

combinaciones de [¼ de AE de hojas de canela con ¼ de vainillina] fueron CPI y 

disminuyeron la población final de E. coli O157:H7 un ciclo logarítmico en relación al 

control. Combinaciones de [1CMI de hojas de canela o 1CMI de clavo con 1CMI de 

vainillina] tuvieron un efecto bactericida sobre E. coli O157:H7, reduciendo la población 

aproximadamente 1 ciclo logarítmico (Figura 57 b y c). Todas las combinaciones  ensayadas 

de AEs de corteza de canela con vainillina tuvieron efecto bactericida reduciendo la 

población de E. coli O157:H7 entre 0,5 y 1 ciclo logarítmico (Figura 57d).  
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Figura. 56. Curvas de crecimiento de E. coli O157:H7 en leche semidescremada a 7 ºC con 

las combinaciones de a) corteza de canela y de clavo, b) de canela y vainillina, c) clavo y 

vainillina hojas  d) hojas de canela y vainillina. 

 

 

3.2.4  Discusión  

 

La vainillina y los aceites esenciales de corteza de canela, clavo y hojas de canela 

mostraron acción antimicrobiana frente a L. monocytogenes y E. coli O157:H7 en leche 

pasteurizada almacenada a 7 y 35 ºC. Esta acción antimicrobiana fue  dependiente de la 

composición y concentración de los antimicrobianos, la cantidad de grasa de la leche, del 

tiempo y temperatura de exposición y del microorganismo diana. 

 

Las CMIs de los compuestos antimicrobianos ensayados fueron para L. 

monocytogenes y  para E. coli, entre 2,5 y 4 veces mayores  en leche que en CTS para el AE 

de corteza de canela, 1,4 y 1,3 mayores para la vainillina y 9 y 10 veces para los AEs de 

canela y clavo. Otros autores han encontrado resultados similares, asi por ejemplo Karatzas 

y col., 2001 (citado por Burt 2004) encontraron que la proporción entre la acitividad de los 

aceites in vitro  y en leche descremada es aproximadamente el doble en leche que en CTS, 

Gutierrez y col., 2009, encontraron que la actividad del oregano y del tomillo era 

aproximadamente 5 y 15 veces mayor en leche que en caldos similares al TSB. Sin embargo 

la actividad antimicrobiana también se ha demostrado que puede disminuir en algunos 

alimentos, así Gutierrez y col., 2009 encontraron que la actividad antimicrobiana del 

orégano y el tomillo disminuía en sistemas modelo de hojas de lechuga y extracto de carne. 

Stecchini y col., 1993 y Van y col., 1998 (citados por Burt, 2004) también econtraron  que 

Aeromonas Hidrofila  presentaba una resistencia similar a los Eos in vitro que en carne de 

cerdo o lechuga. 

 

En general se requiere una mayor concentración de aceite  esencial  en alimentos para 

conseguir el mismo efecto antimicrobiano que en caldo de cultivo. Son varios factores que 

determinan la proporción, entre ellos el contenido de nutrientes de los alimentos que permita 

a los microorganismos reparar el daño más rápidamente que en caldo (Gill y col., 2002). La 

matriz y los componentes de los alimentos constituyen otra de las causas a las que se le 
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atribuye la menor efectividad de los AEs en los alimentos, ya que estos pueden representar 

un obstáculo para que el microorganismo se ponga en contacto con el antimicrobiano. 

 

El AE de corteza de canela mostró la mayor actividad antimicrobiana, mientras que  

concentraciones más altas de AE de clavo y hojas de canela fueron necesarias para inhibir 

completamente el crecimiento de ambos microorganismos en leche pasteurizada 

semidescremada. Esta elevada actividad antimicrobiana también ha sido corroborada por 

otros autores, que inclusive han demostrado su efectividad en películas comestibles de 

chitosa o o en envases activos (Becerril y col., 2007; Raybaudi-Massilia y col., 2008; Ojagh 

y col., 2012). Resultados similares se encontraron cuando se ensayaron los compuestos 

antimicrobianos en caldo CTS. 

 

Las CMIs encontradas en este estudio para todos los aceites de canela y clavo frente a 

L. monocytogenes  y E. coli O157:H7 fueron similares a las registradas por Shah y col., 

(2012) y Shah y col. (2013) al ensayar eugenol o thimol (4.500 ppm) encapsulado en leche 

semidescremada con un 2% de grasa. Estos resultados son comprensibles debido a que el 

eugenol es el principal componente de los AEs de canela y clavo y el timol es un compuesto 

fenólico de estructura similar. Gutierrez y col., (2009) estudiaron el efecto antimicrobiano 

del orégano y el tomillo en un sistema alimentario simulando leche y encontraron que los 

CMIs de estos AEs fueron aproximadamente de 1.000 ppm y .000 ppm, resultados también 

muy similares a los encontrados en este trabajo. Según estos autores, la composición similar 

en compuestos fenólicos de estos aceites esenciales es responsable de la similar actividad. 

 

 Cuando se ensayaron temperaturas de almacenamiento de 7 ºC, E. coli O157:H7  fue 

más sensible a todos  los antimicrobianos que L. monocytogenes, lo cual se atribuye a que la  

temperatura de 7 ºC se encuentra en el límite de crecimiento de este microorganismo. 

Cuando se ensayaron temperaturas de 35 ºC, E. coli mostró menor resistencia que L. 

monocytogenes a la vainillina y una  resistencia similar  frente a la del AE corteza de canela. 

Moon y col. (2006), en estudios realizados con vainillina y zumo de manzana tambien 

encontraron una resistencia menor de E. coli O 157:H7 frente a L. monocytognes   

 

Las propiedades intrínsecas del alimento (grasa /proteínas/aw/antioxidante/ 

conservantes / pH / sal ) afectan las propiedades antimicrobianas de los AEs, pero también 

las propiedades extrínsecas (temperatura, envasado al vacío/ gas/ composición de la 
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atmósfera/características del microorganismo) afectan la resistencia bacteriana. Los 

principales factores que afectan la actividad antimicrobiana de los AEs en la leche 

semidescremada son el pH, la aw (actividad de agua,) y el contenido de grasa y  proteínas. 

