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RESUMEN

Introduccion: La resistencia antimicrobiana es un problema mundial, se buscan
alternativas para el control de microorganismos, el uso de aceites esenciales y estructuras
como las zeolitas ha generado interés por su actividad antimicrobiana. Por esta razon en
esta investigacion se evalu6 un sistema zeolita—aceite esencial de Thymus vulgaris frente

a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Objetivo: Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de un sistema zeolita—aceite
esencial de Thymus vulgaris previamente desarrollado frente a cepas ATCC de

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Metodologia: Para el desarrollo de esta investigacién se empleé un enfoque cuantitativo,
con un disefio experimental, descriptivo, transversal y de laboratorio in vitro. Se evalud la
actividad antimicrobiana del sistema mediante la determinacion de la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Resultados: Se obtuvo inhibicion del crecimiento en la técnica de CMI a las
concentraciones del 100 % y 50 % para ambos microorganismos. En la técnica de CMB se
confirmo la actividad microbicida total en el 100 % de las réplicas evaluadas al 100 % y 50
% de concentracion. La dilucién al 25 % mostro pérdida de la efectividad, con mas de 300
colonias por placa.

Conclusion: El sistema evaluado presenté actividad antimicrobiana frente a ambas cepas
bajo las condiciones del laboratorio. Las concentraciones del 100 % y 50 % mostraron
mayor actividad, mientras que al 25 % se observo pérdida marcada de efectividad en las
condiciones experimentales evaluadas para las cepas de referencia utilizadas en este

estudio.

Palabras clave: Zeolita, Thymus vulgaris, actividad antimicrobiana, Concentracion minima

inhibitoria (CMI), Concentracion minima bactericida (CMB).
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ABSTRACT

Introduction: Antimicrobial resistance is a global problem, and alternatives for controlling
microorganisms are being sought. The use of essential oils and materials such as zeolites
has generated interest due to their antimicrobial activity. For this reason, this study evaluated
a zeolite—Thymus vulgaris essential oil system against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli.

Objective: To determine the in vitro antimicrobial activity of a previously developed zeolite—
Thymus vulgaris essential oil system against ATCC strains of Staphylococcus aureus and

Escherichia coli.

Methodology: A quantitative approach was used for this study, employing a descriptive,
cross-sectional, in vitro laboratory experimental design. The antimicrobial activity of the
system was evaluated by determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the

Minimum Bactericidal Concentration (MBC).

Results: Growth inhibition was observed in the MIC assay at concentrations of 100% and
50% for both microorganisms. In the MBC assay, total microbicidal activity was confirmed
in 100% of the replicates evaluated at 100% and 50% concentrations. The 25% dilution
showed a loss of effectiveness, with more than 300 colonies per plate.

Conclusion: The evaluated system exhibited antimicrobial activity against both strains
under laboratory conditions. Concentrations of 100% and 50% showed greater activity, while
at 25% a marked loss of effectiveness was observed under the experimental conditions

evaluated for the reference strains used in this study.

Keywords: Zeolite, Thymus wvulgaris, antimicrobial activity, minimum inhibitory

concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC).

Leonardo Tigre Orozco 4



, Universidad
6 Catolica
de Cuenca

Carrera de Bioguimica y Farmacia

ABREVIATURAS

AE: Aceite esencial

ATCC: American Type Culture Collection

Ca?*: lon calcio

CMB: Concentracion minima bactericida

CMI: Concentracién minima inhibitoria

DMSO: Dimetilsulfoxido

EE: Esencia/aceite esencial

E. coli: Escherichia coli

MBC: Minimum Bactericidal Concentration

MIC: Minimum Inhibitory Concentration

MHB: Mueller-Hinton Broth (caldo Mueller-Hinton)
MHA: Mueller-Hinton Agar (agar Mueller-Hinton)
NacCl: Cloruro de sodio

OD: Densidad optica

PCA: Agar para Recuento en Placa

S. aureus: Staphylococcus aureus

Zn2*: lon zinc
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l. INTRODUCCION

Cuando los microorganismos logran resistir los tratamientos convencionales, la
medicina moderna se queda sin armas. Esta realidad describe a la resistencia
antimicrobiana: un problema de salud publica mundial que prolonga el internamiento
hospitalario y, en casos graves, cuesta vidas. Gran parte de esta crisis deriva del
manejo inadecuado de los farmacos disponibles. Mas alla del evidente peligro
clinico, existe un fuerte impacto econémico para el afectado debido a la falta de
terapias efectivas. Es por ello que nuestra investigacion se plantea, ante todo, la
necesidad de hallar nuevos compuestos con propiedades antimicrobianas que

sirvan como futuras vias de tratamiento (1).

Dentro de los microorganismos de mayor importancia destacan Staphylococcus
aureus y Escherichia coli que son responsables de multiples infecciones tanto extra
como intrahospitalarias, Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo que forma
parte de la microbiota normal de piel y mucosas cuando esta supera las barreras
del hospedero puede ocasionar dafios a nivel cutdneo, osteoarticulares,
respiratorias, cardiovasculares y septicemias, tiene la capacidad para desarrollar
multiples mecanismos de resistencia, como la formacion de proteinas fijadoras de
penicilina modificadas y la formacién de biofilms, ha favorecido la aparicion de cepas
resistentes a penicilina (MRSA), consideradas como un grave problema por la

dificultad que representan para las opciones terapéuticas (2).

Por otro lado, Escherichia coli es un bacilo Gram negativo presente en la microbiota
intestinal de humanos y animales, pero determinadas cepas poseen factores de
virulencia capaces de provocar infecciones urinarias, gastrointestinales,
septicemias y multiples enfermedades de importancia clinica. En la actualidad el
incremento de cepas productoras de S-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y
otros mecanismos de resistencia han reducido significativamente la eficacia de
numerosos antibidticos, convirtiéndola en una de los principales agentes implicados

en multiples infecciones de atencion sanitaria (3).

Leonardo Tigre Orozco 8



. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca

Carrera de Bioguimica y Farmacia

Es por esta razon que se ha hecho evidente que el desarrollo de alternativas
terapéuticas que emplean productos naturales ha demostrado una actividad
bastante interesante por la gran variedad de metabolitos bioactivos y por la
oportunidad de ejercer mecanismos de accién multiples contra tales bacterias y que
de esta forma se reduce la probabilidad de un desarrollo de resistencia, entre los
compuestos se encuentran los aceites esenciales de plantas medicinales, los cuales
han demostrado actividad in vitro bastante interesante frente a diferentes bacterias
y que cuentan con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antifangicas, lo

gue los ha vuelto nuevos agentes antimicrobianos (4).

Entre las plantas con mayor potencial ha sobresalido Thymus vulgaris de la familia
Lamiaceae, que ha sido utilizado dentro de la medicina tradicional en multiples
ocasiones debido a sus distintas propiedades terapéuticas, el aceite esencial
contiene esencialmente timol y carvacrol que son compuestos fenélicos que son
responsables de la mayor parte de su actividad biolégica. Adicional, han
demostrado que con estos compuestos, se altera la membrana citoplasméatica
bacteriana, incrementa su permeabilidad, provocando la pérdida de algunos

componentes intracelulares e interferir en procesos metabdlicos importantes (5).

