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RESUMEN:  

Se evaluó el efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano (Origanum compactum) 

proveniente de cultivo ecológico sobre las levaduras alterantes de productos lácteos: 

Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii y Pichia fermentans, en los medios de 

cultivo Agar de patata y dextrosa (PDA), leche desnatada (LD) (0,3% materia grasa) y leche 

entera (LE) (3,6% materia grasa). Para la evaluación se llevaron a cabo las pruebas de difusión 

en disco con contenidos de AE de 0, 2.5, 5, 10, 20 y 40 µl, para las cuales se realizaron 

mediciones del diámetro de los halos durante tres días consecutivos; y pruebas de 

microdilución en caldo donde se realizaron las siembras de los contenidos de los pocillos en 

placas de Petri; estos métodos se utilizaron con el fin de determinar la reacción de las 

levaduras en estos medios; los datos se analizaron con el programa SPSS  y para determinar las 

diferencias entre las muestras se realizó test de Tukey con un nivel de significancia de p ≤ 0,05. 

El AE de O. compactum en la prueba de difusión en disco presentó acción antimicrobiana en 

las 3 levaduras en el medio PDA obteniéndose diámetros de 33,4 mm en K. marxianus (K.m); 

36,3 mm en D. hansenii (D.h) y 29,7 mm en P. fermentans (P.f). En LD presentó efecto sobre 

K.m, D.h y algunos tratamientos en P.f, siendo los diámetros 21.8, 19.4 y 12.8 mm 

respectivamente. En LE no se presentó mucho efecto antimicrobiano, obteniéndose diámetros 

de 15.8, 16.4 y 13.3 mm en K.m, D.h y P.f, respectivamente. Para los volúmenes de 2,5 y 40 µl 

de AE, los diámetros en K.m fueron 22,7 y 31,8 mm; en D.h 21,6 y 32,5 mm y en P.f, 19 y 26,5 

mm. Por último las MIC obtenidas con el método de microdilución fueron 3,125 µl de AE para 

K.m y D.h y 1,5625 µl para P.f. Los resultados nos reflejan que el AE de O. compactum 

proveniente de cultivo ecológico puede ser utilizado como antimicrobiano en levaduras. 
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1. INTRODUCCIÓN 

En los últimos años la industria agroalimentaria ha venido cambiando debido al gran 

interés que están mostrando los consumidores en la demanda de productos cada vez 

más sanos y amigables con el medio ambiente; es así que se están realizando 

ensayos con productos naturales para controlar el deterioro de productos elaborados 

lácteos tales como el yogurt y los quesos. Entre los microorganismos que causan 

estos daños podemos encontrar hongos, bacterias y levaduras, los cuales han 

originado la búsqueda de nuevos compuestos que eviten la contaminación de los 

alimentos durante la manipulación y el almacenamiento (Badawy y Rabea, 2009). Uno 

de estos productos naturales son los aceites esenciales (AE) de diferentes plantas, los 

cuales tienen importantes propiedades antimicrobianas que los hacen ideales para ser 

utilizados en la industria agroalimentaria. Estos aceites esenciales son mezclas 

complejas de compuestos volátiles los cuales son extraídos de diferentes partes de la 

planta como son hojas, tallos, raíces, flores y cáscaras de frutos; su obtención se 

realiza principalmente por hidrodestilación o arrastre con vapor, métodos industriales, 

relativamente económicos y fáciles de implementar (Vásquez, 2012). De igual manera, 

numerosos informes científicos han puesto de manifiesto una importante actividad 

antimicrobiana de los aceites esenciales y que estas actividades biológicas depende 

de la composición química (Chun et al., 2005), que varían según el origen geográfico, 

el medio ambiente y las condiciones agronómicas, la etapa de desarrollo del material 

vegetal y el método de extracción (Goodner et al., 2006). Según otros estudios, los 

aceites procedentes de: clavo, canela, mostaza, orégano, romero y tomillo son los que 

poseen actividad antimicrobiana más acentuada (Burt, 2004).   

Se sabe también que los aceites esenciales son mezclas naturales muy complejas que 

pueden contener cerca de 20 a 60 componentes en concentraciones muy diferentes, lo 

que les provee de unas notables propiedades antimicrobianas. Se caracterizan por dos 

o tres componentes principales en concentraciones bastantes elevadas (20–70%) en 

comparación con otros componentes presentes en cantidades traza (Bakkali, 

Averbeck, Averbeck e Idaomar, 2008). Como ejemplos de estos componentes 

principales están el cinamaldehido que es obtenido de la canela, el eugenol obtenido 

del clavo de olor, el cineol obtenido del eucalipto, el timol obtenido del tomillo, entre 

otros (Miramont, 2012). Así mismo, Bakkali et al. (2008) informaron que el carvacrol 

(30%) y el timol (27%) eran los principales componentes del aceite esencial de 

Origanum compactum. El carvacrol, p-cimeno y timol son componentes volátiles y de 

alta actividad inhibitoria sobre bacterias, hongos y levaduras, siendo el timol el que se 

encuentra en mayor proporción en ambas especias (Castaño, 2012). 

Por lo anterior y teniendo en cuenta la tendencia de la industria agroalimentaria como 

es la disminución o reemplazo de conservantes químicos por productos naturales, bien 

sea utilizándolos como recubrimientos superficiales o añadiendo un pequeño 

porcentaje de éste sin que se vea alterado sus características organolépticas, en el 

presente trabajo se va a evaluar el uso y efecto del aceite esencial de orégano (O. 
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compactum) proveniente de la producción ecológica como conservante o 

antimicrobiano, sobre levaduras alterantes de productos lácteos tales como 

Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii y Pichia fermentans. 

1.1. Los aceites esenciales como conservantes naturales 

Desde tiempos remotos, las especias y las hierbas se han añadido a alimentos como 

condimento, debido a sus propiedades aromáticas. En el desarrollo de películas 

comestibles y recubrimientos antimicrobianos, los aceites esenciales de hierbas y 

especias han sido ampliamente utilizados (Sánchez, 2010).   

Algunos AEs de especias, son altos inhibidores de microorganismos patógenos. El 

fraccionamiento y aplicación prolongada de los aceites esenciales ayuda a mejorar el 

nivel de actividad en algunos casos. La actividad antimicrobiana de los AEs se puede 

atribuir a su contenido de estructuras terpenoides que, debido a su carácter lipofílico, 

actúan mediante la interrupción de la integridad de la membrana citoplasmática de los 

microorganismos, la que pierde así su alta impermeabilidad  para los protones y otros 

iones. Las funciones de la membrana quedan comprometidas, no sólo como barrera, 

sino también como una matriz para las enzimas y como un transductor de energía 

(Campos et al., 2011citados por Miramont, 2012). 

En la actualidad existe mucha información de investigadores que están retomando el 

uso de estos AEs como antimicrobianos para el control de patógenos, en donde han 

realizado ensayos de sus beneficios tanto en plantas y animales como en la industria 

agroalimentaria; y es de esta última que se traen a colación algunos de esos trabajos 

haciendo mayor hincapié en el uso del AE de orégano como antimicrobiano, pero en 

general de ensayos con AEs extraídos de diferentes plantas.  

Los aceites esenciales tienen diferentes aplicaciones entre las cuales algunas se 

pueden observar en la tabla 1. 

De igual manera, en la tabla 2 se pueden observar las concentraciones mínimas 

inhibitorias (%v/v) de algunos aceites vegetales y extractos utilizados contra bacterias 

y levaduras en agar, en donde Hammer, Carson y Riley (1999) encontraron que el 

aceite orégano fue uno de los más efectivos al inhibir todos los microorganismos que 

estudiaron. 

Tabla 1. Actividad antimicrobiana de aceites esenciales. 

Especie Modo de 
aplicación 

Actividad antibacteriana Actividad antifúngica 

Orégano y menta  Aceite esencial     Aspergillus ochraceus  
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Orégano  Aceite esencial 
o carvacrol 

  Candida albicans  

Orégano y Timol Aceite esencial 
o carvacrol 

Staphylococcus pneumoniae  
R36A,  
Bacillus cereus 

  

Orégano, Cilantro 
y Albahaca  

Aceite esencial   Listeria monocytogenes,  
Staphylococcus aureus,  
Escherichia coli, 
Yersina enterocolitica,  
Pseudomonas aeruginosa, 
Lactobacillus plantarum 

Aspergillus niger  

Fuente: Adaptado de Miramont (2012). 

Tabla 2. Concentraciones mínimas inhibitorias (%v/v) de algunos aceites vegetales y 

extractos utilizados contra bacterias y levaduras en agar. 

Especie Microorganismo 

Aeromonas 
sobria 

Cándida 
albicans 

Enterococcus 
faecalis 

E.coli Pseudomonas 
aeruginosa 

Salmonella 
typhimurium 

Cilantro 
(Coriandrum 
sativum)                  

0,25 0,25 1 0,25 >2,0 1 

Limoncillo 
(Cymbopogon 
citratus) 

0,12 0,06 0,12 0,06 1 0,25 

Hinojo 
(Foeniculum 
vulgare) 

0,5 0,5 >2,0 0,5 >2,0 1 

Árbol de Té 
(Melaleuca 
alternifolia) 

0,5 0,5 2 0,25 >2,0 0,5 

Menta 
(Mentha x 
piperita) 

nd 0,5 2 0,5 >2,0 1 

Hierbabuena 
(Mentha 
spicata) 

0,25 0,12 2 0,25 >2,0 0,5 

Albahaca 
(Ocimum 
basilicum)                

0,5 0,5 >2,0 0,5 >2,0 2 

Orégano 
(Origanum 
vulgare) 

0,12 0,12 0,25 0,12 2 0,12 

Pino 
(Pinus 
sylvestris) 

2 2 >2,0 2 >2,0 >2,0 

Romero 
(Rosmarinus 
officinalis) 

0,5 1 >2,0 1 >2,0 >2,0 

Salvia 
(Salvia 
officinalis) 

0,5 0,5 2 0,5 >2,0 2 

Clavo nd 0,12 0,5 0,25 >2,0 >2,0 
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(Syzygium 
aromaticum)                    

Tomillo 
(Thymus 
vulgaris) 

0,12 0,12 0,5 0,12 >2,0 >2,0 

Jengibre 
(Zingiber 
officinale) 

>2,0 >2,0 >2,0 >2,0 >2,0 >2,0 

Fuente: Adaptado de Hammer et al (1999). 

En la tabla anterior se resumen las concentraciones mínimas inhibitorias de 14 de los 

52 aceites vegetales y extractos que fueron investigados por Hammer et al, 1999 para 

evaluar el efecto de éstas contra 10 microorganismos entre bacterias y levaduras, 

utilizando un método de dilución en agar, en donde encontraron que el Limoncillo, 

orégano y el laurel fueron los únicos que inhibieron todos los organismos a 

concentraciones de ≤ 2,0% (v/v). Seis aceites no inhibieron ningún organismo en la 

concentración más alta, que fue 2,0% (v/v) de aceite de hueso de albaricoque, de 

onagra, de macadamia, de calabaza, salvia y almendra dulce. Actividad variable se 

registró para los aceites restantes. Veinte de los aceites vegetales y los extractos se 

investigaron, utilizando un método de microdilución en caldo, para la actividad frente a 

Candida albicans, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Las concentraciones 

mínimas inhibitorias más bajas fueron de 0,03% (v/v) en el aceite de tomillo frente a C. 

albicans y E. coli y de 0,008% (v/v) del aceite de vetiver contra S. aureus. Para los 

investigadores, estos resultados apoyan la noción de que los aceites esenciales y 

extractos de plantas pueden tener un papel como farmacéuticos y conservantes. 

Rojas et al., (2007) evaluaron las actividades antimicrobianas frente a E. coli O157: H7 

de varios AEs (el orégano, la canela y el limón) y de los compuestos activos de los 

aceites (carvacrol, cinamaldehído y citral) incorporados en películas comestibles de 

alginato-puré de manzana, mostrando que el carvacrol exhibía la mayor actividad 

antimicrobiana  seguido por aceite de orégano, el citral, el aceite de hierba de limón, 

cinamaldehído y el aceite de canela. 

Quintana, Plascencia, González, y Cortez (2010) evaluaron el efecto antifúngico de los 

aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum, Allium cepa y Cymbopogon citratus 

sobre la germinación de esporas y el crecimiento radial del micelio de Penicillium 

chrysogenum, en donde determinaron que la concentración mínima inhibitoria que 

disminuye el crecimiento radial en un 50% (CR) fueron 294±16, 152±7 y 112±3 ppm 

para C. zeylanicum, A. cepa y C. citratus, respectivamente. Por lo anterior concluyeron 

que los tres aceites inhiben significativamente la germinación de esporas y el 

crecimiento radial del micelio con respecto a los testigos, por lo cual recomiendan su 

uso para posteriores estudios en protección de alimentos.  