Los carbohidratos en los alimentos no parecen tener ninguna influencia en proteger a las 

bacterias (Burt, 2004; Gutierrez y col., 2009). 

 

La actividad antimicrobiana de los AEs es generalmente más baja  en alimentos con 

un pH neutro, como la leche, que en alimentos ácidos. Las CMIs encontradas en este estudio  

para todos los AEs de canela y clavo frente a L. monocytogenes fueron más bajas (3000 

ppm-500 ppm) que las CMIs encontradas por otros autores  en quesos, salchichas  o pollo, 

las cuales estuvieron en el rango de 5.000 a 2.0000 ppm (Holley y Patel, 2005; Menon  y 

Garg, 2003; Mytle y col., 2001; Smith-Palmer y col., 2001; Singh y col., 2003). Asimismo 

las CMI y las CMB del AE de clavo para L. monocytogenes en leche semidescremada 

obtenidas en este estudio  fueron más altas (10.500 a 11.000 ppm) que  las encontradas para 

este mismo microorganismo en  productos ácidos como purés y bebidas de frutas. Liang y 

col. (2003) encontraron que 2000 ppm de polvo de clavo redujeron una población  inoculada 

de L. monocytogenes en 5,8 ciclos logarítmicos en sidra de manzana y Raybaudi-Massilia y 

col. (2008) encontraron que 2.000 y 8.000 ppm de AE de clavo eran bactericidas frente a 

Listeria inocua en zumo de pera y de melón, respectivamente. Yuste y Fung (2002) 

encontraron que 1000 ppm  de AE de hojas de  canela en zumo de manzana pasteurizado 

reducían  una población de L. monocytogenes de 10
4
  UFC/ml a niveles indetectables en una 

hora de almacenamiento a 5 ó 20ºC. Ceylan y col. (2004) también encontraron que 

concentraciones de 1.000 ppm, aceite de hojas de canela eran bactericidas frente a E. coli 

O157:H7 en zumo de manzana.  Muthuswamy y col. (2008) encontraron que 2000 ppm de 

hojas de canela inhibían el crecimiento de E. coli O157:H7 en rodajas de manzanas cortadas. 

 

Moon y col. (2006) encontraron que concentraciones de  40 mmol de vainillina 

ejercieron un efecto letal sobre poblaciones de L. monocytogenes y E. coli O157:H7 de 10
5
 

UFC/ml) en zumo de manzana a a temperaturas de 4ºC y 15ºC. Corte y col. (2004) y Char y 

col. (2010) encontraron que concentraciones de vainillina de 3.000 ppm disminuían  los 

recuentos de L. inocua entre 4 y 5 ciclos logarítmicos después de 4-8 horas de incubación a 

30ºC en zumo de manzana. La vainillina ha sido usada como antimicrobiano en películas, 

con concentraciones inhibitorias de 2.500 ppm para E. coli (Rakchoy y col., 2009). 

Tipparaju y col. (2004) encontraron que la presencia de  vainillina en yogurt redujo una 
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población de 10
7
 UFC/ml de L. monocytogenes en 5 ciclos logarítmicos durante 31 días a 

8ºC, mientras que en una bebida de soja de pH neutro, la vainillina no fue capaz de  inhibir 

el crecimiento de L. monocytogenes.  Penney y col. (2004) encontraron que la presencia de  

2.000 ppm de vainillina resultaba en la eliminación de la carga inicial microbiana (levaduras 

y células bacterianas) en yogures de frutas durante un periodo de almacenamiento de 3 

semanas a 4ºC. Fizgerald y col. (2004a)  y Moon y col. (2006) encontraron también que la 

vainillina es más antimicrobiana en zumo de manzana con bajo pH. Lopez-Malo y col. 

(1998) encontraron un efecto sinérgico entre la vainillina y el pH sobre el crecimiento de 

mohos. Matamoros-Leon y col. (1999) encontraron que con una ligera reducción en el pH  

aumentaba el poder antimicrobiano de una mezcla de vainillina y sorbato de potasio  y se 

podía  inhibir el crecimiento de Penicillium digitatum, Penicillium glabrum y Penicillium 

italicum durante un mes. En los productos lácteos se ha encontrado que la vainillina puede 

oxidarse a di-vainillina en presencia de la peroxidasa por eso es importante determinar la 

actividad de la vainillina que permanece cuando se añade a la leche antes del tratamiento 

térmico y la relación vainillina/ácido vainillinico en el producto final (Anklan y col., 1997). 

 

La explicación de la alta actividad antibacteriana en la leche está basada en  la  alta 

hidrofobicidad que presentan los AEs a bajo pH y que les permite disolverse fácilmente 

entre los lípidos de la membrana de la bacteria diana (Mejlholm y Daalgard, 2002, citado 

por Burt, 2004.). De acuerdo a la teoría de los obstáculos de Leistner (Leitsner, 2000) la  

mayor energía que las bacterias gastan en mantener su mecanismo homeostático en 

condiciones ácidas también influye en su menor resistencia a los agentes antimicrobianos. 

Sin embargo un alto valor de aw  aumentaría la actividad antimicrobiana de los AEs debido a 

que un alto nivel de agua disponible facilitaría el movimiento de los agentes antibacterianos 

al sitio diana en la célula bacteriana. Por último las proteínas y la  grasa  presentes en los 

alimentos se unen a los compuestos activos de los antimicrobianos, modificando su 

capacidad bactericida.  Pol y col. (2001) encontraron que las proteínas de la leche son 

factores limitantes en el crecimiento de los microorganismos. El contenido en proteína 

disminuyó también la acción antibacteriana del AE de clavo sobre Salmonella enteritidis en 

queso bajo en grasa (Smith-Palmer y col., 2001). Algunos estudios realizados con vainillina 

han demostrado que las proteínas interaccionan con los grupos activos de las moléculas de 

vainillina y reducen su actividad (Li y col., 2000; Chobpattana y col., 2002). Sin embargo 

otros investigaciones han demostrado que las proteínas tienen  alta capacidad para unirse a 
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los AEs por sus áreas hidrofóbicas y esta propiedad les facilitaría su disolución en el medio 

(Gutierrez y col., 2009; Baranauskien y col., 2006). 