Estos metabolitos ejercen una accion bacteriostatica y bactericida frente a diferentes
microorganismos, incluidos Staphylococcus aureus y Escherichia coli pero la
eficacia antimicrobiana puede verse afectada por factores como concentracion,
tiempo de exposicion, la composicion quimica del aceite y la capacidad de difusion
de sus componentes activos en el medio de cultivo, esto nos ha llevado a la
busqueda de sistemas que permitan proteger los compuestos volatiles, mejorar su

estabilidad y favorecer una liberacidon mas controlada en el sitio de accion (6).

Por esta razon el uso de materiales porosos como las zeolitas representa una
alternativa prometedora, las mismas son aluminosilicatos cristalinos con una
estructura tridimensional altamente organizada, tienen la presencia de canales y
cavidades microscopicas que les confieren una elevada capacidad de adsorcién e

intercambio i6nico, esto ha favorecido su utilizacion en diversas areas, incluyendo

Leonardo Tigre Orozco 9
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aplicaciones ambientales, industriales, farmacéuticas y biomédicas, especialmente

como sistemas de transporte y liberacidén controlada de compuestos bioactivos (7).

La incorporacion de aceites esenciales en matrices de zeolita puede ofrecer
multiples ventajas, entre ellas la proteccion frente a la volatilizacion y degradacion
de los compuestos activos, el aumento de su estabilidad quimica y la liberacién
gradual del agente antimicrobiano, favoreciendo un efecto prolongado sobre los
microorganismos, por esta razon la combinacion de un soporte inorganico con un
compuesto natural representa una estrategia innovadora para potenciar la eficacia
antimicrobiana y ampliar las posibilidades de aplicacion de los aceites esenciales
en el &mbito clinico (8).

Por ello, planteamos evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de un sistema
compuesto por zeolita modificada con cationes (Ca?t/ Zn2*) y aceite esencial de
Thymus vulgaris frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
mediante la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB), con el propésito de determinar la
efectividad de esta formulacién hibrida y contribuir al desarrollo de nuevas

alternativas frente a bacterias de importancia clinica.

Leonardo Tigre Orozco 10
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO TEORICO.
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l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

Situacion problematica: La basqueda de nuevas opciones en la batalla contra las
bacterias ha generado un mayor interés por el uso de productos naturales y/o
materiales con propiedades antimicrobianas. Se incluyen los aceites esenciales
como fuente de compuestos bioactivos entre ellos; en particular, el aceite de
Thymus vulgaris ha demostrado ser efectivo contra microorganismos por la

existencia de metabolitos con propiedades antimicrobianas.

Sin embargo, el uso directo de los aceites esenciales se encuentra limitado por
caracteristicas como su volatilidad, estabilidad y solubilidad. Las zeolitas, debido a
Su estructura porosa y capacidad de intercambio cationico, se ha identificado su
potencial para emplearse como materiales de soporte para la incorporacion de
sustancias bioactivas. La modificacion de la zeolita mediante intercambio catiénico
con Ca?" y Zn?* y su posterior incorporacion con aceite esencial de T. vulgaris
constituye una alternativa que requiere evaluacién microbiol6gica para determinar

su capacidad de inhibir y eliminar microorganismos.

Con el fin de lograr un completo entendimiento respecto del mecanismo de accion
antimicrobiana del sistema desarrollado se considera de relevancia la
caracterizacion de metabolitos secundarios extraidos del aceite esencial de Thymus
vulgaris cuya importancia radica en timol y carvacrol. A partir de este tipo de
compuestos se ha logrado originar un mecanismo de accion antimicrobiano que se
basa en alterar la permeabilidad de la membrana citoplasmatica bacteriana, tal
mecanismo es el responsable de que se genere una despolarizacion de la

membrana, fuga de iones vitales y en consecuencia la lisis celular.

Una degradacion prematura de estos compuestos, cuando son expuestos a la luz,
al oxigeno, o a aumentos de temperatura, van a limitar la aplicacion directa de los

mismos. Al incorporar el aceite dentro la red tridimensional de la zeolita se busca
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resguardar estas moléculas bioactivas de la adversidad ambiental, asegurando asi

un perfil de liberacion en el tiempo controlado y extendido.

La inclusion de cationes bivalentes como Ca2*+ y Zn2+ en la matriz de la zeolita
modifica la estructura superficial del aluminosilicato e introduce un efecto
antimicrobiano complementario. Mientras que el ion calcio (Ca?t) contribuye a
estabilizar la red cristalina y a modular la retencion de los principios activos, el zinc

(Znz+) posee una actividad antibacteriana intrinseca reconocida.

El zinc interactia con los grupos tiol de las proteinas bacterianas, inactiva enzimas
clave y genera especies reactivas de oxigeno que dafian el material genético del
microorganismo. La combinacién de estos cationes con el aceite esencial sobre el
soporte poroso permite disefiar un material hibrido inorganico-organico con un

espectro de accion potencialmente ampliado.

Asimismo, la eleccién de Staphylococcus aureus y Escherichia coli como modelos
biolégicos responde a sus marcadas diferencias estructurales en la pared celular.
Las bacterias Gram positivas (S. aureus) poseen una gruesa capa de peptidoglicano
gue, aunque rigida, es permeable a moléculas lipofilicas de pequefio tamafio. En
contraste, la membrana externa de las bacterias Gram negativas (E. coli), rica en
lipopolisacéaridos, actia como una barrera selectiva que restringe la entrada de
agentes hidréfobos. Evaluar el sistema zeolitica-aceite es esencial frente a ambos
grupos bacterianos; cuyo permitird esclarecer si el soporte modificado facilita el
transporte de los compuestos activos a través de la membrana externa o si la

presencia del metal incrementa la susceptibilidad del microorganismo.

La determinacion de pardmetros microbiolégicos cuantitativos como la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) proporcionara las bases metodologicas para comparar la eficacia del sistema
hibrido frente a sus componentes individuales (aceite libre, zeolita sin modificar y

zeolita catiénica).
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Problema de investigacion: Se requiere determinar experimentalmente la
actividad antimicrobiana de un sistema zeolita—aceite esencial de Thymus vulgaris
frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Si bien se
conocen las propiedades antimicrobianas del aceite esencial y las caracteristicas de
las zeolitas como materiales de soporte, es necesario establecer la eficacia del

sistema combinado mediante pardmetros microbiolégicos objetivos.

Por lo tanto, es interesante identificar en el comportamiento que tiene el soporte
inorgénico en relacion a la fase organica. La impregnacion en el interior de los poros
de la zeolita previamente modificada con Caz+ y Znz+ del aceite esencial de Thymus
vulgaris; ya que, no se considera como una mera mezcla fisica por la retencion de
las moléculas lipéfilas como es el caso del timol y el carvacrol dependen de los
equilibrios de adsorcién-desorcidn y de las restricciones estéricas que se derivan de

la geometria.

Saber si el aceite tipo esencial mantiene la conformacion bioactiva, o bien si queda
atrapado y retenido irreversible en su interior es una condicién necesaria para saber

coémo y de qué forma los principios activos se liberan al medio bacteriano.