En la investigación llevada a cabo para evaluar la actividad antimicrobiana de los 

aceites esenciales de orégano, tomillo, canela, orégano mexicano, jengibre, salvia, 
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romero y albahaca contra E. coli aisladas de heces de aves de corral y ganado, 

Santurio et al. (2011) concluyeron que los aceites esenciales de orégano, orégano 

mexicano, tomillo y canela fueron la actividad bactericida satisfactoria, y los aceites 

esenciales de orégano presentaron actividad antimicrobiana superior a los demás.  

Santurio et al, (2007), probando los aceites esenciales de orégano, tomillo y canela 

con 20 serovariedades de Salmonella, encontraron que el orégano mostró mayor 

actividad antimicrobiana en comparación con los otros aceites probados. 

1.2. El deterioro de productos lácteos 

Las levaduras poseen determinadas características particulares que les permiten 

crecer y contaminar en alimentos de origen lácteo, entre ellas la 

fermentación/asimilación de la lactosa, producción de enzimas proteolíticas 

extracelulares, por ejemplo: lipasas, asimilación de ácido láctico y cítrico, crecimiento a 

bajas temperaturas y halo tolerancia (Orberá, 2004). Así mismo, pueden crecer bien 

en el pH bajo de los productos cultivados como el suero de leche y la crema agria y 

pueden producir malos sabores descritos como fermentados o a levadura. Además, 

las levaduras pueden metabolizar diacetil en estos productos, lo que conduce a un 

sabor similar al yogur (Wang y Frank, 1981). 

En la leche la contaminación por levaduras puede tener lugar después de la 

pasteurización y es una contaminación secundaria, en la cual participan las 

especies Cryptococcus flavus, Cryptococcus diffluens, D. hansenii y K. marxianus. La 

leche cruda refrigerada tolera el crecimiento de los grupos Cryptococcus 

curvatus, Geotricum candidum, D. hansenii, entre otros (Orberá, 2004).  

Según Ledenbach y Marshall, (2009, p. 44-45), las levaduras son una causa 

importante de deterioro de yogur y las leches fermentadas en las que el pH bajo 

proporciona un entorno selectivo para su crecimiento. De igual manera Orberá (2004) 

comenta que los derivados lácteos mayormente alterados por la acción de levaduras 

es el yogurt, debido a la adición de frutos y saborizantes derivados de frutos. Los 

yogures producidos bajo condiciones de buenas prácticas de fabricación no deben 

contener más de 10 células de levadura y deben tener una vida útil de 3-4 semanas a 

5 ◦C. Sin embargo, los yogures que tienen conteos iniciales de > 100 UFC/g tienden a 

echarse a perder rápidamente. El aroma a levadura y la fermentación de malos 

sabores y la apariencia gaseosa se detectan a menudo cuando las levaduras crecen a 

105 -106 UFC/g (Ledenbach and Marshall, 2009, p. 44-45). Los contaminantes de 

mayor incidencia son D. hansenii, K. marxianus, Saccharomyces 

cerevisiae, Rhodotorula mucilaginosa, Kluyveromyces lactis, Candida 

versatilis y Peterozyma toletana; en menor escala los géneros 

Rhodotorula, Soporobolomyces y Debaryomyces (Deak, 2007).  

En los quesos las levaduras participan en la maduración metabolizando el ácido láctico 

por lo que elevan el pH y favorecen el crecimiento de bacterias proteolíticas. De forma 

general, la microflora es muy específica en cada lechería y se piensa contribuye al 

bouquet específico del producto. En los quesos conservados, incluso en refrigeración, 

predominan especies de Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, Rhodotorula 
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minuta, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra; así como D. hansenii y Yarrowia 

lipolítica (Pereira et al, 2000). Debido a la cantidad de residuos que se generan en las 

lecherías, uno de los problemas que se le asocian es el tratamiento de estos; de ahí 

que el uso de estos grupos contaminantes de estos substratos para la obtención de 

biomasa y compuestos de valor añadido podría ser una opción. En los quesos las 

levaduras dañinas actúan mediante producción de fructificaciones, sabores 

levaduriformes indeseables y una textura desagradable para la apariencia del 

producto. Entre las características fisiológicas asociadas a los grupos de levaduras 

aisladas de quesos, están: actividad ureasa, alcalización, fermentación de la glucosa, 

crecimiento superficial, actividad esterasa y proteasa y resistencia a cicloheximida 

(Orberá, 2004). 

De igual manera, el pH bajo y el buen perfil nutricional de la mayoría de los quesos 

son favorables para el crecimiento de las levaduras de degradación. La humedad de la 

superficie, a menudo contiene ácido láctico, péptidos y aminoácidos, lo que favorece el 

crecimiento rápido. Muchas levaduras producen alcohol y CO2, lo que resulta en el 

queso con sabor a levadura (Horwood, Stark, y Hull, 1987, citados por Ledenbach y 

Marshall, 2009, p. 44-45). Los paquetes de queso envasados al vacío o en atmósferas 

modificadas pueden sobresalir como resultado de la gran cantidad de CO2 producido 

por las levaduras (Vivier et al, 1994). La lipólisis produce ácidos grasos de cadena 

corta que se combinan con etanol para formar ésteres frutales. Algunas cepas de 

levadura proteolíticas producen sulfuros, dando como resultado un olor a huevo. Las 

levaduras contaminantes comunes de quesos incluyen Candida spp., K. marxianus, G. 

candidum, D. hansenii, y Pichia spp. (Johnson, 2001, citado por Ledenbach y Marshall, 

2009, p. 44-45). 

1.3. Alteraciones producidas por las levaduras en estudio 

Las levaduras que se van a utilizar en el presente ensayo son K. marxianus, D. 

hansenii y P. fermentans, las cuales como se mencionó anteriormente se 

seleccionaron por ser alterantes de productos lácteos; aunque cabe mencionar que 

algunas de estas levaduras pese a ser contaminantes de algunos productos (lácteos), 

también ejercen cierta acción benéfica sobre otros, las cuales son aprovechadas por 

diferentes industrias; por lo tanto debe quedar claro que en el ensayo del presente 

trabajo solo se tuvo en cuenta su cualidad de alterante. 

A continuación se presentan algunas de las características de las levaduras a estudio. 

1.3.1. Kluyveromyces marxianus CECT 1043 

Las levaduras del género Kluyveromyces pertenecen a la división Ascomycota. 

Históricamente algunos de los Kluyveromyces fueron clasificados 

como Saccharomyces, otro miembro de la clase Ascomycetes, Familia 

Saccharomycetaceae, y difieren principalmente en forma de esporas y la apariencia, 

así como su capacidad para aglutinar. Hay aproximadamente 17 especies dentro 

del género Kluyveromyces. Las especies se subdividen en base a su capacidad para 

formar ascas solas o multiesporas (Batt, 1999).  
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Como se menciona anteriormente, las levaduras de este género se reproducen por 

gemación multilateral, liberándose las esporas al llegar a su madurez (sus esporas son 

esféricas). En la actualidad, K. marxianus incluye las especies K. fragilis, K. lactis, K. 

bulgaricus, Saccharomyces lactis y S. fragilis. La K. marxianus es una de las levaduras 

que más abunda en los productos lácteos. Los especies pertenecientes al género 

Kluyveromyces producen b-galactosidasa y son potentes fermentadoras de la lactosa. 

La K. marxianus contiene la coenzima Q-6 e interviene en la fermentación del kumis 

(bebida láctea). Asimismo, se utiliza para obtener células de levadura a partir del suero 

lácteo (Jay, 1994 citado por Petrenco, 2005, p. 15). 

La capacidad de utilizar un azúcar particular es una función de la presencia o ausencia 

de una enzima crítica. Es notable la capacidad de ciertas especies de fermentar la 

lactosa, incluyendo K. marxianus y K. lactis. K. lactis y K. marxianus (antes K. fragilis) 

se encuentran entre los miembros más conocidos del género Kluyveromyces. Ellos 

son morfológicamente idénticas con la excepción de su forma de esporas y otras 

características, más notablemente la capacidad de fermentar la lactosa, lo que sugiere 

que K. lactis es similar a K. fragilis (ahora K. marxianus). Algunas referencias de ellos 

citan como subespecies, K. marxianus var. lactis y var. marxianus respectivamente 

(Batt, 1999). 

En cuanto a las condiciones de crecimiento, son aeróbicas, los medios de cultivo 

donde se desarrollan son Caldo Extracto de Levadura-Manitol (LM), el cual una 

alternativa comercial es el medio CM920 y Agar Extracto de Levadura-Peptona-

Glucosa (GPYA); la temperatura de crecimiento ideal es 26 °C y están clasificadas 

provisionalmente como grupo de riesgo 1 (CECT 1), los cuales según la Agencia 

Europea para la Seguridad y la Salud en el Trabajo “son agentes biológicos que 

resulte poco probable que causen enfermedad en el hombre”. 

1.3.2. Debaryomyces hansenii  CECT 11379 

D. hansenii es una levadura clasificada como no convencional, característicamente 

eurihalina y criotolerante, aislada originalmente del mar siendo clasificada como 

levadura marina. Sin embargo, es el contaminante más común de todos los tipos de 

quesos; coloniza jamones y salchichas, salmueras, mermeladas y toda clase de 

alimentos lácteos. En la naturaleza, esta levadura crece en el suelo, en maderas y 

frutas en descomposición, en el mar, ríos y lagunas, etc. Así, D. hansenii puede 

proliferar en una gran variedad de nichos ecológicos, para lo que necesariamente tiene 

que desplegar una respuesta fisiológica adaptativa (Segal et al, 2008). 

En la actual clasificación taxonómica se aceptan 15 especies dentro de este género, 

aunque se ha propuesto una especie adicional  como es Debaryomyces prosopidis, D. 

hansenii (forma imperfecta de Candida famata) es, con mucho, de las especies más 

significativas que se encuentran en los alimentos. 

D. hansenii es considerado como no fermentativa. La característica más distintiva 

de D. hansenii es su capacidad para crecer en presencia de concentraciones 

extremadamente altas de sal (NaCl). Aunque la respuesta de crecimiento a NaCl varía 

con la cepa, la mayoría crece en presencia de 15% (w/v) de NaCl y existen algunas 

cepas que crecen a 20-24% (w/v) de NaCl. D. hansenii y D. etchellsii, por lo menos, 
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también son tolerantes a muy altas concentraciones de azúcares y crecer en la 

presencia de 60% (w / v) de sacarosa. 

Muchos autores han hecho la observación cualitativa que D. hansenii exhibe un 

crecimiento más rápido a 1-5 ºC en comparación con otras especies de levadura, y 

hay un informe de crecimiento a -12,5 ºC. D. hansenii no es particularmente tolerante 

con conservantes o tratamiento térmico. 

D. hansenii / C. famata ahora han surgido como las levaduras más importantes en la 

industria láctea. Especies débilmente fermentadores se han relacionado con el 

deterioro de los yogures, pero su mayor importancia es en la producción de queso, 

especialmente con los quesos blandos madurados con mohos como el Camembert, 

Brie y variedades de pasta azul. Muchas encuestas de estos y otros tipos de quesos 

han revelado una consistentemente alta incidencia de D. hansenii, a menudo a 

poblaciones de 106 -107 ufc g-1 o superior. La levadura se origina como un 

contaminante natural de la salmuera del queso y crece en ambas partes exterior e 

interior de la cuajada de queso durante la etapa de maduración. Una vez más, la 

capacidad de la levadura para tolerar el ambiente de alto contenido de sal del queso, 

la utilización de ácido láctico, proteasa y lipasa de producción, el crecimiento a baja 

temperatura y, posiblemente, la producción de polioles tales como glicerol son factores 

clave que favorecen su crecimiento y la contribución a la bioquímica de la maduración 

del queso. Un vínculo claro entre dicha actividad y un resultado sensorial queda por 

establecer, pero se supone que la relación es positiva, ya que los cultivos iniciadores 

comerciales de D. hansenii están disponibles para impulsar el proceso de 

maduración. Una propiedad importante de estas cepas puede ser la capacidad de sus 

proteasas y lipasas para funcionar a altas concentraciones de sal y bajas temperaturas 

(Praphailong y Flota, 1999). 

En cuanto a las condiciones de crecimiento, son aeróbicas, el medio de cultivo donde 

se desarrolla es el Agar Extracto de Levadura-Peptona-Glucosa (GPYA); la 

temperatura de crecimiento ideal es 25 °C y están clasificadas provisionalmente como 

grupo de riesgo 1 (CECT 2). 

1.3.3. Pichia fermentans CECT 1455 

El género Pichia pertenece a la familia Saccharomycetaceae, órden 

Saccharomycetales, clase Saccharomycetes, filo Ascomycota (Poutou et al, 2005, p. 