.  

El contenido graso de los alimentos también afecta la actividad antimicrobiana, 

Canillac y Mourrey (2004) encontraron que  el añadir la grasa a la leche reducía la actividad 

antilisterial de Picea elisea. Smith y Palmer (2001) observaron que  los AEs de clavo y 

canela eran menos efectivos en quesos con alto contenido en grasa que en quesos con menor 

contenido graso frente a L. monocytogenes. Otros autores también han encontrado que la 

grasa impide la actividad antimicrobiana (Sigh y col., 2003; Gutierrez y col., 2008; Bhavini 

y col., 2013), confirmando los resultados obtenidos en este trabajo donde se observa que la 

actividad antimicrobiana de los compuestos naturales ensayados (AEs de clavo, hojas de 

canela, hojas de canela y vainillina) disminuye con el incremento de grasa de la leche. Se ha 

sugerido que la grasa en los alimentos forma una película protectora alrededor de las células 

bacteriana, protegiéndolas  de los compuestos antimicrobianos y que los componentes en los 

AEs podrían migrar a la fase grasa del alimento, dejando la fase acuosa y permitiendo a las 

bacterias desarrollarse libremente sin antimicrobiano (Mejlholm y Daalgaard, 2002). Se ha 

demostrado que células de E. coli O157:H7 creciendo en presencia de concentraciones 

subletales de compuestos fenólicos incrementan el nivel de saturación de los lípidos de la 

membrana  y la suplementación en el medio de crecimiento con ácidos grasos saturados o 

lecitina (la cual contiene ácidos grasos libres) reducen el efecto inhibitorio de los fenoles, 

porque se incorporan a la membrana de célula microbiana y le ofrecen algún grado de 

proteccion (Burt y Reinders, 2003). Investigaciones sobre las características de crecimiento 

de L. monocytogenes y Yersinia enterocolítica en emulsiones aceite en agua han demostrado 

que dependiendo del tamaño de la emulsión, las bacterias pueden crecer en forma de 

colonias formando biofilms y si las gotas de la emulsión  son del apropiado tamaño es 

posible que  las bacterias creciendo dentro de la colonia estén protegidas  de la acción del 

antimicrobiano (Burt, 2004). 

 

La actividad antimicrobiana de los tres AEs ensayados y de la vainillina estuvo 

también influenciada por la temperatura de incubación, siendo las temperaturas más bajas 

las más efectivas en potenciar dicha actividad. Smith y Palmer (1998) encontraron un efecto 

similar de las temperaturas de incubación sobre la actividad antimicrobiana de los AEs de 

canela y clavo sobre L. monocytogenes en CTS. Gutierrez y col. (2009), también 

encontraron que las bajas temperaturas favorecían la actividad inhibitoria de los AEs de 
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orégano y tomillo sobre L. monocytogenes. Fitgerald y col. (2004) encontraron que las 

concentraciones de vainillina entre 10-20 mM, que inhibían el crecimiento de Candida  

parapsilosis  y Sacharomyces cerevisiae en dos diferentes tipos de bebidas, se reducían a 1 y 

5 mM cuando la temperatura  de incubación se reducía a 8ºC  (Fitgerald y col., 2004b). Los 

mecanismos de acción de los AEs de canela y clavo y de la vainillina se basan  

principalmente en el daño  que causan a la  membrana celular. El incremento de la actividad 

antimicrobiana de los AEs a bajas temperaturas podría explicarse debido a  que la 

composición en fosfolípidos de la membrana citoplasmática de las células creciendo a 7 ºC 

tienen un mayor grado de insaturación que las células creciendo a 35 ºC para mantener la 

fluidez y función a bajas temperaturas y esto permitiría a los AEs  disolverse más fácilmente 

dentro de la bicapa lipídica.   

 

 Este efecto de la bajas temperaturas fue más evidente en E. coli O157:H7, así por 

ejemplo el AE  de corteza de canela en leche almacenada a 35 ºC presentó la misma CMI 

para L. monocytogenes que para E. coli O157:H7. Sin embargo, a 7 ºC la CMI necesaria 

para inhibir el crecimiento de E. coli fue mucho menor que la necesaria para inhibir a L. 

monocytogenes. Resultados similares se obtuvieron para la vainillina en leche 

semidescremada, ya que este compuesto fue bacteriostático en vez de bactericida para 

ambos microorganismos cuando la temperatura de almacenamiento fue de 35 ºC, y ninguna 

de las curvas presentó CPB. Sin embargo a temperaturas de 7 ºC, se encontraron CPBs, con 

reducciones de la población de 1, 1/2 y 2 ciclos logarítmicos en la población de E. coli 

O157:H7. Este mayor efecto antimicrobiano obtenido frente a  E. coli O157:H7 a 7 ºC se 

atribuye a que las bajas temperaturas son un factor más limitante para el crecimiento de E. 

coli O157:H7 que para L. monocytogenes, ya que la mínima temperatura de crecimiento 

para este microorganismo es de 7 ºC (Park y col., 2009). 