Asimismo, la presencia del ion Zn2+ y los componentes del aceite esencial introduce
una variable critica de interaccion biolégica que debe ser caracterizada. Existe la
pregunta de si la conjuncion de dichos compuestos suscita un acto de adicion,
cooperacién mutua, o un efecto de oposicidén respecto a las membranas celulares
de los microrganismos. Aun cuando el aceite de tomillo perturba la doble capa
lipidica a través de disruptivas alteraciones de indole hidrofébica, el zinc en su
estado divalente, a medida que penetra la parte interna de la célula, descompone el

equilibrio interno de esta y altera la actividad de las enzimas.

Por otro lado, la disparidad estructural entre Staphylococcus aureus (Gram positiva)
y Escherichia coli (Gram negativa) plantea un desafio metodologico para la
estandarizacion de los ensayos microbiologicos. La barrera lipopolisacarida de E.
coli dificulta el paso de moléculas hidrofobas de alto peso molecular, mientras que
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la gruesa capa de peptidoglicano de S. aureus responde de manera distinta a los
gradientes de difusion de los cationes liberados.

Abordar este reto permitira compensar las carencias de tipo técnico en el campo de
aplicacidon de la microbiologia y de la ciencia de materiales, ademas de consolidar
el soporte necesario para poder estudiar la utilidad del composite. Asegurar que el
conjunto de zeolita - aceite esencial siga teniendo un gran potencial de caracter
antibacterial tras su fijacidbn proporcionara la justificacion necesaria para su
evolucion en fabricacion de films activos para la presentacion de alimentos,

dispositivos de uso biolégico o de desinfeccion.

.2.- JUSTIFICACION

La investigacion parte de la necesidad de generar evidencia experimental sobre la
actividad antimicrobiana de un sistema zeolita—aceite esencial de Thymus vulgaris
frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, mediante la
determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB). Esto radica en la evaluacion de un sistema que integra
un material zeolitico previamente modificado mediante intercambio catiénico con

Caz*y Zn?" y un aceite esencial de origen vegetal.

Servira para incrementar la informacion relativa a la aplicacion de aceites esenciales
y materiales zeoliticos con potencial antimicrobiano; en la esfera metodoldgica,
aportara resultados obtenidos a partir de procedimientos microbiolégicos que sean
reproducibles para la determinacion de CMI y la determinacién de CMB; y, en lo que
respecta a la aplicacion, suministrara informacién que sirva como base para la
generacion de futuras investigaciones en el marco del desarrollo y la aplicacion de

materiales antimicrobianos.

Este proyecto de titulacion se relaciona a la microbiologia, biotecnologia, productos
naturales, desarrollo de alternativas para el control microbiolégico. Entre sus
beneficios destacan el fortalecimiento de la formacién investigadora y de recursos
humanos en microbiologia experimental, el aprovechamiento cientifico de recursos

naturales y la produccion de conocimientos con potencia de aplicacion tecnoldgica
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que, sin embargo, no generan por si mismos un impacto medioambiental
significativo, ya que se trata de un proceso experimental in vitro. Los beneficiados
directos de este proceso son los investigadores, la comunidad académica vinculada

a la microbiologia y las ciencias afines.

La pertinencia de esta investigacion radica en la necesidad de contribuir a dar
respuesta a un fenomeno creciente, como es el fendmeno de la resistencia
bacteriana, a través del disefio de materiales hibridos inorganico-organicos de alto
valor afiadido. La combinacién de la matriz microporosa de la zeolita con los
fitoquimicos que utiliza el aceite de Thymus vulgaris da solucion al caracter
vulnerable que presentan los compuestos volatiles a la degradacién prematura. Al
encapsular dichos principios activos e introducir cationes bioactivos como el Zn2+se
establece una plataforma funcional para proporcionar el antibacteriano, sin
necesidad de incrementar las dosis requeridas para los efectos de inhibicién del
crecimiento bacteriano, al mismo tiempo que logra controlar la liberacion de

sustancias en el medio.

Adicional, se tiene la oportunidad de dilucidar los mecanismos de accion
multifactoriales que emergen de la interaccion entre los iones metalicos (Znz+, Cazt)
y los terpenos fendlicos (timol y carvacrol). La evaluacién simultanea sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli permite determinar si la alteracion fisica
de la pared celular inducida por el aceite esencial facilita la entrada de los cationes

de zinc o se da una competencia por los sitios de fijacién en la membrana.

Asimismo, la investigacion responde a la urgencia de valorizar los recursos
fitogenéticos mediante procesos tecnolégicos sustentables y de bajo costo. El
aprovechamiento del aceite esencial de tomillo en combinacién con zeolitas
materiales abundantes, de bajo costo y con elevada capacidad de intercambio

iGnico se enmarca en los principios de la quimica verde y la economia circular.

Demostrar la factibilidad técnica de inmovilizar compuestos bioactivos en matrices

minerales abre la puerta al reemplazo gradual de aditivos sintéticos, conservantes
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quimicos y bactericidas de alta toxicidad ambiental en cadenas productivas clave,
promoviendo el uso responsable de la biodiversidad vegetal.

Ademas, es importante para el futuro disefio de insumos funcionales en areas de
alto impacto socioeconomico, tales como el envasado activo de alimentos, la
industria textil sanitaria y la biomedicina. Disponer de datos cuantitativos precisos
sobre la CMI y CMB del sistema cargado permite definir los rangos de concentracién
efectivos que deberan incorporarse en futuras matrices poliméricas, peliculas

biodegradables o recubrimientos de superficies.

La implementacién en el laboratorio de este protocolo presenta un tipo de disefio
experimental con escasa complejidad, de riesgo biosanitario muy bajo y con un
impacto ambiental limitado, ya que, a partir de cepas de referencia ATCC bien
descritas e implicando protocolos microbiolégicos estandarizados, se tiene
garantizada la generacion de conocimiento bajo estrictos parametros de ética y
biosanidad, lo que hace posible extraer datos concluyentes sobre la actividad
antimicrobiana del composite zeolita-aceite esencial sin alterar el entorno y sin la

necesidad de modelos animales durante este periodo.

1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA

¢,Cual es la actividad antimicrobiana in vitro, determinada mediante la concentracion
minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida, de un sistema zeolita—
aceite esencial de Thymus vulgaris frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli?

1.2.2.- HIPOTESIS

El sistema zeolita—aceite esencial de Thymus vulgaris presenta actividad
antimicrobiana in vitro frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli, evidenciada mediante la determinacion de la concentracion

minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB).
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[.3.- OBJETIVOS
[.3.1.-Objetivo General:

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de un sistema zeolita—aceite esencial
de Thymus vulgaris previamente desarrollado frente a cepas ATCC de

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
1.3.2.-Objetivos Especificos:

e Elaborar un sistema zeolita—aceite esencial de Thymus vulgaris mediante la
carga del aceite esencial en una zeolita previamente modificada por
intercambio catidénico con Ca?*y zinc Zn?*, con el fin obtener un material con
un alto potencial de actividad antimicrobiana.

e Determinar la concentracidon minima inhibitoria (CMI) del sistema zeolita—
aceite esencial de Thymus vulgaris frente a cepas ATCC de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli.

e Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) del sistema zeolita—
aceite esencial de Thymus vulgaris frente a cepas ATCC de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli.

