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RESUMEN

El tomillo (Thymus vulgaris L.) se comercializa principalmente por sus hojas y por la extraccion de su aceite esencial (AE),
compuesto principalmente por monoterpenos (timol, carvacrol y linalol, y-terpineno, p-cimeno, a-Pineno y a-Tujueno).
Se conocen diversas propiedades del AE, tales como su actividad antitumoral, antibacteriana, antifingicas y antioxidante.
Se evaluo el efecto que tiene la aplicacion de un fitorregulador comercial, la inoculacion con rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal y hongos micorrizicos arbsculares en el rendimiento, composicion y actividad antibacteriana
del aceite esencial de tomillo, obteniendo que el mayor rendimiento lo registré el tratamiento P61 con 13.3 mg AE g~*
MS. Se observé que el numero de componentes y el porcentaje presente en el AE son diferente en cada tratamiento. El
tratamiento que presentd mayor concentracion de timol fue el Testigo (52.55%), sequido por el tratamiento inoculado
con P61 (51.05%) y Zac19+Cedro (50.66%). Para O-Cimeno el tratamiento inoculado con Zac19 (21.79) presenta la mayor
concentracion, seguido de Zac19+Cedro y Bioforte con 20.38% y 19.37% respectivamente. Respecto a la concentracion
de J-terpineno Cedro y P61 mostraron mejor respuesta, con 1791y 17.84% respectivamente. Los aceites de T. vulgaris,
mostraron actividad antibacteriana contra E. coli., en concentracion a 50%, correspondiendo a plantas inoculadas con

P61 que demostrod mayor didmetro de inhibicion.
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ABSTRACT

Thyme (Thymus vulgaris L.) is marketed primarily for its leaves and the extraction of its essential oil (EO), composed mainly
by monoterpenes (thymol, carvacrol and linalool, y-terpinene, p-Cymene, a-Pinen, and a-Tujuene). Various properties
of the EO are known, such as its antitumor, antibacterial, antifungus and antioxidant activities. The effect on the yield,
composition and antibacterial activity of the thyme essential oil of applying a commercial phytoregulator, and inoculating
with plant growth-promoting rhizobacteria and arbuscular mycorrhyzic fungi was evaluated, finding that the highest

yield was recorded with the P61 treatment with 13.3 mg EO g_1 MS. It was observed that the number of

components and the percentage present in the EO are different in each treatment. The treatment
that presented highest thymol concentration was the control (52.55 %), followed by the treatment
inoculated with P61 (51.05 %) and Zac19+Cedar (50.66%). For p-Cymene, the treatment inoculated
with Zac19 (21.79) presents the highest concentration, followed by Zac19+Cedar and Bioforte
with 20.38% and 19.37%, respectively. Regarding the concentration of y-terpinene, cedar
and P61 showed a better response, with 17.91and 17.84%, respectively. The T. vulgaris oils c"
showed antibacterial activity against E. coli, in a concentration of 50 %, corresponding to )

plants inoculated with P61 which demonstrated a larger inhibition diameter.
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‘ Actividad microbiana del aceite esencial de tomillo

INTRODUCCION
(AE) de tomillo (Thy-

El acelte eSenC|al mus vulgaris L) esta

compuesto principalmente por monoterpenos oxigenados (timol, carva-
crol y linalol) y monoterpenos hidrocarbonados (y-terpineno, p-cimeno,
a-Pineno y a-Tujueno) también puede contener ésteres acéticos, cetonas
y aldheidos (Rota et al.,, 2008; Ghasemi et al., 2013). El tomillo ha sido muy
utilizado y recomendado desde la antiguedad. Comunmente se usa como
té de hierbas, condimento y para diversos fines medicinales, esta propiedad
se atribuye a el AE de sus hojas; se usa como tonico, carminativo, digestivo,
antiespasmaodico, antimicrobiano, antioxidante, antiviral, antiinflamatorio,
sedante y expectorante. El AE de tomillo presenta actividad antitumoral,
antibacteriana (frente a gram positivas y gram negativas), posee propieda-
des antifungicas y antioxidantes (Mufioz, 202; El-Nekeety et al,, 2011). Las
principales industrias que demandan el AE de tomillo son la farmaceutica,
cosmeética, veterinaria, agroalimentaria, avicola y ganadera. Las cualidades
del AE de tomillo se deben principalmente a sus componentes: timol y
carvacrol. El timol que conforma 50% del AE de tomillo, ha sido reportado
como potente agente antimicrobiano, capaz de desintegrar la membrana
externa de las bacterias, debido a que se une a las membrana bacteriana de
manera hidrofobica por puentes de hidrogeno, lo que causa perturbacio-
nes en la membrana, incrementando la permeabilidad, que conducen a la
pérdida de iones de potasio y ATP intracelular, y finalmente la muerte celu-
lar. También se ha reportado que el timol inhibe la germinacion de esporas,
el crecimiento y multiplicacion celular en bacterias (Alonso, 2004; Garcia et
al., 2008; Nikolic et al., 2014).