76). Así mismo, este género representa actualmente uno de los géneros más amplios 

de levaduras, compuesto por 91 especies diferentes, y uno de los más heterogéneos 

(Kurtzman, 2011). En la industria de la alimentación, la utilización de algunas de estas 

especies ha contribuido al correcto procesamiento de distintos tipos de quesos y al 

desarrollo apropiado de etapas tempranas en la maduración de ciertos vinos (Corsetti 

et al, 2001). 

 
P. fermentans está clasificada como Ascomiceto, teleomorfo; las células se 

reproducen por gemación, tienen forma ovoide a elipsoidal, se encuentran en pares o 

en cadenas cortas y las pseudohifas son sencillas a complejas. La colonia es de color 

crema a amarillento; el crecimiento es rápido y pueden alcanzar la madurez en 72 
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horas. La conforman de 2 - 4 ascosporas por asca en forma de sombrero. Su 

crecimiento en líquido forma  unas películas en escala que van de poco espesas a 

espesas. Fermentan la glucosa; asimilan la D-xilosa, el succinato, lactato, citrato, 

glicerol, etanol; no asimilan el nitrato, la etilamina, Lisina; no crecen en un medio libre 

de vitaminas y requiere de tiamina. Presenta crecimiento variable a 37 ºC. Algunas 

cepas son resistentes a 10% de NaCl y a altas concentraciones de glucosa (Enology 

Access, 2010). 

 

Las células están compuestas por la coenzima Q7 (Yamada et al. 1973 citados por 

CBS-Knaw). Esta levadura se encuentra en el suero de mantequilla y harina de papa 

en los Países Bajos, en la cerveza lambic en Bélgica, en el queso stracchino en Italia, 

en el jugo de naranja en mal estado en EE.UU., esputo en Noruega, en la levadura de 

cerveza en el Reino Unido, la alimentación del ganado en Dinamarca y en los granos 

kefyr (CBS-Knaw). 

 

En cuanto a las condiciones de crecimiento, son aeróbicas, el medio de cultivo donde 

se desarrollan es el Caldo Extracto de Levadura-Manitol (LM), el cual una alternativa 

comercial es el medio CM920; la temperatura de crecimiento ideal es 26 °C y están 

clasificadas provisionalmente como grupo de riesgo 1 (CECT 3). 

 

En la tabla 3 se hace un resumen de algunas características de las 3 levaduras 

utilizadas en el ensayo y en la tabla 4 se describen las materias primas de los 

diferentes medios de cultivo que se prepararon durante el ensayo, los cuales eran los 

más recomendados para el buen desarrollo y crecimiento de las levaduras.  

 

Tabla 3. Características del código CECT, lugar de aislamiento, medio de cultivo ideal 

y nivel de riesgo de las 3 levaduras utilizadas en el ensayo. 

 

ESPECIE 
CÓDIGO 

CECT 
AISLADO DE 

MEDIO DE 
CULTIVO 

NIVEL DE 
RIESGO 
(GRAS*) 

Kluyveromyces marxianus 
 

1043 Crema de levadura LM/GPYA 1 

Debaryomyces hansenii 11379 
Baño de salmuera 

en la fábrica de 
queso 

GPYA 1 

Pichia fermentans 
 

1455 Suero de leche LM 1 

*GRAS (Generally Recognised As Safe): Generalmente reconocidos como seguros. 
 
 
Tabla 4. Materias primas y cantidades utilizadas para la preparación de los diferentes 
medios de cultivo. 
 

  MEDIO DE CULTIVO 

INGREDIENTES 

LM 
(CM920) 

GPYA PDA 

CANTIDAD 
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Glucosa 10 g 40 g   

Mycopeptone 5 g 5 g   

Extracto de levadura 3 g 5 g   

Extracto de malta 3 g 3 g   

Agar en polvo (sólo para medio sólido) 20 g 20 g 15 g 

Agua destilada 1 L 1 L 1 L 

Dextrosa (glucosa)      20 g 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. Principal 
 
El objetivo principal es evaluar el efecto que tiene el aceite esencial de orégano 

procedente de cultivo ecológico (Origanum compactum) en la inhibición de 

Kluyveromyces marxianus CECT 1043, Debaryomyces hansenii CECT 11379 y Pichia 

fermentans CECT 1455, las cuales son levaduras que se caracterizan por ser 

alterantes de productos lácteos.  

Se pretende contribuir al desarrollo de estrategias de conservación de productos 

lácteos mediantes ingredientes de origen ecológico para permitir en el futuro reducir o 

sustituir conservantes químicos. 

2.2. Específicos 
 
Caracterizar la composición del aceite esencial de Origanum compactum. 

Evaluar el efecto del aceite de orégano sobre las levaduras por el método de difusión 

en disco en medio de cultivo, leche desnatada de 0,3% de materia grasa y leche 

entera de 3,6% de materia grasa (mecanismo de acción por difusión al medio). Al 

ensayar en leche de diferente contenido en grasa pretendemos evaluar el posible 

efecto de la presencia de grasa en el medio en la capacidad antimicrobiana del aceite. 

Evaluar la concentración mínima inhibitoria de este aceite sobre las cepas en estudio 

mediante método de microdilución (mecanismo de acción por contacto directo). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

El plan de trabajo consistió primero en determinar la composición química del aceite 

esencial de O. compactum proveniente de cultivo ecológico; después se realizó la 

recuperación de las levaduras que se adquirieron en la empresa CECT (K. marxianus 

CECT 1043, D. hansenii var. fabryii CECT 11379 y P. fermentans CECT 1455), las 

cuales estaban en estado liofilizado.  

Se realizó la prueba de actividad antimicrobiana por difusión en disco, donde se 

prepararon 4 medios de cultivo diferentes: Agar de patata y dextrosa (PDA), leche 

desnatada (0,3% grasa) y leche entera (3,6% grasa). En cada medio se evaluaron las 

tres levaduras con 3 repeticiones en placas de Petri, en donde en cada uno de ellos se 

evaluó el efecto antimicrobiano del AE adicionando diferentes cantidades de aceite en 

discos estériles de 9mm de diámetro (0, 2,5, 5, 10, 20 y 40 μl). Posteriormente se 

realizó la medición del diámetro de los halos durante 3 días consecutivos. 

Seguidamente, se realizó el primer ensayo de microdilución en caldo donde se 

evaluaron los medios Mueller Hinton, leche desnatada (0,3% grasa) y leche entera 

(3,6% grasa) en microplacas individuales, donde se sembró cada levadura con 2 

repeticiones; se llevó a incubación a 26 ºC y 2 horas después se agregó el colorante 

bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) para determinar la 

concentración mínima inhibitoria (MIC), la cual debido a los resultados tan confusos se 

procedió a realizar un segundo ensayo, donde se siguió la misma técnica pero esta 

vez con algunas modificaciones, ya que solo se sembraron las levaduras en el medio 

de cultivo Caldo extracto de malta al 2% de glucosa; pasadas 24 h de incubación a 30 

ºC, se realizó la siembra del contenido de los pocillos en placas de Petri con medio de 

cultivo PDA para verificar la MIC de cada una de las levaduras y se llevaron a 

incubación a 26 ºC por 3 días, obteniendo al final de éstos el dato exacto del volumen 

en µl de AE de O. compactum necesario para la inhibición de cada levadura. 

3.1. Aceite esencial 

El aceite esencial de O. compactum fue suministrado por la empresa Herbes del Molí 

S.L. (Benimarfull, Alicante), el cual es un aceite procedente de agricultura ecológica. 

3.1.1. Análisis del aceite esencial 

3.1.1.1. Cromatografía de gases  (GC) 

El aceite esencial se analizó por cromatografía de gases (CG) con detector de 

ionización a la llama (FID) un equipo Shimadzu GC-17A. Los compuestos se 

separaron con una columna TRACSIL Meta X5 (Teknokroma S.A., Barcelona, Spain), 

de 60 m × 0,25 mm de diámetro interno y un espesor de película de 0,25 μm. Las 

temperaturas del inyector y detector se fijaron a 250 y 300 °C, respectivamente. La 

temperatura del horno se mantuvo a 40 °C durante 5 minutos; se elevó hasta 200 °C 

(ratio de 3.0 °C/minuto), y se mantuvo durante 1 minutos; se elevó a 280 °C (ratio de 

15 °C/minuto) y se mantuvo durante 10 minutos. Se utilizó helio como gas 

transportador, a una velocidad de flujo de 1 mL/min. Las muestras diluidas en 

ciclopentano (1/10 v/v) se inyectaron (0,2 μl) automáticamente en modo split (relación 
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de split 1/44). Los datos cuantitativos se obtuvieron vía electrónica con los datos del 

área FID sin utilizar factores de corrección. Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado. 

3.1.1.2. Cromatografía de gases/ espectrometría de masas (GC-MS)  

Los compuestos volátiles fueron aislados, identificados y cuantificados en un 

cromatógrafo de gases Shimadzu GC-17A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan),  

acoplado a un espectrómetro de masas Shimadzu (GC-MS QP-5050A). El sistema 

GC-MS estaba equipado con la misma columna y el mismo programa de temperatura 

utilizadas en el FID. Los análisis se llevaron a cabo utilizando helio como gas portador 

a una velocidad de flujo de 1mL/minuto, a una reacción de división 1:10. Se inyectaron 

las muestras diluidas de 0.2L del extracto (1/10 ciclopentano v/v). Los espectros de 

masas se obtuvieron por ionización electrónica (IE) a 70eV, utilizando una gama 

espectral de 45-450 m/z. La mayoría de los compuestos fueron identificados utilizando 

3 métodos analíticos diferentes: (i) índices de retención (KI), los índices de kovats en 

referencia a los n-alcanos (C8-C38); (ii) los tiempos de retención de GC-MS (productos 

químicos auténticos); y (iii) los espectros de masas (químicos auténticos y NIST05, 

colección de la biblioteca espectral). La identificación se considera provisional cuando 

se basa solamente en los datos del espectro de masas.  

3.2. Cepas de Levadura 

Las cepas de levadura utilizadas y probadas de forma individual para determinar la 

capacidad antimicrobiana que presenta el aceite de O. compactum fueron: K. 

marxianus CECT 1043, D. hansenii var. fabryii CECT 11379 y P. fermentans CECT 

1455. Estas cepas proceden de la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) de la 

Universidad de Valencia. Se seleccionaron estas levaduras debido a que son 

contaminantes muy comunes de los productos lácteos. 

3.2.1. Recuperación de cepas en estudio 

Las cepas se compraron en estado liofilizado. Para la recuperación de las cepas a 

estudiar se realizó el siguiente protocolo: se preparó el medio de cultivo caldo de 

dextrosa y patata (PDB) y se distribuyó en tubos de ensayo; así mismo, para la 

siembra de las levaduras en placas Petri se prepararon medios de cultivo sólidos como 

agar levadura y mohos (CM920) para las levaduras K. marxianus y P. fermentans, 

agar extracto de dextrosa-levadura-glucosa (GPYA) para D. hansenii y agar de 

dextrosa y patata (PDA) para las 3 levaduras; estos 3 medios de cultivo se sometieron 

a ebullición y posteriormente se llevaron junto con el medio PDB al autoclave a 121ºC 

por 15 minutos. El objetivo de la preparación de los diferentes medios era determinar 

en cuál/es de estos medios se obtenía un crecimiento óptimo, en forma de tapizado, 

de cada una de las levaduras tras la siembra en superficie. 

En las figuras 1 y 2 se muestran los medios de cultivo preparados y las placas Petri 

utilizadas durante el ensayo. 
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Figura 1. Medios de cultivo PDA y PDB      Figura 2. Tubos de ensayo y placas Petri                                                                                                                                                                      

con los medios de cultivo. 

                                                

                                                                                                                                                                                             

                                                                                      

 

 

 

Teniendo los medios esterilizados se procedió a la recuperación de las levaduras 

liofilizadas donde con la ayuda de un mechero se calentó la punta de la ampolla que 

contiene las levaduras y con unas gotas de agua destilada se resquebrajó el vidrio 

dejando disponible los microorganismos para su posterior siembra; con la ayuda de 

una pipeta Pasteur se agregaron de 0,2 a 0,3 ml de PDB en la ampolla para rehidratar 

las levaduras y luego se pasó la suspensión a los tubos de ensayo que contenían el 

medio. 

Por recomendación para la obtención de una buena concentración de 

microorganismos que puedan ser viables como cepas de trabajo, se subcultivaron las 

levaduras 3 veces, es decir se realizaron 3 pases de siembra de las levaduras en 

cajas Petri después de su recuperación (CECT, 2012); de la suspensión obtenida en 

los tubos se tomó 0,1 ml y se depositó en cada placa de Petri donde con la ayuda de 

un ansa de Digralsky se esparció realizando de esta forma la siembra por tapizado 

(Figura 3), repitiéndose el procedimiento para cada levadura, donde posteriormente se 

llevaron a incubar a 26ºC, completándose así el primer pase. 