I.4.- MARCO TEORICO

|.4.1.- Antecedentes:

Micucci et al. (2020) desarrollaron una formulacion efectiva del aceite esencial de
Thymus vulgaris, los cuales evaluaron su composicion quimica y actividad
antimicrobiana. Esta formulacion presenté caracteristicas relacionadas con la
estabilidad del aceite y conservé actividad frente a microorganismos del tipo
bacteriano. La importancia radica en que demuestra la posibilidad de incluir el aceite
esencial de T. vulgaris en una matriz o sistema de formulacion para favorecer su

explotacion y conservar su actividad biologica (9).
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Tardugno et al. evaluaron los aceites esenciales extraidos de Thymus vulgaris de
los Apeninos haciendo un analisis fitoquimico y antimicrobiano frente a
microorganismos relacionados con alimentos; donde la actividad antimicrobiana de
los aceites analizados se relacion6 a la composicion quimica de los aceites

analizados con la capacidad de inhibir microorganismos (10).

Galgano et al. evaluaron in vitro el efecto del tiempo de contacto y las
concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris sobre su efecto
antibacteriano, concentraciones y tiempos de exposicion, demostrando cémo la
actividad antimicrobiana esta en funcion de la concentracién utilizada y el tiempo de

contacto con el microorganismo (11).

Alcivar-Bazurto et al. valoraron las caracteristicas antimicrobianas de un alimento
carnico confeccionado con hidrolatos de romero (Rosmarinus officinalis L.) y de
tomillo (Thymus vulgaris) en Ecuador; donde se evalué el comportamiento
microbiologico del alimento o producto cérnico en Staphylococcus aureus

encontrando diferencias en la actividad antimicrobiana segun la formulacién
utilizada (12).

En Cuenca, Astudillo Aspiazu et al. (2023) valoraron la capacidad conservante de
los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Salvia officinalis en una formulacién
cosmeética, siendo estas formulaciones inoculadas con cepas ATCC de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y
Aspergillus brasiliensis y definido su eficacia mediante la realizacion de un ensayo
de desafio microbiologico. El aceite esencial de T. vulgaris mostré inhibicion del
crecimiento microbiano durante los primeros dias de evaluacion, si bien la eficacia

vario en funcion de la concentracion y del microorganismo empleado (13).
1.4.2.- Marco referencial:

4.2.1. ACEITES ESENCIALES

Producidos y almacenados en los tejidos de plantas aromaticas y medicinales, los

aceites esenciales son mezclas complejas de sustancias organicas volatiles; se
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caracterizan por su hidrofobicidad, elevada volatilidad y la presencia de numerosos
metabolitos secundarios, constituidas especialmente por compuestos de las familias
de los terpenoides y los terpenos. La composicion quimica depende de factores
intrinsecos de la especie vegetal, las condiciones ambientales, del estado de

desarrollo de la planta y el método de extraccidén que se usa (9,10).

La volatilidad que caracteriza a los aceites esenciales tiene que ver con la mayor
presencia de moléculas de bajo peso molecular, lo que hace que sean facilmente
liberados hacia el medio ambiente y que presenten aromas caracteristicos de las
plantas de las que proceden. Esta volatilidad es la responsable de una propiedad
importante en las aplicaciones de los aceites esenciales, pero también se trata de
una limitacion cuando se quiere utilizar aceites esenciales en sistemas en los que

se quiere mantener una actividad biolégica durante largos periodos de tiempo (10).

Desde el punto de vista fisicoquimico, los aceites esenciales presentan
generalmente baja solubilidad en agua y mayor afinidad por sustancias organicas y
superficies hidrofébicas. Esta caracteristica debe considerarse durante su
evaluacién microbioldgica, debido a que puede dificultar su dispersibn homogénea
en medios de cultivo acuosos y afectar la disponibilidad de sus componentes frente
a los microorganismos. Por esta razon, la metodologia empleada para evaluar su
actividad antimicrobiana debe considerar factores como la concentracion, el

vehiculo utilizado, el tiempo de contacto y las condiciones del ensayo (9).

En el aceite esencial se encuentran monoterpenos, sesquiterpenos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, éteres y compuestos fendlicos. La accion biolégica del aceite
esencial se ve afectada por la accion de diversas moléculas y las interacciones que
se producen entre ellas; por ello, dos aceites esenciales extraidos de la misma

especie usualmente tienen diferente accion antimicrobiana (11).

La variabilidad quimica de los aceites esenciales constituye un aspecto fundamental
para su estudio. Factores como el origen geogréfico, las condiciones climaticas, la

composicion del suelo, la disponibilidad de agua, la época de cosecha, el 6rgano
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vegetal utilizado y el procedimiento de extraccion pueden modificar la proporcion de
sus componentes. En Thymus wvulgaris, estas variaciones influyen en la

concentracion de compuestos como timol, carvacrol, p-cimeno y y-terpineno (6,8).

La via del mevalonato y la del fosfato de metileritritol regula la sintesis de terpenos,
como la de fenilpropanoides, tal como demuestra el analisis de estos metabolitos
secundarios. Estas rutas determinan la composicion quimica del extracto y controlan
directamente la proporcion de las fracciones bioactivas. La interaccion de
monoterpenos oxigenados con hidrocarburos sesquiterpénicos produce efectos de
sinergia metabolica en donde la combinacion de moléculas potencia la actividad

biologica respecto a los componentes aislados (14,15).

Una caracteristica de especial interés es su actividad antimicrobiana, atribuida
principalmente a la capacidad de determinados componentes para interactuar con
las estructuras celulares de los microorganismos. Los compuestos de naturaleza
hidrofébica pueden asociarse con los componentes lipidicos de las membranas
bacterianas y alterar su organizacion y permeabilidad. Como consecuencia, pueden
producirse pérdida de componentes intracelulares, alteraciones del equilibrio idnico,
disminucién del potencial de membrana y afectacién de procesos metabdlicos
esenciales para la supervivencia bacteriana (16).

El mecanismo de accion de los aceites esenciales consiste en a difusion de los
compuestos liposolubles al interior del citoplasma induce la desnaturalizacion
masiva de proteinas enziméaticas clave, provocando la interrupcion de la cadena de
transporte de electrones y el consecuente agotamiento del trifosfato de adenosina
(ATP) (17).

Este estallido de energia provoca una inestabilidad en las bombas i6nicas
dependientes de membranas de los microbios, lo que ocasiona un flujo
descontrolado de potasio y protones que colapsa de forma irreversible el gradiente
electroquimico de los microbios. Igualmente, también se ha descrito que estas

concentraciones alteran la expresion génica relacionada a la virulencia, lo que
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disminuye significativamente la capacidad de motilidad, adhesion y de formacion de

biopeliculas en patdgenos ya resistentes (18).

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales no es uniforme frente a todos
los microorganismos, pues, tras las diferencias estructurales que presentan las
bacterias Gram positivas y Gram negativas, se dan diferencias en la susceptibilidad.
En ese sentido, la presencia de una membrana externa constituye una barrera frente
a algunos de los compuestos hidrofobicos en las Gram negativas mientras que las

bacterias Gram positivas poseen una pared celular diferente estructuralmente (9).