 

Los resultados de las combinaciones de los antimicrobianos en leche fueron muy 

similares a los obtenidos en caldo CTS. Para L. monocytogenes las combinaciones de 

corteza de canela y clavo fueron las más efectivas y presentaron un claro efecto sinérgico 

puesto que las combinaciones que lograron la inhibición fueron ¼ CMI corteza de canela y 

¼ CMI de AE de  clavo., logrando reducciones de más de 1log cuando se ensaygaron 1//2 

CMI AE de corteza de canela y ½ CMI de AE de clavo.  Las combinaciónes de  vainillina 

con AE de corteza de canela también presentaron un efecto sinérgico pero solamente 

durante los primeros días de incubación. Las combinaciones de vainillina con hojas de 
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canela y con clavo, presentaron un efecto aditivo, ya que la inhibición de L. monocytogenes 

se obtuvo con concentraciones ½ CMI de ambos. Para E. coli O 157:H7,  las combinaciones 

de vainillina con AEs de hojas de canela y clavo también resultaron aditivas y las 

combinaciones más efectivas fueron las de vainillina con corteza de canela  con  

disminuciones en la población bacteriana inicial de ½ ciclo logarítmico  con concentraciones 

¼ de sus  CMI respectivas. Estos resultados se corelacionan muy bien con los resultados 

encontrados en los ensayos de combinaciones realizados in vitro y  se corresponden con la 

idea de que las combinaciones de diferentes AEs, pertenecientes a especies diferentes,  o de 

la misma especie con estructuras distintas como son la canela y la vainilla  tienden a mostrar 

efecto sinérgico, mientras que AEs con composición y estructura similar como las hojas de 

canela y el clavo presentan efecto sinérgico. Existen pocos estudios realizados sobre el 

efecto de las combinaciones de AEs en los alimentos y se recomienda ampliamente seguir  

investigando en esta área, donde se presentan grandes oportunidades para el uso de los AEs  

como conservantes naturales en los alimentos. Ceylan y col. (2004) encontraron que para E. 

coli O157:H7  las combinaciones 3.000 ppm de canela con 0.1 de benzoato de sodio en 

zumo de manzana presentaban un efecto sinérgico y eran capaces de disminuir una 

población de 5 ciclos logarítmicos en 11 días de almacenamiento a  8ºC.  

 

El impacto sensorial de estos aceites esenciales en la leche podria ser una 

impedimento para su empleo en este tipo de bebidas, sin embargo las concentraciones que 

resultaron inhibitorias en este trabajo se encuentran dentro del rango habitualmente 

empleado en la industria alimentaría, 1.000 ppm para la canela (Badei y col., 2002) o  los 

150 ppm-4.000 ppm para la vainillina (Hocking, 1997). Teniendo en cuenta el efecto 

positivo de las bajas temperaturas y de la disminución del contido graso en la leche  para  

reducir las concentraciones efectivas de los antimicrobianos así como que todas las 

combinaciones presentaron un efecto sinérgico y aditivo, el impacto sensorial podría 

disminuirse muy por debajo de las CMI respectivas. También es interesante considerar que 

el periodo de vida útil de la leche pasteurizada es aproximadamene de 7-10 días, por lo que 

algunas CPIs serían efectivas en controlar la población de L. monocytogenes y E. coli O 

157:H7 durante este tiempo.    
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3.3 Efecto del tratamiento térmico sobre L. monocytogenes en leche semidescremada 

suplementada con vainillina. 

 

3.3.1 Modelización de curvas de supervivencia. 

 

La Figura 57 muestra las curvas de destrucción térmica de L. monocytogenes en leche 

tratada térmicamente (55-62ºC) sin ningún aditivo (control) y con 900, 1.400 y 1.00 ppm  de 

vainillina. Casi todas las curvas de supervivencia exhibieron una curva convexa, con un 

hombro precediendo una tasa de muerte acelerada sin efecto cola, a todas las temperaturas 

ensayadas y a cualquier concentración de vainillina. Los dos modelos (Weibull y “the 

shouldher+log-linear”) ajustaron correctamente las curvas y mostraron coeficientes de 

correlación (R
2
) en el rango de 0,86-0,99. Los parámetros obtenidos al ajustar las curvas por 

el modelo “the shoulder+log-linear” demuestran que la presencia de vainillina incrementa la 

tasa de mortalidad (kmax) y reduce el periodo de latencia (SI) en el proceso de inactivación 

térmica de L. monocytogenes a cualquier temperatura ensayada (Tabla 22). Este efecto 

depende de la cantidad de vainillina presente en el medio de calentamiento. Los valores de 

kmax fueron más bajos en la leche sola que en las suplementadas con vainillina a cualquier 

temperatura ensayada, pero el efecto fue más pronunciado a las temperaturas más bajas (55 

ºC-58 ºC). A las temperaturas más altas (60-62 ºC) sólo se encontraron diferencias 

significativas entre las kmax cuando se ensayaron las concentraciones de vainillina más altas, 

probablemente porque el tratamiento por calor por si mismo ya es letal. La vainillina 

también redujo la longitud del hombro de L. monocytogenes en la leche, pero este efecto fue 

más variable. Char y col. (2009) observaron que la vainillina aceleraba la cinética de 

inactivación de L. monocytogenes en el zumo de naranja, disminuyendo el tiempo de 

procesamiento requerido para alcanzar la inactivación a la temperatura de calentamiento. 

Char y col. (2010) obtuvieron similares resultados sobre L. inocua usando citral o citral más 

vainillina en combinación con el tratamiento térmico en zumo de naranja. La 

termorresistencia de la cepa  fue más alta que la obtenida por Farber (1998), pero similar a la 

obtenida por Szlachta y col. (2010) para la misma cepa en leche en polvo reconstituida con 

un porcentaje de sólidos de 27 %. Estos autores atribuyen el incremento en  la 

termoresistencia al alto contenido de sales del producto y no a la cantidad de caseinato, 

grasa o lactosa. Por otro lado la diversidad en la resistencia térmica entre cepas de L. 

monocytogenes es habitual (Edelson-Mammel y col., 2005) y así se han descrito 

subpoblaciones termorresistentes en cultivos de L. monocytogenes. Karatzas y Bennik 
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(2002) y Karatzas y col. (2003) mostraron que una subpoblación de cepas de L. 

monocytogenes Scott A, con una mutación en la ctsR (class III heat-shock regulator), era  

mas termorresistente  que la cepa salvaje. 
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Figura 57. Ajuste del modelo Weibull a los datos de destrucción térmica de L. 

monocytogenes en leche semidescremada suplementada con vainillina. Los valores  

experimentales corresponden a los puntos  y los ajustados a las  líneas. a) 55 ºC, b) 58 ºC, c) 

60 ºC y d) 62 ºC vainillina: ■ 0 ppm, □ 900 ppm, ● 1.400 ppm, ○ 1.800 ppm. 
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Tabla 22. “Parámetros del módelo “Shoulder_log-linear”  y del modelo Weibull para las 

curvas de destrucción térmica de L. monocytogenes en leche semidescremada suplementada 

con vainillina y sometida a diferentes temperaturas de calentamiento- 

 

 

Los valores para las diferentes constantes fueron calculadas automáticamente por GInaFIT (Geeraerd y col., 

2000).Los datos se expresan como media ±SD. 