En la figura 4 se observan los tubos de ensayo con las levaduras recuperadas y las 

placas de Petri ya sembradas. Los tubos de ensayo que contenían las levaduras para 

su conservación se llevaron a refrigeración a 4ºC. 

Figura 3. Siembra en tapizado              Figura 4. Levaduras recuperadas y sembradas 

en las placas Petri (primer pase).   

 

 

 

 

 

Para la siembra se utilizaron 2 medios de cultivo diferentes para cada levadura con el 

fin de poder observar en cuál de ellos se desarrollaban mejor, quedando distribuidas 

como se observa en la tabla 5. 
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Tabla 5. Medios de cultivo utilizados para cada levadura. 

LEVADURA PDA CM920 GPYA 

Debaryomyces 

hansenii 

X  X 

Kluyveromyces 

marxianus 

X X  

Pichia fermentans X X  

 
Para el segundo y tercer pase (Figuras 5 y 6) el procedimiento que se siguió fue el 

siguiente: pasadas 24 horas de incubación de las levaduras en las placas Petri y 

previa preparación y esterilización en autoclave de tubos de ensayo con medio de 

cultivo PDB, se tomó una muestra de los microorganismos con la ayuda de un asa y 

se pasó a los tubos de ensayo. Seguidamente se tomó 0,1 ml de la suspensión y se 

depositó en placas de Petri nuevas, 0,1ml en cada una de ellas, donde con la ayuda 

de un ansa de Digralsky se esparció realizando de esta forma la siembra por tapizado, 

repitiéndose el procedimiento para cada levadura, llevándolas posteriormente a 

incubar a 26ºC. 

Figura 5. Levaduras de Kluyveromyces marxianus segundo pase.                                                    

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Siembra de Debaryomyces hansenii tercer pase. 
 
a.                                                            b. 

 

 

 

 

  

 
a. Extracción de la levadura.; b. Siembra en tapizado. 
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Ya con los subcultivos de las levaduras obtenidos en el tercer pase, se realizan los 

ensayos de difusión en disco y de concentración mínima inhibitoria, garantizando de 

este modo que están en la fase de crecimiento apropiada para estas determinaciones. 

3.3. Ensayos de actividad antimicrobiana mediante pruebas de difusión en 

disco 

Se utilizó el método originalmente descrito por Bauer et al., (método de Kirby-Bauer). 

Este método de difusión en disco o en pozo fue estandarizado y es actualmente 

recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados 

Unidos (Ramírez y Marín, 2009, p. 264). Este método se utilizó para determinar el 

potencial antibacteriano del aceite esencial de O. compactum sobre las 3 levaduras. A 

placas Petri con diferentes medios de cultivo sólido se les agregó una suspensión de 

0,1 mL de 106 ufc/mL de cada microorganismo, las cuales se sembraron en superficie. 

Para los tres microorganismos (K. marxianus, D. hansenii y P. fermentans) se 

utilizaron para el ensayo tanto el medio PDA (Potato Dextrose Agar) como el medio 

agar y leche con 0% de grasa (mezcla de Agar Agar Polvo como agente gelatinizante 

+ leche 0,3% de materia grasa como fuente de nutrientes) y el medio agar y leche con 

3,6% de materia grasa, ambos con el mismo porcentaje de agar que PDA. Para la 

determinación se utilizaron discos estériles de 9mm de diámetro, los cuales se 

colocaron uno sobre cada placa, en donde se adicionó diferentes cantidades de aceite 

esencial de orégano. Posteriormente las placas se incubaron a 26 ºC durante 72 

horas. Finalmente se realizaron durante 3 días las mediciones en mm de los diámetros 

de los halos que se formaron a causa de la inhibición.  

El efecto de la concentración (CE) se realizó para poder determinar qué volumen de 

AE tenía un efecto inhibidor sobre el crecimiento de las levaduras en el ensayo de 

difusión en disco. Con esta técnica de cultivo se utilizaron cantidades de AE de 40, 20, 

10, 5 y 2,5 µl en cada uno de los medios y en los cuales se realizaron pruebas por 

triplicado. 

3.4. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC) 

3.4.1. Método de dilución en caldo 

El método de dilución en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana es 

utilizado para determinar la concentración mínima inhibitoria (MIC) (CLSI, 1999), la 

cual es definida como la concentración más baja de sustancia que puede inhibir el 

crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24 horas. 

En la técnica de dilución en caldo, son utilizados tubos o microplacas (microdilución) 

que contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. El organismo en 

estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las microplacas y la MIC es 

determinada después de la incubación (Wilkinson, 2006). Los métodos de 

microdilución en caldo son una técnica útil para determinar MIC en un gran número de 

muestras. 
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3.4.2. Determinación de la MIC 

La cuantificación de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalúa 

habitualmente mediante algunas de las variantes de los métodos de dilución. La MIC 

se ha establecido como "gold Standard" frente a otros métodos que evalúan 

susceptibilidad antimicrobiana; además de confirmar resistencias inusuales, da 

respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es 

indeterminado (NCCLS, 1997). Se puede realizar en microdilución para lo cual se 

escogen las placas que tienen 96 pocillos (12 mm x 8 mm), en las que se estudia en 

cada una de ellas, el mismo microorganismo, 8 antimicrobianos y 11 diluciones (la 

última columna se suele utilizar como control de crecimiento) o viceversa. Las placas 

de microdilución deben sellarse con adhesivo para evitar la evaporación del medio de 

cultivo cuando se incuben. Tras la incubación se observa la turbidez o se procede a la 

adición del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). Las 

células vivas y metabólicamente activas son capaces de reducir el MTT, de color 

amarillo en solución a formazán, compuesto insoluble que precipita en forma de 

cristales violeta, evidenciando de esta forma actividad metabólica (Gil et al, 1999, p. 

89). 

El MTT es usado en estudios de proliferación celular ya que es posible cuantificar la 

actividad de la deshidrogenasa presente en las células vivas, esta enzima reduce el 

Tetrazolio (MTT) a formazán, el cual es insoluble en agua y posee una coloración 

purpura, permitiendo correlacionar la viabilidad en los cultivos (Martínez et al, 2013, p. 

71). 

 Se realizó un primer ensayo con esta técnica para evaluar el comportamiento de las 

levaduras frente al aceite esencial de orégano (en adelante AE) en medios de 

cultivo caldo Mueller-Hinton (MH), leche desnatada (0,3% grasa) y leche entera 

(3,6% grasa), 1 microplaca para cada medio, en donde el procedimiento que se 

siguió fue que en la primera columna de las 12 se adicionó 200 µl de AE disuelto en 

Dimetil sulfóxido (DMSO) (concentración de 40 µl/mL) en cada pocillo (figura 7), y 

en las 11 restantes se adicionó 100 µl de medio MH en cada pocillo (figura 8). 

Seguidamente se tomaron 100 µl de la solución de AE antes preparada y se 

mezclaron con los 100 µl de medio MH de la columna contigua al AE, de esta 

mezcla se toman 100 µl y se mezclan con la columna siguiente, repitiéndose el 

proceso hasta la columna 12, quedando disoluciones cada vez más pequeñas del 

AE. Posteriormente se adicionó nuevamente 95 µl de medio MH en cada pocillo, 

quedando un total de 195 µl en cada pocillo. Por último, de los 8 pocillos que hay en 

el ancho de la microplaca, se dejaron los extremos como testigos y los 6 restantes 

se utilizaron 2 para cada levadura, en donde a cada pocillo se le adicionó 0,5 µl del 

inoculo (figura 9) completándose un volumen total por pocillo de 200 µl; a 

continuación se llevan las microplacas a un agitador a 150 rpm por 2 minutos y 

después se llevan a incubar a 26ºC durante 24 horas. Como se mencionó 

anteriormente, este procedimiento se realizó de la misma forma para las 

microplacas con leche 0,3% y 3,6% de grasa como medio de cultivo. las 3 

microplacas sembradas se pueden observar en la figura 10. 
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Figura 7. Adición de AE                        Figura 8. Adición de leche entera como medio 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Siembra de las levaduras 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Microplacas recién sembradas con las levaduras en cada uno de los 

medios de cultivo. 

 
a.                                                         b.                                                         c. 
 
a. Microplaca con medio de cultivo leche Entera (3,6% de grasa). 

b. Microplaca con medio de cultivo leche desnatada (0,3% de grasa). 

c. Microplaca con medio de cultivo caldo Mueller-Hinton. 
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Después de la incubación, se añadió a cada uno de los pocillos 25 ml de 3 - (4,5 

dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT) (Sigma Vida Ciencia), 

disuelto en dimetil sulfóxido (0,8 mg / ml) y se incubó durante 1 h con el fin de 

permitir que los microorganismos viables metabolizaran el colorante MTT de color 

amarillo a formazán, el cual se presenta como la formación de cristales color 

violeta. El MIC se considera a partir de la primera columna que no presente cambio 

de color (Ruiz et al. 2012). Para corroborar los resultados obtenidos se extrajeron 

10 µl de muestra de los pocillos que no tenían coloración y se sembraron en placas 

Petri. 

 El segundo ensayo se realizó con algunas modificaciones como fueron la siembra 

de solo 1 microplaca en medio de cultivo caldo extracto de malta al 2% de glucosa, 

el cual no se esterilizó sino que se filtró de manera manual; se sembró en este caso 

10 µl de cada microorganismo, los cuales se mezclaron cada uno aparte con el 

medio antes de adicionarlos en cada pocillo. El procedimiento de siembra y 

disoluciones del AE con el medio fue el mismo que se realizó en el primer ensayo. 

Por último se llevó a incubación por 48 h; después de la incubación no se adicionó 

ningún colorante (MTT) para observar los resultados sino que se realizó la siembra 

de cada uno de los pocillos de la microplaca en unas sección de una placa Petri. 

Con la ayuda de un rotulador se realizaron marcas en la base de cada placa Petri 

para delimitar 6 secciones. De este modo para sembrar los 12 pocillos con las 

diluciones de cada microplaca se utilizaron 2 placas Petri por repetición. Este 

ensayo se realizó por duplicado para cada levadura. 

3.5. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos se utilizó el programa estadístico IBM SPSS 

versión 21.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) con el cual se realizaron los test 

convencionales para determinar las medias y las desviaciones estándar; y para 

determinar las diferencias entre muestras se realizó el test de Tukey, utilizando un 

nivel de significancia de p ≤ 0,05. Así mismo, se realizó el análisis de varianza 

(ANOVA) univariante para cada una de las levaduras. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Composición del aceite 

En la tabla 6 se resume la composición del aceite esencial de O. compactum 

proveniente de la empresa Herbes del molí S.L. después de haber sido analizado por 

GC-MS y comparado los espectros obtenidos con la librería de identificación del 

software. En la tabla se muestra el tiempo de retención de cada uno de los 

componentes así como el porcentaje relativo del área de cada compuesto respecto al 

área total del cromatograma determinado por la inyección en el GC/FID. 

Tabla 6. Composición del aceite esencial de Origanum compactum determinado por 

cromatografía gaseosa. 

Compuesto Tiempo de retención 
(minutos) 

% Área del perfil total  

α-felandreno 9,091 0,51 

Trans-beta-ocimeno 9,401 0,69 

Canfeno 9,963 0,09 

3-octanona 10,667 0,10 

Mirceno 10,796 1,63 

α-felandreno 11,629 0,23 

Trans-beta-ocimeno 11,733 0,07 

α-terpineno 11,986 2,10 

Para-cimeno 12,287 9,69 

Limoneno 12,444 0,33 

Sabineno 12,579 0,20 

1,8-cineol 12,665 0,08 

trans-beta-cimeno 12,826 0,07 

γ-terpineno 13,530 16,31 

Terpinoleno 14,630 0,13 

Para-cymenil 14,833 0,11 

α-terpinoleno 15,018 1,34 
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3,5-heptadien-2-uno 15,884 0,05 

Acetato de cis-carvyl 16,951 0,04 

4-terpineol 18,944 0,39 

thimyl metil éter 21,338 0,09 

Timol 23,750 16,76 

Carvacrol 24,330 46,78 

Trans-cariofileno 30,259 1,93 

α-humuleno 31,890 0,09 

β-bisaboleno 33,852 0,05 

δ-cadineno 34,461 0,06 

Óxido de cariofileno 37,600 0,08 

 
Como se puede observar en la tabla anterior, en el análisis realizado al AE de O. 

compactum por cromatografía gaseosa se identificaron 28 compuestos diferentes los 

cuales representan el 100% del perfil total del AE. Los resultados nos reflejan que los 

componentes que se encuentran en mayor proporción o mayoritarios son el Carvacrol 

con 46,78% del área total del perfil, el Timol con 16,76%, γ-terpineno con 16,31% y el 

Para-cimeno con 9,69%. Estos valores coinciden con los conseguidos por Bouchraa,  

Achourib,  Idrissi y Hmamouchi (2003, p. 166) al analizar químicamente por GC-MS el 

AE de O. compactum donde encontraron que los compuestos predominantes de éste 

eran el carvacrol (58,1%), p-cimeno (11,4%),  timol (9,0%) y ˠ - terpineno (7,1%). Así 

mismo, estos resultados están en concordancia con Ribeiro (2011, p. 26) quien cita a 

Bouhdid, et al. (2008) los cuales evaluaron el AE de O. compactum como 

antimicrobiano y donde en su composición química encontraron que los valores de sus 

principales componentes eran carvacrol (30,53 %), timol (27,50 %) y ˠ - terpineno 

(18,20 %). De igual manera estos datos corresponden con Mezzoug et al, (2007, p. 