La utilizacion directa de los aceites esenciales presenta algunas limitaciones
relacionadas con su volatilidad, sensibilidad a factores ambientales, baja solubilidad
acuosa Yy posible pérdida de los compuestos activos durante su manipulaciéon y
almacenamiento. Estas caracteristicas han impulsado el desarrollo de estrategias
destinadas a incorporar los aceites esenciales en matrices o sistemas de soporte
gue permitan mejorar su estabilidad, manipulacién y disponibilidad; dando lugar a,
la incorporacion en materiales minerales porosos, como las zeolitas, que actuan

como matrices capaces de retener compuestos bioactivos (19,20).

La alta reactividad de sus dobles enlaces conjugados y la presencia de grupos
funcionales volatiles son desafios para los factores de degradacion ambiental como
el oxigeno molecular, la radiacion ultravioleta y el estrés térmico. La exposicion
continua a estos agentes desencadena reacciones de oxidacion, polimerizacion e
isomerizacién fotoquimica que degradan rapidamente la integridad bioactiva del
aceite esencial, produciendo derivados inactivos (17,18).

4.2.2. PRINCIPALES GRUPOS DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Los aceites esenciales son en realidad mezclas bastante complejas de metabolitos
secundarios. En su mayoria, estan formados por compuestos que pertenecen a los
terpenos y sus derivados oxigenados. La variedad y proporcion de estos
componentes son los que marcan las diferencias en sus propiedades fisicoquimicas
y bioldgicas, incluida su capacidad para combatir microorganismos. Es curioso

cémo la composicién puede cambiar dependiendo de varios factores: la especie de
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planta, el lugar de origen, las condiciones bajo las cuales se cultiva, e incluso el
método que se usa para extraerlos. Entre los grupos que realmente llaman la
atencion al caracterizar aceites esenciales, destacan los monoterpenos,

sesquiterpenos y compuestos fenélicos (10,16).
4.2.2.1. Monoterpenos

Los monoterpenos son compuestos que se forman a partir de diez &tomos de
carbono que provienen de dos unidades de isopreno. Estos compuestos son
comunes en muchos aceites esenciales, los cuales presentan hidrocarburos y
formas oxigenadas incluyendo alcoholes, aldehidos, cetonas y éteres; su alta

volatilidad juega un papel crucial en las fragancias de las plantas (21).

Entre los monoterpenos presentes en aceites esenciales se encuentran compuestos
como a-pineno, B-pineno, limoneno, y-terpineno y p-cimeno. Aunque algunos de
estos compuestos presntan actividad antimicrobiana individual, su efecto varia
dependiendo de su concentracibn y de las interacciones con los demas
componentes del aceite. Por ello, la actividad biol6gica de un aceite esencial debe
analizarse considerando su composicion global y no Unicamente la presencia de un

compuesto aislado (10).

En el aceite esencial de Thymus vulgaris, los monoterpenos tienen especial
importancia. El p-cimeno y el y-terpineno, por ejemplo, suelen encontrarse entre sus
componentes, aungue sus concentraciones dependen del quimiotipo y de las
condiciones de obtencion del aceite. Estos compuestos pueden contribuir a la
actividad biologica del aceite mediante interacciones con estructuras celulares
bacterianas y mediante efectos que pueden complementar la accion de otros

constituyentes (9).

Los monoterpenos también influyen en la actividad de otros componentes presentes
en el aceite. La interaccion entre diferentes moléculas puede modificar la
permeabilidad de las membranas bacterianas y favorecer la penetracion de

compuestos con mayor actividad biologica (21).
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4.2.2.2. Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son compuestos terpénicos constituidos generalmente por
quince atomos de carbono, derivados de tres unidades de isopreno. En
comparacion con los monoterpenos, presentan mayor peso molecular y menor
volatilidad relativa; se encuentran como hidrocarburos o como derivados

oxigenados y forman parte de numerosos aceites esenciales(16).

Entre los sesquiterpenos presentes en aceites esenciales pueden encontrarse
compuestos como B-cariofileno, humuleno y germacreno, ademas de diferentes
derivados oxigenados; su importancia bioldgica se relaciona con su capacidad para
interactuar con diferentes estructuras celulares y participar en actividades

antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias (22).

En el caso de T. vulgaris, los sesquiterpenos forman parte de la fraccién minoritaria
del aceite esencial. Aunque reciben menor atencion que los monoterpenos
fendlicos, su presencia contribuye al perfil quimico global del aceite y modificar sus
propiedades biol6gicas mediante interacciones con otros componentes (23).

4.2.2.3. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo de metabolitos caracterizados por
la presencia de un grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico. Dentro de los aceites
esenciales de especies pertenecientes a la familia Lamiaceae, algunos compuestos
fendlicos tienen particular importancia debido a su actividad biolégica. Entre ellos
destacan timol y carvacrol, dos componentes estrechamente relacionados con la

actividad antimicrobiana del aceite esencial de Thymus vulgaris (24,25).

El timol es un monoterpeno fendlico que presenta propiedades lipofilicas e
interactua con la membrana citoplasmatica bacteriana. Esta interaccion modifica la
organizacion de la bicapa lipidica, incrementar su permeabilidad y favorecer la
pérdida de iones y otros componentes intracelulares. Como consecuencia, se
producen alteraciones del equilibrio celular que comprometen el crecimiento y la

supervivencia bacteriana (25).
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El carvacrol, estructuralmente relacionado con el timol, también aporta a los efectos
sobre la membrana bacteriana. Su caracter hidrofébico favorece la interaccion con
los componentes lipidicos de la membrana y produce alteraciones de su integridad.
La accion conjunta del carvacrol y otros componentes del aceite contribuye a
explicar la actividad antimicrobiana observada frente a diferentes especies

bacterianas (26).

La importancia de estos compuestos para la presente investigacion radica en
gue timol y carvacrol constituyen componentes relevantes del aceite esencial de T.
vulgaris y contribuyen a la actividad antimicrobiana que se pretende evaluar. Sin
embargo, no debe asumirse que la actividad del aceite depende exclusivamente de
ellos, debido a que otros monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos minoritarios
pueden modificar el efecto final mediante interacciones sinérgicas, aditivas o

antagonistas (27).

4.2.3. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales presentan una notable amplitud de actividades biol6gicas
como consecuencia de la diversidad de los metabolitos secundarios que los
conforman. Las actividades, tal como ya se ha sefalado, vienen determinadas por
la composicion quimica, por la concentracion, las caracteristicas fisicoquimicas y
las interacciones de los componentes de los aceites. Dentro de las propiedades
biolégicas mas estudiadas, se encuentran, entre otras, la actividad antimicrobiana,
antifingica, antioxidante, antiinflamatoria y antiparasitaria, aunque a veces la
magnitud de estas actividades varia segun la especie botanica estudiada y las

condiciones experimentales que hayan marcado el desarrollo del trabajo (28).