El carvacrol es un isomero del timol, cambiando Unicamente la posicion del
grupo hidroxilo, su mecanismo de accion es semejante al del timol. Este
componente interactua
con la membrana celu-
lar disolviéndose en la
bicapa fosfolipidica, Lo
que causa la desestabili-
zacion de la misma, au-
mentando su fluidez vy
la permeabilidad. La po-
sicion orto de su radical
hodroxilo le permite ac-
tuar como intercambia-
dor de protones, primero
se difunde a través de la
membrana hacia el citoplasma donde libera su proton, posteriormente vuel-
ve al exterior de la célula transportando y liberando un cation (por ejemplo
jon-potasio), y el carvacrol capta un nuevo cation repitiendo el ciclo, causan-
do agotamiento de ATP, deterioro de procesos vitales y finalmente la muerte
de la célula bacteriana. También se ha reportado que el carvacrol afecta la
sintesis de componentes estructurales, inhibiendo la produccion de flage-
los en E. coli (Garcia et al., 2008). Algunos trabajos reportan que la fuerte
accion antimicrobiana del timol y carvacrol se atribuye a la presencia del

p-cimeno Timol

la, 2013).

Carvacrol

Figura 1. Estructura quimica de p-cimeno, timol y carvacrol (Chizzo-

radical hidroxilo, debido a que p-ci-
meno (Figura 1), precursor biologico
de estos componentes carece de
este hidroxilo y presenta menor ac-
tividad. El AE de tomillo comprende
una amplia gama de aplicaciones, la
industria farmacéutica lo usa para la
elaboracion de medicamentos por
sus propiedades funcionales (Ortu-
flo, 2006; CBI, 2014).

Escherichia coli es una bacteria
Gram-negativa, anaerobia facultati-
va y crece de manera oOptima bajo
condiciones aerdbicas a 37 °C; es
una bacteria habitual en el intesti-
no del ser humano y de otros ani-
males, la mayoria de las cepas son
inofensivas, sin embargo, las cepas
patdgenas causan una variedad de
enfermedades, incluyendo gas-
troenteritis, disenteria, sindrome
urémico hemolitico, infeccion del
tracto urinario, septicemia, neumo-
nia, y meningitis (Meng et al., 2007;
Leggett et al., 2012). Con base al
factor de virulencia y enfermeda-
des que causan, las cepas patoge-
nas de E. coli se clasifican en seis

subgrupos distintos:
E. coli adhesion-difusa
OH (DAEC), E. coli ente-

ropatogena (EPEC), E.
coli  enterotoxigenica
(ETEQC), E. coli enteroin-
vasiva (EIEC), E. coli en-
teroagregativa (EAEC) y
E. coli enterohemorra-
gica (EHEC) (Meng et
al, 2007). La infeccion
por E. coli se transmi-
te a los seres humanos
principalmente a través del consu-
mo de alimentos contaminados,
tales como carne cruda 0 poco co-
cida, leche cruda, contaminacion
fecal del agua y vegetales. Su im-
portancia como problema de salud
publica fue reconocida en 1982, a
raiz del brote en los Estados Uni-
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dos de América. Los sintomas de la
enfermedad incluyen colicos y dia-
rrea, que puede ser sanguinolenta.
También pueden aparecer fiebre y
vomitos. La mayoria de los pacien-
tes se recuperan en el término de
10 dias, aungue en algunos casos la
enfermedad puede causar la muer-
te (Leggett et al., 2012). La principal
preocupacion en los ultimos afios
ha sido el un creciente numero de
brotes de EHEC, esta cepa causa
diarrea con sangre y sindrome uré-
mico hemolitico, se ha aislado de
las heces de gaviotas pollo, cabras,
ovejas, cerdos, perros y gatos. La
mayoria de las infecciones se ori-
ginan por comer carne de vacuno
cruda, leche y queso no pasteuriza-
do (Meng et al., 2007, OMS, 2105).