102) quienes encontraron que el aceite esencial de O. compactum era particularmente 

rico en carvacrol (22%), γ-terpineno (22%), timol (19%) y p -cimeno (13%). 

Las anteriores citaciones de diferentes trabajos científicos nos muestran que el 

resultado obtenido en cuanto a la composición química del AE de O. compactum 

fueron muy similares; las diferencias se podrían dar debido a que como menciona 

Viuda Martos et al. (2008) donde dice que esta variabilidad depende de varios 

factores, incluyendo las condiciones climáticas locales y ambientales (temperatura, 

duración del día, el sol, la lluvia, etc.), la temporada, la ubicación geográfica, la 

geología, los nutrientes, parte de la planta y el método utilizado para obtener el AE. 

Por lo que podemos ver en los resultados anteriores, el AE de O. compactum y en 

general de la mayoría de especies de orégano, 2 de los componentes mayoritarios son 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103002757
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103002757
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103002757
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103002757
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103002757#AFF2
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103002757
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103002757
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383571807000691
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el carvacrol y el timol los cuales según son García y Palou (2008) son compuestos 

fenólicos que están presentes de manera natural en especies como el orégano y el 

tomillo; éstos presentan actividad antimicrobiana en ciertos microorganismos de 

interés en alimentos. Básicamente, su mecanismo de acción consiste en cambiar la 

permeabilidad de la membrana citoplasmática provocando la salida del material 

intracelular y por consiguiente provocando la muerte de los microorganismos. 

4.2. Actividad antimicrobiana determinada por prueba de difusión en disco 

En las tablas 7, 8, y 9, se describen los datos de la media y desviación estándar de los 

diámetros de los halos de inhibición medidos durante 3 días consecutivos, obtenidos 

para K. marxianus ante las diferentes cantidades de aceite esencial y medios de 

cultivo. 

Tabla 7. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos de 

inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Kluyveromyces 

marxianus CECT 1043. Halos medidos durante 3 días de incubación, en medio de 

cultivo PDA, para cada cantidad de aceite esencial adicionado. El halo incluye los 9 

mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Diámetro en mm 

Día 1 Día 2 Día 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ ds 

0 0  0   0 0  0  0  

2,5 36,33 5,26  32,55  3,77  21,66  2,91  

5 42,22  1,39  39,66  1,32  35,33  1,80  

10 40,44  3,64  42,33  4,09  38,00  4,24  

20 47,55  2,45  48,22  2,43  41,44  3,04  

40 45,44  4,33  47,11  5,71  43,33  5,67  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

La tabla anterior nos muestra las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 

las placas Petri en medio PDA, en donde al realizar el análisis estadístico con el test 

de Tukey nos arrojó que las cantidades de AE de 10, 20 y 40 µl del día 1 al día 2 el 

diámetro del halo tendió a aumentar y en el tercero disminuyo; y en las cantidades de 

2,5 y 5 µl de AE la tendencia fue a disminuir tanto del día 1 al día 2 como del 2 al 3. 

Dado que el tiempo recomendado de incubación de levaduras es de 3 días 

consideramos que es la medida que nos proporciona una mejor estimación de la 

capacidad conservante.    

En la figura 11 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 
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Día 1 

 

 

 

 
               10 µl                                   20 µl 

Día 2 

 

 

 

 

                 2,5 µl                                   10 µl                                      40 µl 

Día 3 

 

 

 

 

                2,5 µl                                      10 µl                                      40 µl 

Figura 11. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra K. marxianus en medio PDA. 

Tabla 8. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos de 

inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Kluyveromyces 

marxianus CECT 1043. Halos medidos durante 3 días de incubación, en LECHE 

DESNATADA (0,3% materia grasa) como medio de cultivo, para cada cantidad de 

aceite esencial adicionado. El halo incluye los 9 mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Diámetro en mm 

Día 1 Día 2 Día 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ ds 

0 0  0  0  0  0  0  

2,5 21,44  2,18  22,00  1,11  21,44  1,87  

5 21,44  2,06  26,00  2,17  26,11  1,69  

10 25,00  1,87  28,55  1,13  28,77  0,83  
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20 21,00  3,08  31,88  1,45  31,66  1,41  

40 21,55  2,40  33,66  0,86  33,22  0,66  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

En la tabla anterior se pueden ver las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 

las placas Petri en medio leche desnatada; después de realizar el test de Tukey se 

pudo observar que los diámetros de los halos de las diferentes cantidades de AE 

adicionadas a excepción del control, tendieron a aumentar su tamaño del día 1 al día 

2, siendo las cantidades de 20 y 40 µl las que tuvieron un mayor crecimiento; así 

mismo, del día 2 al día 3 solo las cantidades de 5 y 10 µl siguieron teniendo un 

crecimiento muy leve, contrario a las otras que tendieron a disminuir su tamaño. 

En la figura 12 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 

Día 1 

 

 

 

 

              20 µl                                       

Día 2 

 

 

 

 

              2,5 µl                                      10 µl                                      40 µl 

Día 3 

 

 

 

 

                2,5 µl                                       10 µl                                         40 µl 
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Figura 12. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra K. marxianus en medio leche desnatada. 

Tabla 9. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos de 

inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Kluyveromyces 

marxianus CECT 1043. Halos medidos durante 3 días de incubación, en LECHE 

ENTERA (3,6 % materia grasa) como medio de cultivo, para cada cantidad de aceite 

esencial adicionado. El halo incluye los 9 mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Diámetro en mm 

Día 1 Día 2 Día 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ ds 

0  0 0  0  0  0  0  

2,5 16,22  0,66  16,66  0,70 16,55  0,52  

5 17,66  0,86  17,55  0,88  17,44  0,72  

10 20,55  1,42  20,33  1,11  20,11  1,05  

20 20,22  0,66  20,00  0,50  20,00 0,50  

40 20,55  1,50  21,11  1,05  21,00  0,86  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

La tabla anterior resume las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 

las placas Petri en medio leche entera; al realizar el análisis estadístico se pudo 

observar que solo las cantidades de 2,5 y 40 µl de AE tuvieron un leve crecimiento del 

diámetro del halo entre los días 1 y 2, y en las dosis de 5, 10 y 20 µl de AE no se 

presentó crecimiento; de igual manera, del día 2 al día 3 ninguna de las cantidades de 

AE evaluadas mostraron crecimiento de sus halos, tornándose este constante.  

En la figura 13 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 

Día 1 

 

 

 

 

                2,5 µl                                       5 µl                                         40 µl 

Día 2 
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                 2,5 µl                                       5 µl                                         40 µl 

Día 3 

 

 

 

 

                2,5 µl                                         5 µl                                           40 µl 

Figura 13. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra K. marxianus en medio leche entera. 

De forma global para los 3 diferentes medios de cultivo evaluados, después de realizar 

el análisis estadístico de Tukey para el tiempo o los días en que se hicieron las 

mediciones en los 3 medios, se pudo ver que si hubo diferencias significativas entre el 

día 2 y los días 1 y 3, los cuales estos últimos no presentaron diferencias significativas 

entre sí, en donde sus diámetros fueron de 23,2 y 23,1 mm respectivamente en 

comparación al día 2 que fue de 24,8 mm. 

En cuanto al medio de cultivo si se presentaron diferencias significativas entre los 3, 

obteniéndose mayor diámetro de halo en el medio PDA con 33,4 mm, seguido del 

medio leche semidesnatada con 21,8 mm y por último el de leche entera con un 

diámetro de 15,8 mm. Estos resultados nos podrían señalar que la grasa de la leche 

puede causar cierta protección a los microorganismos haciendo que no les afecte 

mucho la acción antimicrobiana del AE de O. compactum. 

Así mismo, para las diferentes cantidades de AE evaluadas también se encontraron 

diferencias significativas entre los tratamientos a excepción de los volúmenes de 20 y 

40 µl que obtuvieron diámetros de 31,3 y 31,8 mm respectivamente, lo que 

estadísticamente nos dice que no se presentó diferencias significativas entre ellos; de 

igual manera estos dos volúmenes evaluados mostraron los mayores diámetros de 

halos seguidos de las cantidades de 10 µl con 29,3 mm, 5 µl con 27,0 mm y 2,5 µl con 

22,7 mm; en cuanto al tratamiento control, no presentó ninguna formación de halo. 

Los anteriores datos de las mediciones del diámetro del halo según el medio de 

cultivo, el día de medición y la cantidad de AE adicionado se resumen en la tabla 10.  

Tabla 10. Resumen del análisis estadístico para Kluyveromyces marxianus de las 

pruebas post hoc de Tukey del diámetro del halo según el medio de cultivo, tiempo en 

días de la medición y la cantidad de aceite esencial de Origanum compactum. 

  Medio Tiempo (Días) Cantidad de AE (µl) 

PDA LD LE 1 2 3 0 2,5 5 10 20 40 
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Diámetro 
halo 

33,4 
a 

21,8 
b 

15,8 
c 

23,2 
a 

24,8 
b 

23,1 
a 

0,0 
a 

22,7 
 b 

27,0 
c 

29,3 
d 

31,3 
e 

31,8 
e 

 
En las tablas 11, 12, y 13 se describen los datos de la media y desviación estándar de 

los diámetros de los halos de inhibición medidos durante 3 días consecutivos, 

obtenidos para D. hansenii ante las diferentes cantidades de aceite esencial y medios 

de cultivo. 

Tabla 11. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos 

de inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Debaryomyces 

hansenii CECT 11379. Halos medidos durante 3 días de incubación, en medio de 

cultivo PDA, para cada cantidad de aceite esencial adicionado. El halo incluye los 9 

mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Ø 1 Ø 2 Ø 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ ds 

0 0  0   0 0  0  0  

2,5 38,55 3,35  33,11  2,42  20,88  3,78  

5 44,77  1,78  44,55  2,29  39,33  1,87  

10 49,66  4,30  49,77  4,35  44,33  4,50  

20 49,77  2,68  50,33  3,12  46,44  3,50  

40 48,66  3,46  49,00  2,34  44,55  1,87  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

La tabla anterior nos muestra las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 

las placas Petri en medio PDA, en donde al realizar el análisis estadístico con el test 

de Tukey nos arrojó que las cantidades de AE de 5, 10, 20 y 40 µl del día 1 al día 2 el 

diámetro del halo tuvo un muy leve crecimiento a excepción del de 2,5 µl que 

disminuyó; del día 2 al 3 la tendencia de todos los volúmenes evaluados fue a 

disminuir, notándose una reducción más fuerte en el de 2,5 µl de AE en comparación a 

las demás que tuvieron un descenso más leve.    

En la figura 14 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 

Día 1 
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                2,5 µl                                     5 µl                                       40 µl 

Día 2 

 

 

 

 

                   2,5 µl                                     10 µl                                       40 µl 

Día 3 

 

 

 

 

                 2,5 µl                                        10 µl                                         40 µl 

Figura 14. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra D. hansenii en medio PDA. 

Tabla 12. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos 

de inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Debaryomyces 

hansenii CECT 11379. Halos medidos durante 3 días de incubación, en LECHE 

DESNATADA (0,3% materia grasa) como medio de cultivo, para cada cantidad de 

aceite esencial adicionado. El halo incluye los 9 mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Diámetro en mm 

Día 1 Día 2 Día 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ ds 

0 0  0  0  0  0  0  

2,5 17,33  1,22  20,00  1,32  18,00  1,87  

5 15,33  1,22  24,88  2,20  23,88  2,71  

10 16,33  1,00  29,44  1,01  28,77  0,66  

20 17,33  1,87  28,88  2,47  28,00  2,00  

40 15,77  0,97  33,11  1,90  32,22  1,71  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

En la tabla anterior se pueden ver las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 
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las placas Petri en medio leche desnatada; después de realizar el test de Tukey se 

pudo observar que los diámetros de los halos de las 5 cantidades de AE adicionadas a 

excepción del control, tendieron a aumentar el diámetro del halo del día 1 al día 2, 

notándose un crecimiento muy pronunciado en las cantidades de 5, 10, 20 y 40 µl de 

AE y un poco menos en el de 2,5 µl; del día 2 al día 3 todas las cantidades de AE 

evaluadas tendieron a disminuir su tamaño de forma leve. 