La actividad antimicrobiana es, sin duda alguna, una de las propiedades que mas
sobresalen en la evolucion de las aplicaciones biotecnoldgicas de los aceites
esenciales. Diversos constituyentes normalmente interaccionan o afectan las
estructuras celulares de los microorganismos, en particular a las membranas, dada

su naturaleza lipofila. La interaccion con las estructuras de la membrana resultan en
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una alteracion de la permeabilidad, en la pérdida de los componentes intracelulares,
en alguna circunstancia de la homeostasis ionica y en la alteracion o el cese de los
procesos metabodlicos mas importantes y necesarios para la viabilidad de la célula.
A esos mecanismos se les atribuye, dependiendo de la concentracion y del tiempo
de exposicion, la inhibicion del crecimiento o la pérdida de la viabilidad de la célula
bacteriana (28,29).

Para diversos aceites esenciales, también se ha dicho que tienen actividad
antifangica. Los diferentes componentes de estos aceites esenciales son capaces
de alterar la integridad de las membranas de las células del hongo e interferir en las
actividades necesarias para el crecimiento y para la formacién de las estructuras
gue son necesarias para la supervivencia del microorganismo. Esta actividad
antifangica ha suscitado interés por considerarlo como sustituto o complemento a
las sustancias antimicrobianas ya conocidas, sobre todo para ser utilizadas en
sistemas de control de microorganismos en alimentos, productos agricolas y otras

aplicaciones biologicas (18).

Una propiedad adicional de gran interés es la actividad antioxidante, entendida
como la capacidad de ciertos elementos de reaccionar con especias reactivas y de
prevenir las reacciones de oxidacion. Sin embargo, la actividad antioxidante no tiene
gue estar necesariamente relacionada, de una manera necesariamente directa, con
la actividad antimicrobiana, de aqui que debamos tener en cuenta que ambas

propiedades son fendmenos biolégicos distintos (28).

Los aceites esenciales muestran también actividad antiinflamatoria en diferentes
modelos experimentales. Estos aceites contienen compuestos actlan como
moduladores de vias implicadas en la respuesta inflamatoria y en la produccién de

mediadores celulares. La evidencia existente presenta variabilidad entre especies

La actividad antimicrobiana y antifingica tiene un caracter destacado pues es la
propiedad biolégica que se evaluara en el sistema zeolita—aceite esencial de T.
vulgaris. A diferencia del aceite esencial evaluado como tal, el aceite esencial es

incorporado en un sistema que incluye el aceite como un componente mas de una
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matriz zeolitica que ha sido modificada previamente de forma instintiva con Ca?*y

Zn?*,
4.2.4. ACEITE ESENCIAL DE Thymus vulgaris

Thymus vulgaris L. conocido como tomillo, corresponde a una especie vegetal de la
familia Lamiaceae, del género Thymus. Esta planta es famosa por su productor de
metabolitos secundarios y compuestos volétiles con multitud de propiedades
biologicas. Se trata de una planta aromatica perenne de porte bajo, con tallos
ramificados y hojas pequefias que presentan estructuras secretoras que acumulan
los componentes responsables de su aroma. La principal distribucién de la especie
esta asociada a la region mediterranea aunque en la actualidad su cultivo se ha
extendido a otras regiones debido a su uso culinario, farmacologico y
biotecnolégico. La composicidon quimica de esta especie puede diferir a razon de
factores genéticos, ambientales, geograficos o metodolégicos asi que lo que se
puede observar en individuos de una misma especie y ver diferencias relevantes en
el mismo perfil de metabolitos y particularmente en la composicion del aceite
esencial (27,30).

El aceite esencial de T. vulgaris constituye una mezcla compleja de compuestos
volatiles cuya composicion depende de la procedencia de la materia vegetal, el
quimiotipo, la parte de la planta empleada y las condiciones de extraccion. Entre sus
principales componentes se han identificado timol, carvacrol, p-cimeno y y-
terpineno, ademas de otros monoterpenos y sesquiterpenos presentes en
proporciones variables. La coexistencia de estos compuestos determina el perfil
guimico especifico del aceite y puede explicar parte de la variabilidad observada en

sus propiedades bioldgicas (30,31).

El timol es un monoterpeno fendlico de naturaleza lipofilica que forma interacciones
con los constituyentes de las membranas bacterianas y que cambia la disposicion
de dicha membrana y su permeabilidad. Adicionalmente, el carvacrol relacionado

con el timol, también tiene propiedades antimicrobianas que alteran la estructura de
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las membranas celulares. Otros compuestos como el p-cieno o el y-terpineno
conforman el perfil quimico del aceite del orégano y alteran su actividad debido a la

interaccién producidas con el resto de los componentes (32)

La composicion quimica del aceite esencial de T. vulgaris presenta una variabilidad
gue puede estar asociada con la existencia de diferentes quimiotipos. Estos se
diferencian por la predominancia relativa de determinados compuestos, lo que
genera diferencias en la actividad antimicrobiana. Factores como la temperatura,
disponibilidad de agua, caracteristicas del suelo, altitud, etapa de desarrollo de la
planta, época de cosecha y procedimiento de extraccion pueden modificar la

concentracion de los componentes presentes en el aceite (30).

Se ha identificado que T. vulgaris ejerce efectos frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas, aunque la magnitud de la actividad depende tanto de la
composicién quimica del aceite como de las caracteristicas del microorganismo
evaluado. Los mecanismos incluyen alteracion de la membrana citoplasmaética,
modificacion de la permeabilidad celular, pérdida de componentes intracelulares y

afectacion de procesos metabdlicos esenciales (26).

Tardugno et al. evaluaron la composicion quimica y la actividad antimicrobiana de
aceites esenciales de T. vulgaris, observando diferencias en el perfil quimico y
actividad frente a microorganismos de interés. Estos resultados evidencian que las
caracteristicas quimicas del aceite deben considerarse al analizar su efecto
antimicrobiano. De manera complementaria, Galgano et al. demostraron que la
actividad antibacteriana del aceite esencial de T. vulgaris esté influenciada por

variables como la concentracion y el tiempo de contacto (10,11).

La actividad antimicrobiana del aceite esencial debe analizarse considerando las
diferencias estructurales entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas.
Staphylococcus aureus posee una pared celular gruesa constituida por
peptidoglucano, mientras que Escherichia coli tiene una estructura de envoltura

celular mas compleja que incluye una membrana externa (9,33).
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Una limitacion asociada con la utilizacion directa de los aceites esenciales es su
volatilidad, baja solubilidad en medios acuosos y susceptibilidad a procesos de
degradacion, dificultando su manipulacién y limitan la disponibilidad de sus
componentes activos durante determinados procedimientos experimentales. En
consecuencia, se han desarrollado estrategias destinadas a incorporar aceites
esenciales en matrices capaces de retenerlos y favorecer su estabilidad. Entre estas
alternativas se encuentran las estructuras zeoliticas, debido a sus caracteristicas de
porosidad, superficie especifica y capacidad para interactuar con diferentes
moléculas (30,34).

El empleo de estructuras zeoliticas como sistemas para la incorporacion y liberacién
de aceites esenciales destacan por su potencial como matrices capaces de proteger
y transportar compuestos volatiles. La incorporacién del aceite en una estructura
porosa puede modificar sus propiedades de liberacion y favorecer una utilizacion

més controlada de los compuestos bioactivos (35).