Esta enfermedad es prevalente en
los paises desarrollados, ha sido
implicada en muchos brotes en los
EE.UU., Europa y Canada. En 1993,
hubo un brote en EE. UU. afectan-
do a mas de 500 personas y cau-
sando cuatro muertes, vy a finales
de 2006, hubo importante brote
involucrando espinacas (Spinasia
oleracea L.) y lechuga (Lactuca sa-
tiva L), la enfermedad afecto a 199
y provoco tres muertes. También
en Alemania en el 2011 se informo
de un brote epidémico produci-
do por EHEC, se trataron cerca de
3255 casos, segun la OMS, con 33
fallecidos. La cepa de la bacteria
aparecida en Alemania es resisten-
te a ocho tipos de antibioticos, ta-
les como la penicilina, sulfamida,
cefalotina o la estreptomicina (Le-
ggett et al,, 2012; OMS, 2015); por
lo que es importante buscar otras
alternativas para su control. Aunado
a lo anterior, la necesidad de la ex-
clusion o eliminacion de microor-
ganismos patogenos, la aparicion
bacterias resistentes a los antibioti-
cos vy la tendencia en la sustitucion
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de conservantes sintéticos ha impulsado la investigacion de la actividad an-
timicrobiana de los aceites esenciales. Con base a lo anterior, se evaluo el
efecto antimicrobiano del aceite esencial de tomillo en busca de alternati-
vas naturales para el control de E. coli.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizo la cepa de Escherichia coli DH5-Alpha (E. coli DH5a), y se activo
colocando 15 mL de caldo nutritivo (Merck) en un matraz Erlenmeyer y se
cubrio con papel aluminio, para esterilizarlo en una olla de presion a 18 b
plg_2 por 18 minutos. Dentro de una campana laminar, el caldo nutritivo
se vertio en un tubo tipo Falcon. Utilizando una asa esterilizada a la llama
y enfriada, se tomo una asada de la cepa E. coli (DH5a) y se vertio en el
tubo, el cual se colocd en una incubadora con agitacion rotatoria (Thermo
Scientific Max Q200) a 37 °C con 110 rpm durante 24 h. Para extraer el cal-
do nutritivo, el tubo se centrifugo a 7,000 rpm durante 15 min (centrifuga
SIGMA), después se retiro la alicuota y se agregaron 15 mL de agua destila-
da previamente esterilizada; el pellet y el agua destilada se mezclaron con
la ayuda de un vortex y centrifugd nuevamente. Este proceso se repitio
tres veces.

El AE se obtuvo por el método de arrastre de vapor de plantas de tomillo
inoculadas con hongos microrrizicos arbusculares, rizobacterias promotoras
del crecimiento y un fitorregulador de crecimiento comercial. Los tratamien-
tos fueron los siguientes: 1) indculo del consorcio de HMA Zacl19*%, 2) indculo
del consorcio de HMA Cedro*, 3) indculo del consorcio de HMA Zac19 con
inoculo del consorcio de HMA Cedro*, 4) cepa de Paenibacillus polymyxa
(P61) (*cepas de referencia del Area de Microbiologia), 5) fitorregulador de
crecimiento comercial Bioforte. 6) testigo (Lopez-Ambrocio et al.,). Se utilizd
un disefio completamente al azar, cuatro concentraciones de AE por trata-
miento (0%, 15%, 20% vy 50%). Las pruebas se hicieron por triplicado y con tres
repeticiones.

La actividad antibacteriana del AE de tomillo frente a £. coli (DH5a) se evaluo
mediante el método de difusion de disco en agar. Se prepard agar (Merck),
se esterilizo y se repartio en cajas Petri. Posteriormente en una campana
de flujo laminar se prepard el indculo bacteriano estandarizado en 1x10°
células mL™! de la cepa E. coli (DH5a). De este inoculo se vertieron 10 ul
en cada caja Petri y con una varilla de vidrio esterilizada a la llama se estrio
en un patron radial. EL AE de cada tratamiento se diluyd con diclorometano
a diferentes concentraciones de 0%, 15%, 20% y 50%. Después en el centro
de las cajas Petri se coloco un disco de papel de filtro Whatman Num. 1
esterilizado de 10 mm de didametro previamente saturado con 10 um de la
concentracion correspondiente de AE. Se utilizo ampicilina como testigo
positivo en concentraciones de 0%, 15%, 20% y 50%. Las cajas se incubaron
a 37 °C por 24 h en una incubadora Thermo Scientific Max Q200. Se colo-
caron de tal manera que la tapa quedara hacia abajo para evitar que gotas
de agua condensada puedan caer sobre los microorganismos y dispersen
Su crecimiento.