En la figura 15 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 

Día 1 

 

 

 

 

              2,5 µl  

Día 2 

 

 

 

 

              2,5 µl                                        10 µl                                              40 µl 

Día 3 

 

 

 

 

                 2,5 µl                                        10 µl                                         40 µl 

Figura 15. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra D. hansenii en medio Leche desnatada. 

Tabla 13. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos 

de inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Debaryomyces 

hansenii CECT 11379. Halos medidos durante 3 días de incubación, en LECHE 
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ENTERA (3,6 % materia grasa) como medio de cultivo, para cada cantidad de aceite 

esencial adicionado. El halo incluye los 9 mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Diámetro en mm 

Día 1 Día 2 Día 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ ds 

0  0 0  0  0  0  0  

2,5 16,11  0,60  15,66  0,50 15,33  0,50  

5 18,88  1,05  18,00  1,11  17,22  0,97  

10 22,55  1,13  20,11  0,60  19,22  0,66  

20 22,33  1,11  21,11  0,78  20,33 0,50  

40 26,22  1,20  21,88  0,60  21,33  0,70  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

La tabla anterior resume las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 

las placas Petri en medio leche entera; al realizar el análisis estadístico se pudo 

observar que todas las cantidades de AE evaluadas tendieron a disminuir el diámetro 

del halo del día 1 al día 2, notándose más acentuado este descenso en las de 10 y 40 

µl; de igual manera, del día 2 al día 3 la tendencia fue a reducir de tamaño en todas 

los tratamientos pero de una manera muy atenuada. 

En la figura 16 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 

Día 1 

 

 

 

 

                2,5 µl                                           5 µl                                            20 µl 

Día 2 

 

 

 

 

2,5 µl                                        10 µl                                         40 µl 
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Día 3 

 

 

 

 

                2,5 µl                                        10 µl                                         40 µl 

Figura 16. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra D. hansenii en medio Leche entera. 

De forma general para los 3 diferentes medios de cultivo evaluados, después de 

realizar el análisis estadístico de Tukey para el tiempo o los días en que se hicieron las 

mediciones en los 3 medios, se pudo ver que si hubo diferencias significativas entre el 

día 2 y los días 1 y 3, los cuales estos últimos no presentaron diferencias significativas 

entre sí, donde sus diámetros fueron de 23,31 y 23,32 mm respectivamente en 

comparación al día 2 que fue de 25,54 mm. 

En cuanto al medio de cultivo si se presentaron diferencias significativas entre los 3, 

obteniéndose mayor diámetro de halo en el medio PDA con 36,3 mm, seguido del 

medio leche semidesnatada con 19,4 mm y por último el de leche entera con un 

diámetro de 16,4 mm. Estos resultados nos siguen señalando que la grasa de la leche 

puede causar cierta protección a los microorganismos reduciendo la acción 

antimicrobiana del AE de O. compactum. 

Igualmente, para las diferentes cantidades de AE evaluadas también se encontraron 

diferencias significativas entre los tratamientos a excepción de los volúmenes de 10 y 

20 µl que obtuvieron diámetros de 31,13 y 31,61 mm respectivamente, que no 

presentaron diferencias significativas entre ellos; el análisis estadístico también nos 

refleja que el mayor diámetro de halo se obtuvo con la adición de 40 µl de AE donde 

alcanzó un diámetro de 32,5 mm seguido de las cantidades de 10 µl y 20 µl 

mencionados sus diámetros anteriormente, 5 µl con 27,4 mm y 2,5 µl con 21,6 mm; en 

cuanto al tratamiento control, no presentó ninguna formación de halo. 

Los anteriores datos de las mediciones del diámetro del halo según el medio de 

cultivo, el día de medición y la cantidad de AE adicionado se resumen en la tabla 14.  

Tabla 14. Resumen del análisis estadístico para Debaryomyces hansenii de las 

pruebas post hoc de Tukey del diámetro del halo según el medio de cultivo, tiempo en 

días de la medición y la cantidad de aceite esencial de Origanum compactum. 

  Medio Tiempo (Días) Cantidad de AE (µl) 

PDA LD LE 1 2 3 0 2,5 5 10 20 40 

Diámetro 
halo 

36,3 
a 

19,4 
b 

16,4 
c 

23,3 
a 

25,5 
b 

23,3 
a 

0,0 
a 

21,6 
 b 

27,4 
c 

31,1 
d 

31,6 
d 

32,5 
e 
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En las tablas 15, 16, y 17 se describen los datos de la media y desviación estándar de 

los diámetros de los halos de inhibición medidos durante 3 días consecutivos, 

obtenidos para P. fermentans ante las diferentes cantidades de aceite esencial y 

medios de cultivo. 

Tabla 15. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos 

de inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Pichia fermentans 

CECT 1455. Halos medidos durante 3 días de incubación, en medio de cultivo PDA, 

para cada cantidad de aceite esencial adicionado. El halo incluye los 9 mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Diámetro en mm 

Día 1 Día 2 Día 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ Ds 

0 0  0   0 0  0  0  

2,5 30,77 2,68  28,22  2,48  24,33  1,22  

5 35,44  2,83  31,00  1,93  30,00  3,04  

10 35,66  2,23  36,11  1,53  35,11  1,76  

20 38,77  2,72  37,77  1,85  36,44  2,45  

40 47,11  6,37  44,88  4,70  43,55  4,74  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

La tabla anterior nos muestra las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 

las placas Petri en medio PDA; al realizar el análisis estadístico con el test de Tukey 

nos arrojó que en las cantidades de AE de 2.5, 5, 20 y 40 µl del día 1 al día 2 el 

diámetro del halo disminuyo y solo el de 10 µl de AE tuvo crecimiento; del día 2 al 3 el 

diámetro de los 5 volúmenes evaluados siguió disminuyendo, notándose una 

reducción un poco mayor en el de 2,5 µl de AE en comparación a los demás que 

tuvieron un descenso más leve. 

En la figura 17 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 

Día 1 

 

 

 

 

                 2,5 µl                                    10 µl                                       40 µl 
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Día 2 

 

 

 

 

                2,5 µl                                           10 µl                                        40 µl 

Día 3 

 

 

 

 

                 2,5 µl                                           10 µl                                          40 µl 

Figura 17. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra P. fermentans en medio PDA. 

Tabla 16. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos 

de inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Pichia fermentans 

CECT 1455. Halos medidos durante 3 días de incubación, en LECHE DESNATADA 

(0,3% materia grasa) como medio de cultivo, para cada cantidad de aceite esencial 

adicionado. El halo incluye los 9 mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Diámetro en mm 

Día 1 Día 2 Día 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ Ds 

0 0  0  0  0  0  0  

2,5 13,88  0,60  15,55  0,52  14,55  0,88  

5 14,55  0,52  15,22  0,66  14,55  0,52  

10 15,44  0,52  15,44  0,52  15,22  0,44  

20 16,22  0,66  16,00  0,50  16,11  0,60  

40 16,44  0,88  16,33  0,70  16,33  0,70  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

En la tabla anterior se pueden ver las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 

las placas Petri en medio leche desnatada; después de realizar el test de Tukey se 

pudo observar que del día 1 al día 2 así como del día 2 al 3 los diámetros de los halos 
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donde se adicionó 10, 20 y 40 µl de AE no tuvieron prácticamente ningún cambio en 

su tamaño, pero en los volúmenes de 2,5 y 5 µl si hubo crecimiento entre el día 1 al 2, 

reflejándose un aumento más notable en el de 2,5 µl que en el de 5 µl de AE; de igual 

manera estos dos últimos del día 2 al día 3 reflejaron una disminución de sus 

diámetros de halo, siendo el de 2,5 µl de AE el que tuvo un descenso más apreciable. 

En la figura 18 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 

Día 2 

 

 

 

 

                2,5 µl                                           10 µl                                          40 µl 

Día 3 

 

 

 

 

                 2,5 µl                                           10 µl                                          40 µl 

Figura 18. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra P. fermentans en medio Leche desnatada. 

Tabla 17. Datos de media y desviación estándar de los diámetros (mm) de los halos 

de inhibición del aceite esencial de Origanum compactum sobre Pichia fermentans 

CECT 1455. Halos medidos durante 3 días de incubación, en LECHE ENTERA (3,6 % 

materia grasa) como medio de cultivo, para cada cantidad de aceite esencial 

adicionado. El halo incluye los 9 mm del disco. 

CANTIDAD 
de  AE   

(µl) 

Diámetro en mm 

Día 1 Día 2 Día 3 

ẋ ds ẋ ds ẋ Ds 

0  0 0  0  0  0  0  

2,5 15,11  0,33  15,11  0,33 13,77  1,20  

5 14,44  0,52  14,44  0,52  14,44  0,52  

10 15,22  0,44  15,22  0,44  15,22  0,44  

20 17,33  0,70  17,55  0,72  17,55 0,72  
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40 17,88  0,60  18,11  0,78  18,00  0,86  

N=9 

ẋ: promedio, ds: desviación estándar 

La tabla anterior resume las medidas promedio de los diámetros de los halos 

obtenidos en los 3 días de seguimiento según la cantidad de AE que se adicionaba a 

las placas Petri en medio leche entera; al realizar el análisis estadístico se pudo 

observar que las cantidades de 2,5, 5 y 10 µl de AE, del día 1 al día 2 el diámetro del 

halo se mantuvo estable, pero el de los volúmenes de 20 y 40 µl si presentaron un 

leve crecimiento; del día 2 al día 3 la tendencia del tamaño del halo de los volúmenes 

5, 10 y 20 µl fue a mantenerse sin ningún cambio, contrario a los de 2,5 y 40 µl de AE 

que presentaron reducción de sus diámetros, siendo el de 2,5 µl el que mostró un 

descenso más marcado que el de 40 µl que fue muchísimo más leve.  

En la figura 19 se muestran algunas imágenes de los halos formados durante los 3 

días de seguimiento. 

Día 1 

 

 

 

 

                  2,5 µl                                           10 µl                                          40 µl 

Día 2 

 

 

 

 

                  2,5 µl                                           10 µl                                          40 µl 

Día 3 

 

 

 

 

                  2,5 µl                                           10 µl                                          40 µl 



 

47 

 

Figura 19. Imágenes de halos de inhibición del aceite esencial de O. compactum 

contra P. fermentans en medio Leche entera. 

De forma general para los 3 diferentes medios de cultivo evaluados, después de 

realizar el análisis estadístico de Tukey para el tiempo o los días en que se hicieron las 

mediciones en los 3 medios, se pudo ver que si hubo diferencias significativas entre el 

día 3 y los días 1 y 2, los cuales estos últimos no presentaron diferencias significativas 

entre sí, donde sus diámetros fueron de 19,1 y 18,7 mm respectivamente en 

comparación al día 3 que fue de 18,0 mm; notándose que a medida que pasaron los 

días el diámetro del halo fue disminuyendo. 

En cuanto al medio de cultivo se presentó una diferencia significativa muy notable 

entre los medios leche desnatada (LD) y leche entera (LE) frente a PDA, donde en 

este último se obtuvo un diámetro de halo de 29,7 mm, mucho mayor que los otros 2 

medios, los cuales alcanzaron diámetros de 13,3 mm el de LE y 12,8 mm el de LD. 

Estos resultados nos terminan de señalar que la grasa de la leche puede causar cierta 

protección a los microorganismos haciendo que no les afecte mucho la acción 

antimicrobiana del AE de O. compactum. 

Para las diferentes cantidades de AE evaluadas se encontraron diferencias 

significativas entre todos los tratamientos, en donde el mayor diámetro de halo se 

obtuvo con el volumen de 40 µl de AE donde alcanzó un diámetro de 26,5 mm seguido 

de las cantidades de 20 µl con 23,7 mm, 10 µl con 22,0 mm, 5 µl con 20,4 mm y 2,5 µl 

con 19,0 mm; en cuanto al tratamiento control, no presentó ninguna formación de halo. 

Los anteriores datos de las mediciones del diámetro del halo según el medio de 

cultivo, el día de medición y la cantidad de AE adicionado se resumen en la tabla 18.  

Tabla 18. Resumen del análisis estadístico para Pichia fermentans de las pruebas 

post hoc de Tukey del diámetro del halo según el medio de cultivo, tiempo en días de 

la medición y la cantidad de aceite esencial de Origanum compactum. 