4.2.5. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Thymus

vulgaris

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se encuentra relacionado con
la composicion quimica del aceite como la presencia de terpenos, terpenoides y
compuestos fendlicos capaces de interactuar con estructuras celulares esenciales.
En Thymus vulgaris, el potencial antimicrobiano se ha asociado con compuestos
como timol, carvacrol, p-cimeno y y-terpineno, aunque la proporciéon de estos
componentes puede variar segun el origen geografico de la planta, el quimiotipo, las

condiciones ambientales, la etapa de recoleccién y el método de extraccion (36)

La literatura reciente ha confirmado que los terpenos y otros fitoquimicos presentes
en los aceites esenciales pueden presentar actividad frente a diferentes bacterias y
gue la alteracion de la membrana celular constituye uno de los mecanismos

antimicrobianos mas frecuentemente descritos (10,37).
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Uno de los principales mecanismos asociados con esta actividad es la interaccion
de los componentes lipofilicos del aceite esencial con las membranas bacterianas.
Debido a su afinidad por estructuras hidrofobicas, determinadas moléculas pueden
incorporarse a la bicapa lipidica y modificar su organizacion, fluidez y permeabilidad.
Estas alteraciones pueden provocar pérdida de iones, cambios en el potencial de
membrana, salida de componentes intracelulares y alteraciones del equilibrio
osmotico. Cuando el dafio supera la capacidad de reparacion de la célula, pueden
producirse alteraciones irreversibles que conducen a la pérdida de viabilidad
bacteriana (36,37).

En el aceite esencial de T. vulgaris, el timol presenta particular importancia debido
a su naturaleza monoterpénica fendlica y a su capacidad para interactuar con las
membranas bacterianas. Su caracter hidrofobico favorece la asociacion con los
componentes lipidicos de la membrana, lo que puede incrementar su permeabilidad
y producir alteraciones en el equilibrio celular. El carvacrol, estructuralmente
relacionado con el timol, puede ejercer efectos similares y contribuir al dafio de la

membrana (38).

Tanto el p-cimeno como el y-terpineno contribuyen en cantidades relevantes al
aceite esencial de T. vulgaris. A pesar de que su accion como actividad es distinta
de la de los compuestos fendlicos, su presencia si colabora en el perfil quimico
global del aceite, asi como en la accion que se puede esperar, en funcion de las
concentraciones de cada uno, para el resto de sus constituyentes. Esta
particularidad es la que justifica que la composicién relativa del aceite sea una de
las piezas fundamentales para interpretar los resultados microbioldgicos descritos.
De forma que, Tardugno et al describen que las condiciones de cultivo influyen en
la modificacion de la composicion quimica del aceite esencial de T. vulgaris, asi
como también en las variaciones de la actividad antimicrobiana, dejandonos
evidenciar la necesidad de tomar cada perfil quimico especifico del material con el

gue se esta ensayando en cada estudio (37,39).

La actividad antimicrobiana del aceite esencial también varia segun la estructura de

la bacteria. Las bacterias Gram positivas y Gram negativas presentan diferencias
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relevantes en la organizacion de su envoltura celular, lo que puede modificar la
interaccion con compuestos hidrofobicos. Staphylococcus aureus, utilizada en esta
investigacion como bacteria Gram positiva, presenta una pared celular gruesa rica
en peptidoglucano y carece de la membrana externa caracteristica de las bacterias

Gram negativas (32,40).

Escherichia coli presenta una envoltura celular constituida por una membrana
citoplasmatica, una capa relativamente delgada de peptidoglucano y una membrana
externa que contiene lipopolisacaridos. Estas diferencias estructurales influyen en
la penetracion y accion de los componentes del aceite esencial y justifican la
evaluacion de ambos microorganismos como representantes de grupos bacterianos

con caracteristicas diferentes (41).

La comparacion entre S. aureus y E. coli permite determinar si el sistema
desarrollado presenta un comportamiento antimicrobiano similar o diferente frente a
bacterias con distinta organizacion celular. No obstante, la mayor o menor
susceptibilidad de una bacteria no se explica Unicamente por su clasificaciéon Gram.
También interviene la composicion del aceite, la concentracién del agente, la
densidad del in6culo, las condiciones del medio, el tiempo de exposicion y las

caracteristicas fisiologicas del microorganismo (40,42).

En concreto, se ha estudiado directamente el efecto del aceite esencial de tomillo
contra la E. coliy la S. aureus. En un estudio sobre nanoemulsiones de este aceite
esencial de tomillo se determiné la actividad antibacteriana mediante CMI, CMB y
curvas de muerte y se observaron modificaciones de las caracteristicas de las

membranas bacterianas, como la fluidez y la despolarizacion de la membrana (30).

La actividad antimicrobiana del T. vulgaris también se ha demostrado a través de
diversas metodologias experimentales. Tardugno et al. evaluaron aceites
esenciales de esta especie y observaron actividad contra los microorganismos
patégenos, ademas de observar que la composicion quimica estaba relacionada

con la actividad antimicrobiana (5,6).
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Micucci et al. desarrollaron una formulacion solida de aceite esencial de T. vulgaris y
demostraron que la formulacion mantenia actividad antimicrobiana, lo cual resulta
relevante para investigaciones que buscan incorporar el aceite esencial en una
matriz o sistema solido en lugar de utilizarlo exclusivamente en estado libre
(30,33,36).

La concentracion del aceite esencial es uno de los parametros determinantes de su
nivel de actividad antimicrobiana. A concentraciones bajas, la carga de compuestos
bioactivos que contenga el aceite esencial puede no ser suficiente para provocar
modificaciones celulares significativas; pero por el contrario, al aumentar la
concentracion aumenta la interaccidbn con la membrana y otras estructuras
bacterianas. El tiempo de exposicion es también un pardmetro significativo puesto
gue un tiempo de contacto mas largo favorece la acumulacién del dafio celular. En
el caso de T. vulgaris, cabe sefalar que experimentalmente se ha demostrado que
la concentracion y el tiempo de contacto tienen una significante influencia en la
actividad antibacteriana, y por esta razon, estas dos variables deben permanecer
controladas durante la evaluacién microbioldgica (43).

Por lo contrario, la solucibn es muy volatil, poco soluble en agua y ademas
extremadamente hidrofébica, por lo que la dispersion en medios de cultivo acuosos
resulta muy compleja y también limita la cantidad total de compuesto que llega a
estar en contacto con las células bacterianas. Este hecho limita progresivamente su
utilizacion directa y condiciona la busqueda de sistemas de encapsulacion,
emulsificacion y soporte solido para mejorar su estabilidad y disponibilidad (41,44).