Diferentes letras en la misma fila denotan diferencias significativas entre los datos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T (ºC) [Van.] 

(ppm) 

kmax SI R2        δ             p       R2 

55 

0 0.118
a
± 0.001 14.609

a
+ 2.882 0.984+0.002 29.89

a 
±4.161 1.26

a
± 0.137 0.984± 0.005 

900 0.137
b
 ± 0.006 13.068

a
+ 0.908 0.988+0.002 28.08

a 
±1.202 1.32

a
± 0.031 0.990± 0.001 

1400 0.136
b
 ± 0.002 8.434

b
 + 2.000 0.983+0.008 21.52

b 
±2.506 1.11

b
± 0.074 0.987± 0.019 

1800 0.146
c
 ± 0.004  6.978

b
 + 0.002 0.994 0.150 19.37

b 
±0.850 1.10

b
± 0.068 0.992± 0.001 

58 

0 0.395
a
 ± 0.032 5.536

a
+ 20.001    0.987+0.280 10.43

a
±0.856 1.39

a
± 0.113 0.988±0.004 

900 0.517
b,c

 ± 0.038 4.433
a
 + 0.006    0.988+1.561 7.45

a  
±0.589 1.29

a
± 0.056 0.980±0.009 

1400 0.570
c
 ± 0.018 2.703

a,b
+ 0.686    0.973+0.015 5.58

b,c
±0.590 1.15

a^b
±0.073 0.971±0.019 

1800 0.562
c
 ± 0.004 3.416

b
 + 0.166 0.976+0.002 6.05

c  
±0.192 1.22

b
± 0.043 0.971±0.004 

60 

0 0.987
a
 + 0.061 0.842

a
  + 0.550    0.991+0.001 3.89

a   
±0.589 1.32

a
±0.172 0.967±0.004 

900 0.992
a
 + 0.051 0.264

b
  + 0.458    0.972+0.003 2.53

a   
±1.332 1.06

a
±0.458         0.967±0.004 

1400 1.186
b
 + 0.064 0.233

b
  + 0,061    0.976+0.015 1.79

a^b
±0.358 1.01

a
±0.103      0.976±0.015 

1800 1.341
b 
+ 0.116 0.441

b
  + 0,193 0.976+0.015 1.81

b  
±0.215 1.02

a
±0.051 0.974±0.015 

62 

0 1.551
a
 + 0.025 0.654

a
 +0.3851    0.867+0.207 1.87

a
±0.171 1.10

a    
±0.089 0.971±0.207 

900 1.593
a
 + 0.090 0.381

a
 +0.2879 0.974+0.011 1.63

a^b
±0.097 1.05

a^b
±0.287 0.989±0.010   

1400 1.677
a
 + 0.058 0.509

a
+ 0.3178    0.975+0.011 1.44

b
±0.310 1.01

a^b
±0.010        0.914±0.010                

1800 1.955
b
 + 0.007 0.113

a
+ 0.0827    0.978+0.004 1.21

b
±0.007 0.97

b    
±0.082        0.959±0.011 
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Los valores z observados fueron 6,13, 6,48, 6,30 y 6,12ºC, cuyos valores R
2
 fueron 0,992, 

0,984, 0,965 y 0,973 para la leche sola y leche con 900 ppm, 1.400 ppm y 1.800 ppm de 

vainillina respectivamente. No se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los 

valores z de las células tratadas térmicamente a las concentraciones de vainillina 

investigadas. Los valores z reflejan la sensibilidad de un organismo a los cambios de 

temperatura, así en el rango de temperaturas ensayado, el efecto de la vainillina en la leche 

sobre la reducción de la termoresistencia de L. monocytogenes Scott A fue constante y no se 

vió afectada por la concentración de vainillina. Knight y Mac (2007) obtuvieron efectos 

similares sobre los valores D y z de E. coli O157:H7 en sidra de manzana suplementada con 

AEs de canela y clavo. 
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Figura 58. Sensibilidad de L. monocytogenes a los cambios de temperatura en leche 

semidescremada con vainillina. Cada punto representa la media de tres réplicas ± desviación 

estándar. 

 

Los criterios microbiológicos para L. monocytogenes en leche en la Unión Europea 

exigen ausencia del patógeno en 25g. Tomando en consideración que los recuentos más 

altos que se pueden esperar en una leche contaminada son 10
2
 ufc/ml (Waak y col., 2002), 

una reducción de 4 ciclos logaritmos es suficiente para garantizar destrucción total del 

patógeno. El tiempo requerido para obtener una reducción de 4 ciclos logarítmicos para cada 

una de las condiciones ensayadas en este estudio se obtuvo directamente al ajustar el modelo 

“the shouldher+log-linear”). De acuerdo a estos datos una pasteurización hipotética de 

62,8ºC por 30 minutos para los productos sería suficiente para eliminar los microorganismos 

con un amplio margen de seguridad y una pasteurización HTST  (72,7 ºC por 15 segundos) 

conseguiría una reducción mucho mayor. El incremento de la temperatura de calentamiento 

en sistemas con vainillina  redujo el tiempo para alcanzar una reducción de 4 ciclos 

logarítmicos en la población de 93 minutos a 55ºC a 4,8 min a 62ºC. La adicción de 

vainillina a la leche tratada térmicamente entre 55 y 62ºC redujo la resistencia de L. 

monocytogenes, así el tiempo necesario para conseguir la reducción de 4 ciclos logarítmicos 

se redujo significativamente en la mayoría de los tratamientos (p<0,05). Este efecto 

dependió considerablemente de la cantidad de vainillina añadida, pero fue aproximadamente 

similar a todas las temperaturas ensayadas. Una reducción media del 25% en el tiempo 

necesario para lograr una reducción de cuatro ciclos logarítmicos se obtuvo cuando 1400 
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ppm de vainillina se añadieron a la leche. Char y col. (2009) observaron que las 

concentraciones de vainillina producían una disminución en el tiempo requerido para 

alcanzar reducciones de 5 ciclos logarítmicos a 57 ºC en las poblaciones de L. inocua  

inoculadas en zumo de naranja. Estos autores encontraron que 500 ppm de vainillina 

reducían este tiempo de 6,2 min (zumo de naranja sin vainillina) a 4 min, mientras que la 

adicción de 1.100 ppm de vainillina incrementaba la disminución de la población, 

requiriéndose solamente 2 minutos para conseguir los mismos niveles de reducción a las 

mismas temperaturas de calentamiento.  