  Medio Tiempo (Días) Cantidad de AE (µl) 

PDA LD LE 1 2 3 0 2,5 5 10 20 40 

Diámetro 
halo 

29,7 
a 

12,8 
b 

13,3 
b 

19,1 
a 

18,7 
a 

18,0 
b 

0,0 
a 

19,0 
 b 

20,4 
c 

22,0 
d 

23,7 
e 

26,5  
f 

 
Para tener una idea del grado de efecto antimicrobiano que tuvo el AE de O. 

compactum de origen ecológico frente a las 3 levaduras evaluadas, se tomó como 

referencia los test de susceptibilidad de las levaduras de la empresa Rosco 

Diagnostica, las cuales están basadas en los estándares de la CLSI, específicamente 

de la Anfotericina B sobre diferentes especies de Candida; estos resultados se pueden 

observar en la tabla 19. 

Tabla 19. Prueba de sensibilidad del AE de Origanum compactum de origen ecológico 

frente a Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii y Pichia fermentans, bajo 

el método de difusión en disco, tomando como referencia la sensibilidad de especies 

de Candida ante Anfotericina B en concentración de 10 µg. 
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  Anfotericina B como referencia (10 µg) 

Medio Halo en 10 µl de AE (mm) Diámetro de la zona en 
mm 

S I R 

≥ 15 14-10 ≤ 10 

K. marxianus PDA 29 X     

LD 19,77 X     

LE 11,11   X   

D. hansenii PDA 35,33 X     

LD 19,77 X     

LE 10,22   X   

P. 
fermentans 

PDA 26,11 X     

LD 6,22     X 

LE 6,22     X 

S: Sensible; I: Intermedio; R: Resistente 
PDA: Agar de patata y dextrosa; LD: leche desnatada; LE: leche entera 
 
En la tabla anterior podemos ver que según los datos de referencia, el AE de O. 

compactum con el método de difusión en disco tuvo efecto antimicrobiano sobre K. 

marxianus y D. hansenii de grado sensible en los medios PDA y Leche Desnatada, 

pero en Leche Entera tuvieron una sensibilidad intermedia; para Pichia fermentans el 

AE tuvo efecto sensible en medio PDA pero en los medios Leche Desnatada y Leche 

Entera no presentó sensibilidad es decir demostró resistencia al aceite. 

Con el uso del AE O. compactum de origen ecológico, los datos promedio obtenidos 

de los diámetros de los halos con 2,5 µl de AE en K. marxianus (22,7mm), D. hansenii 

(21,6 mm) y P. fermentans (19 mm), son menores en comparación a los obtenidos por 

CIANI, et al. (2000) quienes evaluaron el aceite esencial de Satureja montana L. en 46 

especies de levaduras, entre ellas K. marxianus (6141), D. hansenii (4025) y P. 

membranifaciens (3810) en donde con volúmenes de 0,6 y 0,3 µl de AE obtuvieron 

diámetros de halo en mm de ++ y 16; 25 y 20; y 28 y 20 respectivamente (++: 

inhibición en todo el plato). 

En otro ensayo realizado por Brr et al. Quienes aislaron e identificaron un total de 158 

cepas de levadura de 23 especies provenientes de 60 muestras aleatorias de 

hamburguesa fresca de pollo, filete, y almuerzo (20 de cada uno),  recuperaron 

especies de Candida, Debaryomyces, Pichia entre otras, con las cuales probaron los 

extractos de plantas de canela, clavo, ajo y tomillo; en donde en el ensayo para D. 

hansenii utilizaron concentraciones v/v de 5, 10 y 20 de cada AE, obteniendo 

diámetros de halo para canela de 8, 11 y 17 mm; clavo 0, 12 y 23 mm; Ajo 0, 3 y 11 

mm y tomillo 12, 16 y 26 mm. Estos resultados son menores a los obtenidos con O. 

compactum para la misma levadura donde se obtuvieron diámetros de halo de 27.4, 

31.1 y 31.6; también se puede notar que los diámetros del AE de tomillo fue el que 

más se acercó al de O. compactum posiblemente por contener en común uno de sus 

componentes mayoritarios como es el timol. 
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También podemos ver en diferentes estudios que el orégano ha sido utilizado como 

antibacteriano, resultando efectivo en muchas de estas, uno de ellos es el estudio 

realizado por Saðdiç et al. (2005) quienes evaluaron 18 extractos de especias contra 

23 cepas bacterianas entre patógenos y Lactobacilos. Entre los extractos estaba el 

Origanum vulgare L. con el cual en su estudio obtuvieron halos de inhibición de 21,3 

mm contra S. aureus ATCC 28213 y 19 mm en ATCC 2392; para E. coli ATCC 25922 

fue de 18 mm y para Yersinia enterocolitica ATCC 1501 fue de 19,3 mm; diámetros de 

halo muy parecidos a los encontrados en las levaduras evaluadas en este ensayo las 

cuales estuvieron entre 19 y 32,5 mm. 

En cuanto al uso de AE en general como antimicrobianos, un estudio realizado por 

Gulluce et al. (2007) al evaluar la actividad antimicrobiana y antioxidante del aceite 

esencial y extracto metanol de Mentha longifolia ssp. longifolia frente a 38 

microorganismos, 23 bacterias y 15 especies de hongos y levaduras, encontraron que 

las zonas de inhibición máxima y valores de MIC de las levaduras y hongos sensibles 

al aceite esencial de M. longifolia  ssp. longifolia fueron 12-35 mm y 31,25 a 125 µl/ml, 

respectivamente; resultados similares en cuanto a diámetros de halos pero no mucho 

para la MIC a los obtenidos para las 3 levaduras evaluadas con O. compactum, donde 

se tuvieron datos de 19-32,5 mm y 1,5625 a 3,125 µl/ml respectivamente. 

Como se pudo notar en términos generales, en los ensayos realizados con el método 

de dilución en agar,  los medios que contenían leche desnatada (LD) (0,3% materia 

grasa) y leche entera (LE) (3,6% materia grasa) tuvieron diámetros de halo menores 

en las 3 levaduras evaluadas, especialmente en la LE, en comparación con el medio 

PDA; esto posiblemente se dio debido a la protección que ejerce la grasa a las 

levaduras ante la acción del AE; esto se puede confirmar con lo encontrado por Smith, 

Stewart y Fyfe (2001) quienes evaluaron la eficacia de los aceites esenciales de laurel, 

clavo, canela y tomillo como conservantes de alimentos naturales, en quesos bajos en 

grasa y queso de pasta blanda con toda la grasa contra Listeria monocytogenes y 

Salmonella enteritidis; en donde los cuatro aceites al 1%, en el queso bajo en grasa, 

redujeron a L. monocytogenes; En contraste, en el queso con toda su grasa, el aceite 

de clavo de olor fue el único que lo redujo; de igual manera, el AE de tomillo demostró 

ser ineficaz contra S. enteritidis en el queso con toda su grasa, sin embargo, fue igual 

de efectivo que los otros tres aceites en el queso bajo en grasa. 

Igualmente, otro ensayo que confirma la protección que ejerce la grasa ante los AE es 

el de Tassou et al. (1995) quienes evaluaron el AE de menta en los productos con alta 

grasa como el paté y la ensalada con huevas de pescado, los cuales exhibieron poco 

efecto antibacteriano contra L. monocytogenes y S. enteritidis, mientras que en pepino 

y ensalada de yogur (bajo en grasa) el mismo AE fue mucho más eficaz. 

Por último en cuanto a este punto comentar que según Shelef, (1984), generalmente 

los altos niveles de grasa y/o proteína en los productos alimenticios protegen las 

bacterias de la acción de los AE de alguna manera, mientras que los niveles de sal y 

agua aumentan su acción. 

Lo mencionado anteriormente pudo haber influenciado un poco en la toma de medidas 

de los diámetros de los halos de inhibición, especialmente en el ensayo con leche 
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entera y en las cantidades de 2.5, 5 y un poco en el de 10 µl de AE, en donde fue muy 

difícil hacer la medición ya que también el medio al ser de color blanco y las colonias 

tener un color similar provocaron que se presentara este inconveniente y por lo tanto 

pudo influir en la precisión de toma de las mismas. 

4.3. Actividad antimicrobiana en medio líquido 

Los resultados obtenidos en las microplacas en el primer ensayo realizado con la 

técnica de microdilución se pueden observar en la figura 20. Así mismo, en la tabla 20 

se muestran los resultados obtenidos en las placas de Petri sembradas con el 

contenido de los pocillos que delimitaban la MIC después de 6 días de incubación. 

a.                                                b.                                              c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Microplaca con medio de cultivo leche Entera (3,6% de grasa). 

b. Microplaca con medio de cultivo leche desnatada (0,3% de grasa). 

c. Microplaca con medio de cultivo caldo Mueller-Hinton. 

Figura 20. Microplacas 2 horas después de la adición del colorante MTT. 

Como se puede observar en la figura anterior, al adicionar el colorante se presentó 

tinción donde el AE de O. compactum estaba más concentrado y donde había menos 

concentración del aceite no se presentó cambio de color. Este resultado según Ruiz et 

al. 2012 nos indicaría que los microorganismos crecieron donde había mayor 

concentración de AE que donde había menor concentración, ya que éstos manifiestan 

que “se tiñen los pocillos donde hay actividad de los microorganismos debido a que 

éstos transforman el MTT de color amarillo a lila”. Un resultado muy dudoso y 

contradictorio después de conocer los resultados obtenidos con el método de difusión 

en disco donde nos refleja el efecto antimicrobiano que tiene éste aceite frente a las 

levaduras en estudio. 

AE 100% 

AE 0,048% 
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Tabla 20. Resultados de las placas de Petri sembradas con el contenido de los 

pocillos de las 3 microplacas evaluadas para verificar la MIC de cada una de las 

levaduras. 

 CALDO MULLER HINTON 

Contenido Pocillo Concentración AE 
(µl/ml) 

Crecimiento 

Control 2da fila 50 No 

K. Marxianus 3ra fila 25 Si 

D. Hansenii 3ra fila 25 Si 

P. fermentans 3ra fila 25 Si 

 LECHE DESNATADA (0,3% de materia grasa) 

Contenido Pocillo Concentración AE 
(µl/ml) 

Crecimiento 

Control 5ta fila 6,25 No 

K. Marxianus 6ta fila 3,125 No 

D. Hansenii 5ta fila 6,25 Si 

P. fermentans 6ta fila 3,125 Si 

 LECHE ENTERA (3,6 % de materia grasa) 

Contenido Pocillo Concentración AE 
(µl/ml) 

Crecimiento 

Control 4ta fila 12,5 No 

K. Marxianus 7ma fila 1,562 Si 

D. Hansenii 6ta fila 3,125 Si 

P. fermentans 6ta fila 3,125 Si 

 
Así mismo, en la tabla anterior podemos ver los resultados de las posibles MIC de las 

levaduras en los diferentes medios de cultivo, los cuales no se han podido determinar 

con exactitud en la mayoría de las pruebas debido a que se ha presentado crecimiento 

de microorganismos donde se creía que había inhibición por parte del AE, creándonos 

desconfianza de los resultados obtenidos.  

Debido a los anteriores resultados que nos generaron muchas dudas, para resolverlas 

se tomó la decisión de realizar un nuevo ensayo en donde como se mencionó 

anteriormente se modificó el medio de cultivo para las levaduras, la cantidad de 

inoculo añadida (10 µl en vez de 5 µl por pocillo), no se esterilizó el medio sino que se 

filtró, se incubó a 30 ºC, no se añadió ningún colorante sino que para determinar el 

MIC se sembraron los contenidos de los pocillos en placas de Petri, cada una dividida 

con rotulador en 6 secciones. 

Teniendo en cuenta las modificaciones mencionadas para el segundo ensayo con la 

técnica de microdilución, la figura 21 nos permite observar un poco en los pocillos de 

la microplaca (según la turbidez) donde hubo y donde no crecimiento de las levaduras 

dependiendo de la concentración del AE de O. compactum, lo cual es lo que nos 

determina la MIC de cada uno de los microorganismos. 
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Por lo anterior y debido a que los resultados visuales de turbidez que se presentan en 

la microplaca no nos dan mucha seguridad de cuál es la MIC exactamente, en las 

figuras 22, 23 y 24 se muestra el crecimiento que tuvieron K. marxianus,  D. hansenii y 

P. fermentans respectivamente, en medio PDA según las diferentes concentraciones 

del AE (siembra proveniente de los pocillos de la microplaca), las cuales fueron 

determinantes para confirmar la MIC de cada una de las levaduras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Turbidez de los pocillos de la Microplaca tras 72 horas de incubación, lo 

cual indica la presencia de microorganismos. 

En la figura anterior se puede observar que algunos pocillos presentan turbidez y otros 

no, lo que nos indica que donde está más transparente es porque ha actuado el AE de 

O. compactum como antimicrobiano evitando el crecimiento de las levaduras, contrario 

donde se ve más turbio lo cual nos indica que hay presencia de los microorganismos y 

lo cual se pudo comprobar al hacer la siembra del contenido de cada pocillo en placas 

Petri, como se ve en las siguientes figuras. 