Variables evaluadas

Diametro de inhibicion: Con un vernier se midio la zona
de inhibicion de crecimiento de E. coli (DH5a) que rodea
al disco, la cual incluyo el diametro del disco de papel.
Los resultados se expresan en mm.

Analisis estadisticos

Los resultados se analizaron para cada tratamiento y el
analisis de varianza se hizo con el modelo lineal general,
y cuando hubo diferencias se aplico la prueba de dife-
rencia minima significativa (DMS, 0.05). Se utilizo el pa-
quete estadistico SAS version 9.0 (SAS, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION
Diametro de inhibicidon
Los aceites de Thymus vulgaris L. mostraron tener un
gran potencial de la actividad antibacteriana contra E.
i. (Cuadro 1), ya que segun Uzel et al. (2004) las zo-
nas de inhibicion =3 mm se consideran como de alta
actividad. La dilucion diferentes diluciones de AE mostra-
ron diferencia significativa en el diametro de inhibicion,
la concentracion que demostro tener mejor efecto fue
al 50% (Cuadro 1). En la concentracion al 50% los trata-
mientos tuvieron diferencias significativas (Figura 2); el
tratamiento con mayor diametro de inhibicion corres-
pondio a las plantas inoculadas con P61; en contraste
el tratamiento con menor didametro de inhibicion fue el
testigo. En el analisis del AE por cromatografia de ga-
ses se observd que en cada tratamiento la composicion
del AE es diferente. El efecto antibacteriano del AE esta
relacionado con sus componentes, el timol conforma
de 40% a 53% del total, y ha sido reportado por varios
autores como un potente agente antimicrobiano; este
compuesto es capaz de desintegrar la membrana exter-
na de las bacterias. También se ha reportado que el timol
inhibe la germinacion de esporas, el crecimiento y mul-
tiplicacién celular en bacterias (Alonso, 2004; Garcia et
.. 2008; Nejad et al., 2008; Nikolic et al., 2014).

Actividad microbiana del aceite esencial de tomillo

También se considera la sinergia de los componentes
menores del aceite, asi como una posible interaccion.
Otros constituyentes, tales como C-terpineno han de-
mostrado ejercer buena actividad debido a su posible
sinérgica o efectos antagonicos. El monoterpeno hidro-
carbonado p-Cimenno (precursor bioldgico del timol) es
hidrofobico y causa turgencia en la membrana citoplas-
matica, esta sustancia no es tan efectiva cuando se usa
sola, pero cuando es combinada con Carvacrol se ha re-
gistrado sinergismo (Rosas et al., 2011). Se ha observado
gue la sinergia de los componentes inhibe distintas rutas
bioguimicas y enzimas. Los componentes de los AE tam-
bién pueden actuar sobre las proteinas que se encuen-
tran embebidas en la membrana citoplasmatica. Hay
estudios que demuestran los efectos antibacterianos de
eugenoly carvacrol en E. coli, los resultados demuestran
disminucion del potencial de membrana al exponer las
células microbianas a estos compuestos (Ennomoto et
al., 1991). Burt et al. (2007) sefialaron que las células de
E. coli crecen en presencia de carvacrol a una concen-
tracion de 1mM pero se inhibe la sintesis de flagelos pro-
vocando que el microorganismo crezca sin movilidad.
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Figura 2. Actividad antibacteriana del AE al 50% de Thymus vulgaris
L. en Escheriquia coli DH5-Alpha en funcion de los diametros de in-
hibicion del crecimiento de la bacteria (mm £DMS; n=9). Medias con
letras iguales no fueron significativamente diferentes (DMS, 0.05).

Medias con letras iguales en una columna no fueron significativamente diferentes (DMS, 0.05). El diametro del testigo fue 10 mm.
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CONCLUSIONES

S demostro que el AE de tomillo tiene potencial para ser utilizado en
e el control de E. coli.
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