 

Char y col. (2010) también encontraron que la combinación de citral o citral más 

vainillina con suave tratamiento térmico  producía el mismo efecto. El fuerte impacto de  las 

combinaciones de vainillina con las temperaturas de calentamiento sobre la 

termorresistencia de Listeria spp. encontrada por estos investigadores puede atribuirse a 

numerosos factores, entre ellos, el efecto protector que la grasa y la  proteína de la leche 

puede tener sobre las células y que disminuye el efecto antimicrobiano de la vainillina (Burt, 

2004). El pH acídico del zumo de naranja en contraste con el pH neutro de la leche puede 

también afectar la termorresistencia de las células bacterianas. Los valores de pH de la leche 

medidos con y sin vainillina añadida antes y después de cada tratamiento térmico oscilaron 

entre 6.9 ± 0.04 y 6.6 ± 0.03. Buchanan y col. (1993) demostraron que a pHs menores o 

iguales a 5,5, la tasa de inactivación de L. monocytogenes fue linearmente dependiente del 

pH. Hassani y col. (2005) encontraron que los tiempos para reducir cinco ciclos logarítmicos 

de L. monocytogenes eran mayores en medios con pH 7,4 y 5,5 que en medios con pH 4. 

Aunque la vainillina es un aldehído, exhibe un comportamiento ácido-base con un pK de 7,4 

a 25ºC y su actividad antilisterial tiende a exhibir mayores actividades a pH cerca del pK, 

debido a un incremento en la proporción de la parte no disociada (Delakis y col., 2005). La 

termorresistencia podría también verse afectada por las diferentes cepas, por la edad del 

cultivo y por las condiciones de crecimiento. 

 

3.3.1.1 Distribución de frecuencias. 

 

En este trabajo el efecto de los tratamientos combinados  fue también analizado bajo 

otro modelo diferente: distribución de resistencias de Weibull. Este modelo considera que la 

población microbiana no es igualmente resistente al tratamiento propuesto y cada célula no 

es destruida al mismo tiempo durante el procesamiento. Como resultado la curva de 
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supervivencia es un resultado acumulativo de una distribución temporal de suceso letal 

donde cada organismo individual se activa a un tiempo específico, generando un espectro de 

resistencias al calor. La tabla 22 representa los parámetros δ y p obtenidos de ajustar la 

distribución Weibull a las curvas de supervivencia y el correspondiente ajuste de 

correlación. Los parámetros Weibull δ y p variaron de acuerdo a la severidad de las 

condiciones de estres y los valores obtenidos de R
2
 fueron altos (entre 0,914% y 0,992%). 

Las curvas de supervivencia correspondientes a una combinación de temperatura moderada 

de calentamiento (55-58ºC) y vainillina presentaron valores p>1, siendo el grado de 

concavidad de la curva de supervivencia en general más bajo con concentraciones más altas 

de vainillina. Este hecho podría indicar que la sensibilidad de los supervivientes podría 

incrementarse como un resultado de la acumulación de daño (Peleg y Pechina, 2000).  

 

La destrucción térmica de L. monocytogenes en la leche tratada térmicamente con 

vainillinaa temperaturas de entre 60-62ºC generó curvas casi lineares con valores p valoress 

~1. Char y col. (2009) y Maisnier –Patin y col. (1995) observaron que cuando la temperatura 

de calentamiento incrementaba de 50 a 60ºC, la muerte de la célula microbiana se aceleraba  

generando curvas de supervivencia sin o con una muy escasa cola u hombro. Char y col. 

(2010) también encontraron que la adición de 900 ppm de vainillina y 25 ppm de citral en el 

zumo de naranja calentado a 52ºC producía curvas de supervivencia con p>1, sin embargo, 

concentraciones de 1100 ppm a 59ºC producían curvas de supervivencia con p<1, con una 

forma de la curva de supervivencia con concavidad hacia abajo. El parámetro p, o parámetro 

de escala, en general disminuye cuando el nivel de vainillina y/o la temperatura de 

calentamiento incrementan. Los parámetros δ y p se usaron para representar  la distribución 

de frecuencias de las resistencias o sensibilidades de la población microbiana.  

 

La distribución de frecuencias se presenta en la Figura 60 y muestra claramente la 

reducción en la extensión y el incremento en el valor de la frecuencia cuando la 

concentración de la vainillina y la temperatura de calentamiento incrementan, indicando que 

la mayor parte de la población tiene la misma resistencia a un tiempo específico bajo 

condiciones más severas. La distribución de las resistencias a temperaturas entre 55-58ºC 

presentó una distribución de los datos más extensa, lo que indicaría que los miembros de la 

población se inactivarían a diferentes tiempos, dejando una mayor proporción de 

microorganismos resistentes, lo cual se confirmó por una distribución con una ancha cola. 