 

 

 

 

 

Figura 22. Placas de Petri sembradas con K. marxianus para determinar la MIC del 

AE de Origanum compactum. 

AE 100% 
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AE 0,048% 
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En la figura anterior se puede observar que en la placa de Petri que contiene 

concentraciones de AE desde 100% hasta 3,125% no hubo crecimiento de 

microorganismos y en el segundo donde contiene concentraciones de aceite desde 

1,562% hasta 0,048% si se presentó crecimiento de microorganismos, lo que nos 

indica que la MIC para esta levadura es de 3,125%. 

  

 

 

 

 

Figura 23. Placas de Petri sembradas con D. hansenii para determinar la MIC del AE 

de Origanum compactum. 

Se puede observar en la figura anterior que en las primeras 7 concentraciones 

diferentes de AE correspondientes desde 100% hasta 1,562% no se presentó 

crecimiento de microorganismos y en las restantes hasta 0,048% sí hubo crecimiento; 

lo que nos indica que la MIC para D. hansenii es de 1,562%. 

 

 

 

 

 

Figura 24. Placas de Petri sembradas con P. fermentans para determinar la MIC del 

AE de Origanum compactum. 

La figura anterior nos permite apreciar que se presentaron resultados de crecimiento 

de microorganismos en las concentraciones de AE desde 0,781% hasta 0,048% y en 

las de 100% hasta 1,562% no se presentó crecimiento, con lo que se deduce que la 

MIC para esta levadura es 1,562% de AE de O. compactum. 

En la tabla 21 se resume los resultados de los datos de la concentración mínima que 

evita el crecimiento microbiano para cada una de las levaduras. 

Tabla 21. Concentración mínima inhibitoria (MIC) de cada una de las 3 levaduras 

evaluadas. 

LEVADURA MIC en µl/ml 

Kluyveromyces marxianus 3,125 

Debaryomyces hansenii 3,125 
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Pichia fermentans 1,5625 

 
En cuanto a los resultados de la MIC vemos que los datos obtenidos para D. hansenii 

son más altos que el estudio hecho por D'auria et al. (2001) quienes evaluaron la 

actividad antifúngica del aceite esencial Melaleuca alternifolia Maiden (Myrtaceae) 

frente a levaduras (Candida spp., Schizosaccharomyces pombe, D. hansenii) y 2 

especies de dermatofitos, en donde encontraron que las MIC variaron de 0,12% a 

0,50% (v/v) para las levaduras; datos menores que el obtenido con O. compactum 

contra D. hansenii que fue de 3,125 µl/ml. 

Así mismo, Biavati, Özcan y Piccaglia (2004) evaluaron los AE de Satureja cuneifolia y 

Thymbra sintenisii subsp. Isaurica contra diversas bacterias (Gram+ y Gram-) y 

levaduras; entre estas últimas K. marxianus (6165) y P. membrefaciens (6215) las 

cuales obtuvieron datos de MIC de 1000 y 400 ppm para S. cuneifolia y 1200 y 600 

ppm para T. sintenisii subsp. Isaurica respectivamente. Estos datos son también 

menores en comparación a los obtenidos con O. compactum de origen ecológico 

evaluado contra K. marxianus y P.fermentans donde se obtuvieron datos de 3,125 y 

1,56 µl/ml respectivamente. 

De igual forma, los resultados obtenidos son también mayores para D. hansenii y 

Kluyveromyces marxianus en comparación al ensayo llevado a cabo por Canillac y 

Mourey (1995) quienes evaluaron el poder antimicrobiano de los AE de abeto (Abies 

alba P. Miller) y pino (Pinus pinaster Sol.) contra 3 cepas de Brevibacterium linens, 1 

de Micrococcus, 2 de Debaryomyces hansenii y 1 de Kluyveromyces lactis; en donde 

el método de dilución reveló que la MIC fue mucho más baja para las dos cepas de D. 

hansenii (0,02 a 0,04%) que para los otros microorganismos (MIC ≥ 0,25%).  

En el ensayo realizado por Tyagi et al. (2014) al evaluar la actividad anti-hongos del 

aceite de hierba de limón (LGO) contra 8 levaduras contaminantes de alimentos entre 

ellas P. fermentans, obtuvieron de manera general para las levaduras valores de MIC 

de 0,28 hasta 1,3 mg/ml y específicamente para P. fermentans fue de 0,56 mg/ml. 

Este dato es menor en comparación al obtenido en este ensayo para P. fermentans 

donde la MIC fue de 1,56 µl/ml. 

Los resultados de MIC para las 3 levaduras evaluadas obtenidos en el presente 

trabajo con O. compactum son similares a los obtenidos en el ensayo realizado por 

Prakash et al. al evaluar el AE de Origanum majorana y algunos conservantes 

orgánicos contra la cepa aflatoxigénica de Aspergillus flavus (LHP-6), en donde los 

resultados de la MIC oscilaron entre 2,0 µl/ml y 3,0 µl/ml (3 µl/ml en O. majorana) y 

entre 3 y más de 10 µl/ml para los conservantes orgánicos; se puede ver que para K. 

marxianus y D. hansenii los resultados de la MIC son muy cercanos (3,125 µl/ml) pero 

para P. fermentans fueron mayores (1,56  µl/ml). El trabajo de los autores nos permite 

también confirmar la efectividad que tienen los AE, incluido el nuestro, como 

antibacterianos y que además presentan mejores resultados que los compuestos 

orgánicos. 

Como es sabido y confirmado mediante el análisis de la composición química del AE 

de O. compactum, el carvacrol es uno de los componentes mayoritarios de este aceite 
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y el cual según Lambert et al. (2001) en una mezcla adecuada con timol puede ejercer 

una inhibición total en algunas bacterias y haciendo que el impacto del sabor sea más 

pequeño ya los AE de algunas especies de orégano tienden a ser muy fuertes 

organolépticamente. Lo anterior se confirma con un ensayo realizado por Burt (2004) 

quien evaluó el efecto antibacteriano del carvacrol contra Listeria monocytogenes en 

leche semi desnatada como medio de cultivo, obteniendo una MIC de 0,3-0,45 µl/ml. 

Un dato que nos permite deducir que el AE de O. compactum, debido a su 

composición química, puede ser utilizado como antibacteriano. 

 Sabiendo que dentro de los componentes mayoritarios del AE de O. compactum de 

origen ecológico se encuentran el carvacrol y timol, podemos asegurar que este AE 

puede ser utilizado como antifúngico, ya que la investigación llevada a cabo por Zabca 

y Pavela (2013) nos lo confirma debido a que evaluaron la eficacia antifúngica de 21 

fenoles  diferentes en 6 hongos filamentosos con el método de dilución en agar y 

encontraron que el timol y carvacrol fueron los más eficaces, en donde las MIC50 de 

timol oscilaron entre 30 y 52 µg/ml-1 y las MIC100 entre 76 y 255 µg ml-1. Para 

carvacrol, los valores de las MIC50  oscilaron entre 37 y 76 µg/ml-1, y las MIC100 entre 

131 y 262 µg/ml-1. 

En general, en cuanto a la MIC para los diferentes AE contra bacterias y hongos según 

Arcila et al. los valores se han establecido entre 0.28-1.27 µg/ml y 0.65-1.27 µg/ml 

respectivamente. Datos que el AE de O. compactum de origen ecológico supera al ser 

utilizado en levaduras. 

Se puede ver entonces que hay diferencias entre los métodos de difusión en disco y 

microdilución en caldo en cuanto a la sensibilidad de los microorganismos, tal y como 

lo señala Hammer et al., (1999) al decir que la MIC para un AE en particular, en un 

aislado bacteriano particular, generalmente ha demostrado ser ligeramente inferior en 

caldo que en agar. Pero hay que tener en cuenta que los mecanismos de acción de los 

2 métodos son diferentes y por lo tanto hay que tener muy claro para que se está 

evaluando o como va ser la forma de uso del antimicrobiano, ya que este bien puede 

usarse mezclado con los ingredientes del alimento o bien utilizado como películas 

comestibles o como parte del empaquetado que no hace contacto con el alimento, 

como son los empaques al vacío en donde se adiciona una capa del aceite para que  

se vaya liberando poco a poco su acción antimicrobiana; es así que para este último, 

el método que más se adaptaría sería el de difusión en disco. En el presente trabajo 

se evaluaron los 2 métodos con el fin de conocer el comportamiento que tenían las 3 

levaduras ante el AE de O. compactum en estos medios y así tener información amplia 

para futuros usos en la industria agroalimentaria. 

Como se comentó anteriormente en los métodos utilizados, durante la prueba de 

microdilución en caldo en el primer ensayo los resultados no fueron los esperados, ya 

que cuando se adicionó el colorante MTT lo que se esperaba era que se tiñeran los 

pocillos en donde había actividad microbiana que se suponía eran donde el AE estaba 

menos concentrado, pero sucedió lo contrario ya que se tiñeron donde las 

concentraciones eran de 100, 50 y 25%, y hasta algunos de los pocillos testigo lo cual 

nos generó muchas dudas para la determinación de la MIC, por lo que se optó por un 

segundo ensayo en el cual se realizaron una serie de modificaciones como que solo 
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se realizó en un medio de cultivo (caldo de maltosa al 2% de glucosa), no se utilizó 

colorante, entre otras, pero la técnica fue la misma; una de las modificaciones que fue 

la que nos permitió determinar con mayor precisión la MIC fue el de sembrar en placas 

Petri previamente divididas en 6 con rotulador sobre el reverso, cada uno de los 

contenidos de los pocillos de la microplaca, realizando 2 repeticiones por levadura. Es 

así que para determinar la MIC de levaduras en las diferentes leches, para futuros 

ensayos se recomienda realizar el ensayo con las modificaciones realizadas en el 

segundo ensayo de microdilución en caldo del presente trabajo. 

Por ultimo comentar que debido a las características de los AE en cuanto a parte 

organoléptica, ya que son sustancias un poco fuertes de sabor y olor; que en el caso 

de  O. compactum proveniente de cultivo ecológico utilizado en este trabajo, estas 

características están menos acentuadas que O. vulgare; y debido a que como el 

objetivo de este ensayo es el uso del AE de O. compactum en productos lácteos; las 

futuras utilizaciones de este aceite serian sobre alimentos que contengan especias, 

aromatizantes o películas biodegradables, tal como lo menciona Sánchez-González et 

al. (2011) donde comenta que una forma para paliar los intensos aromas de los 

aceites u otros efectos indeseables (toxicidad) es mediante la incorporación de estos 

compuestos naturales en películas biodegradables, ya que de este modo, se requiere 

menos cantidad de aceite que cuando se administran directamente en el alimento. 

Lo anterior también coincide con Burt (2004) quien comenta que en vista de sus 

propiedades organolépticas, los AE más fácilmente se podrían incorporar en los 

alimentos manufacturados que se asocian tradicionalmente con hierbas (platos 

salados como carnes y pescados, quesos, platos de verduras, sopas y salsas) o con 

especias (bebidas y postres que contengan frutas y / o productos lácteos). 
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5. CONCLUSIONES 

Mediante el análisis por cromatografía de gases pudimos ver que los componentes 

mayoritarios que tiene el aceite esencial de Origanum compactum proveniente de 

cultivo ecológico son Carvacrol con 46,78%, Timol 16,76%, γ-terpineno 16,31% y 

Para-cimeno 9,69%. 

En la prueba de difusión en disco se constata que el AE de O. compactum es efectivo 

frente a las levaduras evaluadas: Kluyveromyces marxianus y Debaryomyces hansenii 

son sensibles en los medios PDA y Leche Desnatada; y en Leche Entera presentan 

sensibilidad intermedia; Pichia fermentans es sensible en medio PDA, pero es 

resistente al AE en leche Desnatada y Leche Entera. 

En la prueba de microdilución en medio extracto de malta glucosado D. hansenii y P. 

fermentans son más sensibles al AE de Origanum compactum que K. marxianus. 

La efectividad antimicrobiana del AE de O. compactum es excelente en medio de 

cultivo pero se reduce en leche y en especial en leche entera, esto indica que la grasa 

de la leche ejerce un efecto protector en las levaduras ante la acción del AE. 

Las cantidades recomendadas de AE de O. compactum de origen ecológico para 

futuras aplicaciones en productos lácteos aromatizados o especiados (finas hierbas…) 

desnatados para la inhibición de K. marxianus es 2,5 µl y para D. hansenii 5 µl; en 

cuanto a productos con 3,6% de grasa para inhibir a K. marxianus 10 µl y entre 10 y 20 

µl para la inhibición de D. hansenii. Se requieren más estudios por MIC para evaluar la 

efectividad de este AE para inhibir el crecimiento de P. fermentans pues a la vista de 

los ensayos por difusión en disco en productos lácteos el aceite esencial de O. 

compactum  muestra escasa efectividad frente a esta levadura. 
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