Incrementos en las temperaturas de calentamiento de 60 hasta 62ºC produjeron una 
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disminución en la extensión de la distribución de la frecuencia con picos más altos, 

indicando que la mayor parte de la población se destruía en un tiempo muy corto, mientras 

que una proporción menor con resistencia más alta permanencia viable. La distribución fue 

más sesgada hacia la derecha. La adición de vainillina a cualquier temperatura produjo 

distribuciones más estrechas, efecto que fue más evidente a temperaturas más bajas y mayor 

cuando la concentración de la vainillina incrementó. Este efecto indica que la mayoría de la 

población se destruyó en tiempos más cortos, dejando detrás una fracción de sobrevivientes 

más alta. El efecto de las diferentes temperaturas de calentamiento a las concentraciones 

seleccionadas de vainillina se pueden observar en la Figura 59. El calentamiento de la leche 

con 1.800 ppm de vainillina a temperaturas más bajas (57 -59ºC) afectó las células mas 

sensibles pero dejó una larga cola de resistentes. El incremento de temperatura de 60 a 61ºC 

redujo el tiempo de exposición necesario para inactivar L. monocytogenes y solamente 5 

minutos fueron suficientes para su inactivación. 
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Figura 59. Distribución de resistencias correspondientes a las curvas de destrucción 

de L. monocytogenes en leche suplementada con diferentes concentraciones de vainillina y 

térmicamente tratadas, ajustadas con la función de la distribución acumulativa de Weibull. 

a): 55ºC, b) 58ºC, c) 60ºC y d) 62ºC. 

 

El mecanismos antimicrobiano de la vainillina se basa en su habilidad para destruir la 

membrana plasmática de las células microbianas  a través de una interacción con los lípidos 

y proteínas  o con ambas estructuras, con la subsecuente pérdida  de gradiente iónico e 

inhibición de la actividad respiratoria (Fitzgerald y col., 2004). El tratamiento térmico  

produce en las células bacterianas daño en las membranas celulares, ribosomas, ácidos 

nucleicos y proteínas. Así, el tratamiento térmico aumentaría el daño producido 

incrementaría la efectividad de la vainillina.  

 

En general, el uso de vainillina en combinación con un ligero tratamiento térmico 

favorece claramente los beneficios del uso  de un solo factor. Por otro lado, la vainillina no 

solo disminuye la severidad del tratamiento requerido para un procesamiento térmico sino 
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que también produce un efecto a largo plazo previniendo el crecimiento microbiano de 

cualquier célula que haber sobrevivido al tratamiento térmico y crecer durante el 

almacenamiento en refrigeración 
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4 CONCLUSIONES  

 

• La modelización del área fraccionada bajo la curva basada en los datos de 

absorbancia obtenidos permitió exitosamente establecer los perfiles inhbitorios de 

los siguientes  antimicrobianos vegetales: eugenol, cinamaldehido, vainillina, AE 

de corteza de canela, AE de clavo y AE de hojas de canela. 

 

• El antimicrobiano  con mayor actividad inhibitoria (CMI) antimicrobiana frente a 

L. monocytogenes Scott A fue AE de corteza de canela seguido por AE de clavo, 

elcinamaldehido, AE de hojas de canela, eugenol y vainillina. 

 

• El antimicrobiano con mayor actividad inhibitoria (CMI) frente a E. coli O 157:H7  

fue cinamaldehido, seguido por AE de corteza de canela, eugenol, AE de clavo, 

AE de hojas de canela y vainillina.  

 

• Los AEs de hojas de canela y clavo presentaron una actividad antimicrobiana 

similar, atribuible a su parecido contenido en eugenol. La difernte actividad 

antimicrobiana del AE de corteza de canela se atribuye a su alto porcentaje de 

cinamaldehido. 

 

• Resultados similares a la CMI se encontraron para los valores de CNI frente a los 

dos microorganismos, aunque no necesariamente los niveles más bajos de CMI 

correspondieron siempre a niveles más bajos de CNI- 

 

• El antimicrobiano con mayor actividad bactericída (CMB) frente a L. 

monocytogenes Scott A fue el AE de clavo, seguido por el AE de  canela y el 

eugenol, el AE de corteza de canela, el cinamaldehido y la vainillina. 

 

• El antimicrobiano con mayor actividad bactericída (CMB) frente a E. coli O 

157:H7  fue el eugenol, seguido por el AE de clavo, el AE de hojas de canela, el 

cinamaldehído y el AE de corteza de canela. 
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• Los valores de CMI (Concentración Mínima Inhibitoria), CNI (Concentración No  

Inhibitoria) se usaron para estimar el gado de resistencia y sensibilidad de L. 

monocytogenes Scott A y E. coli O157:H7 a los antimicrobianos ensayados. 

Ambos microoganismos mostraron una resistencia y sensibilidad similar para el 

cinamaldehido y la vainillina. Para ambos antimicrobianos la actividad 

antimicrobiana fue más inhibitoria que bactericida. Sin embargo para los AEs de 

corteza de canela, clavo y hojas de canela E. coli O157:H7 fue mas resistente y 

menos sensible que L. monocytogenes Scott A. Este comportamiento puede 

atribuirse a que los componentes minoritarios de dichos aceites se comportan de 

modo diferente frente a ambos microorganismos. 

   

• Los valores CNI obtenidos para cada antimicrobiano permitieron determinar las 

concentraciones ligeramente mayores o CPIs que pueden retrasar el crecimiento 

microbiano y reducir la máxima densidad de población al nivel deseado o 

conveniente en el alimento. Este efecto es muy destacable para reducir el impacto 

sensorial de los AES en alimentos, alargar su vida útil, y mejorar su inocuidad. 

 

• Los antimicrobianos con mayor actividad bactericida (CMB) frente a L. 

monocytogenes fueron el eugenol, los AEs de clavo y de hojas de canela, seguidos 

por el AE de corteza de canela y el cinamaldehido y la vainillina. 

 

• Los antimicrobianos con mayor actividad bactericida (CMB) frente a E. coli O 

157:H7 fueron en orden decreciente el eugenol y el AE de clavo, AE de hojas de 

canela, cinamaldehido, AE de corteza de canela y vainillina.  

 

• Los componentes minoritarios presentes en los AES de corteza de canela, hojas de 

canela y clavo desempeñan una actividad antimicrobiana importante e influencian 

la actividad final del AE. Los resultados sugieron que el efecto fue  sinérgico frente 

a L. monocytogenes al  potenciar la actividad del eugenol, componente mayoritario 

del AE de hojas de canela y clavo, y del cinamaldehido, componente mayoritario 

del AE de corteza de canela. Al contrario, los componentes minoritarios de los AEs 

de canela y clavo y de corteza de canela parecen ejercer un efecto antagónico 

frente a E. coli O157:H7 y disminuyen  la actividad antimicrobiana del eugenol, 
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componente mayoritario del AE de hojas de canela y clavo y del cinamaldehído, 

componente mayoritario del AE de corteza de canela.  

  

•  Las variaciones de pH entre 6 y 7 no ejercieron influencia en la CMI de E. coli 

O157:H7 ni de L. monocytogenes. Los tiempos de latencia y la tampoco se vieron 

afectados. 

 

• Las mezclas de eugenol y cinamaldehido en CTS presentaron un efecto aditivo para 

L. monocytogenes Scottt A. 

 

• Las mezclas de AEs de clavo y de hojas de canela en CTS presentaron un efecto 

aditivo frente a L. monocytogenes Scottt A. y E. coli O157:H7.  

 

• Las mezclas de AEs de corteza de canela/ AE de clavo y AE de corteza de canela/AE 

de hojas de canela presentaron efecto aditivo frente a L. monocytogenes Scottt A e 

indiferente para E. coli O157:H7.  

 

• Las mezclas de vainillina / AEs de clavo, hojas de canela y corteza de canela en CTS 

presentaron un efecto aditivo frente a L. monocytogenes y sinérgico para E. coli 

O157:H7. 

 

• Los componentes minoritarios ejercen un papel importante en el efecto sinérgico, 

antagónico o aditivo de las combinaciones de antimicrobianos, y este fue diferente 

para cada microorganismo : sinérgico para L. monocytogenes y antagónico para E. 

coli O157:H7 

 

•  La vainillina y los AEs de canela y clavo presentaron actividad antimicrobiana 

frente a L. monocytogenes y E. coli O 157:H7 en leche pasteurizada de vaca. Esta 

acción antimicrobiana fue dependiente de la composición y concentración de los 

antimicrobianos, la cantidad de grasa de la leche, del tiempo y temperatura de 

almacenamiento y del microorganismo diana. 
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• El antimicrobiano con mayor actividad en la leche de vaca  fue el AE de corteza de 

canela, seguidos del AE de clavo y del AE de  hojas de canela y  la vainillina.  

 

• Para cada antimicrobiano se encontraron varias CPIs. Estas representan un gran 

potencial para ser usadas de forma aislada y en combinación en la leche, sobre todo 

considerando el periodo de vida útil de la leche. 

 

• Las combinaciones de los aceites de canela, clavo y vainillina potenciaron su efecto 

antimicrobiano en las mezclas, especialmente aquellas de AEs de corteza de 

canela/AE de clavo y las de vainillina /AE de corteza de canela y vainillina/ AE de 

clavo. Las combinaciones más efectivas para L. monocytogenes y E. coli O157:H7 

fueron las de AE de corteza de canela/vainilla y las del AE de corteza de canela / 

clavo. El efecto antimicrobiano encontrado en las mezclas  podría minimizar las 

concentraciones a aplicar de los AEs y consecuentemente reducir su  impacto 

sensorial. 

 

• Los aceites de corteza de canela, clavo y la vainillina tuvieron mayor actividad  

antimicrobiana en leche descremada que en leche entera. El contenido de grasa es un 

factor limitante para la actividad antimicrobiana en la leche.  

 

• Las bajas temperaturas de almacenamiento aumentaron la actividad antimicrobiana 

de los aceites de canela y clavo así como de la vainillina en la leche y constituyen un 

obstáculo adicional que limita el crecimiento de L. monocytogenes y E. coli 

O157:H7. Este efecto fue mayor en este último microorganismo ya que es más 

sensible a las bajas temperaturas que L. monocytogenes 

 

• El uso de la vainillina, AEs de canela y clavo  pueden considerarse una herramienta 

para incrementar la seguridad de la leche pasteurizada,.El efecto combinado de la 

vainillina en concentraciones subletales con bajas temperaturas de almacenamiento 

podría ser un método de conservación muy útil par la leche pasteurizada, debido 

especialmente a que las temperaturas de refrigeración no aseguran totalmente el 

control de microorganismos tales como L. monocytogenes o E. coli O157:H7  
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• La vainillina demostró mayor actividad antimicrobiana en leche frente a E. coli O 

157:H7 que frente a L. monocytogenes. El uso de este antimicrobiano combinado con 

AE de corteza de canela o clavo junto con bajas temperaturas de almacenamiento  en 

leche pasteurizada con bajo contenido de grasa puede aumentar significativamente 

los niveles de seguridad de la leche pasteurizada sin afectar negativamente sus 

propiedades organolépticas, sobre todo teniendo en cuenta que las condiciones de 

refrigeración no garantizan por si sólas la inocuidad de la leche pasteurizada  

 

• El uso de vainillina a concentraciones sub-inhibitorias fue  efectiva en  favorecer el 

efecto térmico letal sobre L. monocytogenes en leche pasteurizada  

 

• El modelo “shoulder + log linear” y el modelo Weibull de distribución de 

frecuencias ajustaron adecuadamente  las curvas de inactivación térmica.  La adición 

de vainilla a la leche disminuyo la fase lag y aumento la tasa de muerte de L. 

monocytogenes especialmente en los tratamientos térmicos realizados a baja 

temperatura. 

 

• El efecto de la vainilla en la leche sobre la reducción de termorresitencia de L. 

monocytogenes Scott A fue constante en el rango de temperaturas estudiadas, y no 

cambió  la sensibilidad de este microorganismo a dichas temperaturas  

 

• La disminución de la resistencia térmica de L. monocytogenes al añadir vainillina a 

la leche se observó mejor en los tratamientos efectuados a teperaturas más bajas.  

 

• La distribución de frecuencias fue una herramienta útil permitió seleccionar las  

combinaciones de temperatura y concentraciónes de vainillina más adecuadas  para 

garantizar exitosamente la inactivación de la mayor población de L. monocytogenes  

 

• La combinaciones de las temperaturas y concentraciones de vainilla más altas 

permitieron la inactivación de la población de L. monocytogenes en menos tiempo. 
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