La encapsulaciéon o, en su defecto, la inmovilizacion tiene la capacidad de cambiar
la liberacion del compuesto, disminuir la pérdida de compuestos volatiles en el
entorno, ademas de permitir una interaccion diferente y mas controlada con el medio
biologico. Se ha demostrado, que la encapsulacion del aceite esencial de tomillo
mediante sistemas de secado por aspersion tiene el efecto de conservar
propiedades antimicrobianas y mejorar algunas caracteristicas de estabilidad del
aceite o incluso retardando la pérdida de compuestos volatiles de aromas, entre

otras propiedades relevantes (9).
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Las zeolitas son una serie de compuestos que cuentan con cualidades que le
otorgan ventajas a la hora de utilizarlas como matrices para la incorporacion de
aceites esenciales, particularmente por su estructura porosa, su elevada superficie
especifica y su posibilidad de interaccion con distintas moléculas, que permiten
usarlas como materiales soporte. Ferreira et al. revisaron la incorporacion de aceites
esenciales en estructuras zeoliticas identificando la potencialidad de estos como

sistemas de liberacion de los compuestos volatiles (35).

La actividad antimicrobiana de un sistema zeolita—aceite esencial, por tanto, no
debe asumirse como equivalente a la actividad del aceite en estado libre. La
incorporacion en una matriz puede modificar la disponibilidad de los componentes
activos, su dispersién, su liberacion y la interaccion con las células bacterianas.
Asimismo, la modificacion de la zeolita mediante intercambio catidénico puede
modificar las propiedades superficiales de la matriz y, en el caso del zinc, aportar
un componente con potencial actividad antimicrobiana. Por ello, la actividad final del
sistema debe establecerse mediante evaluacion experimental frente a los
microorganismos seleccionados y no inferirse Unicamente a partir de los resultados

publicados para el aceite esencial libre (6).

En consecuencia, la actividad antimicrobiana del aceite esencial de T. vulgaris
constituye el fundamento bioldgico de la investigacién, mientras que la incorporacion
del aceite en una matriz zeolitica modificada representa la estrategia tecnologica
mediante la cual se pretende desarrollar un sistema con potencial actividad
antimicrobiana. La evaluacion frente a cepas ATCC de S. aureus y E. coli, mediante
la determinacién de CMI y CMB, permitira establecer experimentalmente la eficacia
del material desarrollado y determinar si el sistema conserva o potencia una
actividad antimicrobiana frente a ambos grupos bacterianos. De esta manera, el
analisis integra la composicion quimica del aceite, sus mecanismos de accion, las
diferencias estructurales de los microorganismos y las propiedades de la matriz de
soporte, proporcionando el fundamento tedrico para la evaluacion in vitro planteada

en la investigacion.
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4.2.6. ZEOLITAS

Las zeolitas son materiales minerales de estructura cristalina microporosa
constituidos principalmente por aluminosilicatos hidratados de elementos alcalinos
y alcalinotérreos. Su estructura se caracteriza por la presencia de unidades
tetraédricas de silicio y aluminio enlazadas mediante atomos de oxigeno, formando
una red tridimensional con canales y cavidades de dimensiones nanométricas. La
sustitucion parcial de Si** por AR genera una carga negativa en la estructura, la cual
es compensada por cationes ubicados en los canales y cavidades del material. Estos
cationes pueden intercambiarse por otros presentes en una solucién, propiedad
conocida como capacidad de intercambio catidnico, que constituye una de las
caracteristicas fisicoquimicas méas importantes de las zeolitas y permite modificar

sus propiedades superficiales y de interaccion con diferentes moléculas (7).

La estructura porosa de las zeolitas les proporciona una elevada superficie interna
y una capacidad de adsorcion que depende del tamafio de poro, composicion
guimica, naturaleza de los cationes compensadores y condiciones del medio. Estas
caracteristicas han favorecido su utilizacion en diferentes é&reas, entre ellas
tratamiento de aguas, catdlisis, separacion de moléculas, agricultura, industria
farmacéutica y desarrollo de materiales funcionales. Su capacidad para incorporar
determinadas moléculas resulta particularmente relevante, ya que contribuye a
mejorar la estabilidad y modificar la liberacion de sustancias volatiles o poco
solubles (35).

Las zeolitas presentan intercambio catidnico; puesto que, los cationes en los
canales de la estructura pueden ser reemplazados por otros cationes cuando el
material entra en contacto con una solucion que contiene especies ionicas
diferentes. Este proceso depende de factores como la naturaleza y concentracion
del cation, pH, temperatura, tiempo de contacto, composicion de la zeolita y

selectividad de intercambio. La modificacién mediante intercambio catiénico permite
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obtener materiales con propiedades diferentes a las de la zeolita original, lo que
amplia sus posibilidades de aplicacion (35,45).

Se modificard la zeolita mediante intercambio catiénico con Ca?" y Zn?*; ; ya que
estos cationes pueden modificar las caracteristicas superficiales y las propiedades
de interaccion con la matriz ya que, el calcio es un cation divalente que usualmente
actua como especie compensadora de la carga negativa de la estructura zeolitica,
mientras que el zinc, dada su participacion en el intercambio cationico y el interés
en las propiedades antimicrobianas que presentan diferentes materiales que
corresponden a los que contienen Zn2*. Por lo tanto, la modificacion de la zeolita,
en la que se combinan ambos cationes, es una etapa importante de la estrategia de
modificacion que se desarrollara para poder incorporar el aceite esencial de Thymus

vulgaris (35).

La incorporacion de aceites esenciales en estructuras zeoliticas constituye una
estrategia de interés para reducir algunas de las limitaciones asociadas con su
utilizacion directa. Los aceites esenciales presentan elevada volatilidad, sensibilidad
a determinadas condiciones ambientales y baja solubilidad en agua, caracteristicas
dificultan su manipulacion y aplicacion. La utilizacién de una matriz porosa favorece
la retencion de los componentes volatiles, protegerlos frente a determinados
procesos de degradacion y modificar su disponibilidad en el medio. Ferreira et al.
analizaron especificamente el empleo de estructuras zeoliticas para la incorporacion
de aceites esenciales y sefialaron su potencial como sistemas de liberacion de

compuestos bioactivos (28,35).

La interaccién entre una zeolita y un aceite esencial depende de las caracteristicas
fisicoquimicas de ambos componentes. El tamafio y distribucion de los poros, la
superficie especifica, la polaridad, la relacion Si/Al y la naturaleza de los cationes
presentes que influyen en la capacidad de incorporacion del aceite. De manera
complementaria, el tamafio molecular, polaridad, volatilidad y composicién quimica
de los componentes del aceite determinan su afinidad con la estructura zeolitica
(35).
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Parametros como la composicion mineral, la capacidad de intercambio cationico,
tamafio de particula, superficie especifica y caracteristicas estructurales influyen en
la incorporacion del aceite esencial y en su comportamiento posterior. En
consecuencia, cuando sea técnicamente posible, la descripcion del material
utilizado y de las condiciones de modificacion deber4 acompafar los resultados
microbioldgicos para facilitar la interpretacion de la relacion entre las propiedades

del material y su actividad antimicrobiana (46).

La capacidad de las zeolitas para actuar como matrices de incorporacion y
liberacién controlada ha generado interés en aplicaciones relacionadas con
compuestos bioactivos. La incorporacion de moléculas en materiales porosos
disminuye su volatilizacion y modifica su velocidad de liberacion, lo que permite
prolongar su presencia en el medio. Esta caracteristica favorece un contacto mas
sostenido entre el agente activo y el microorganismo, aunque el comportamiento
especifico dependerd de las caracteristicas del material y de las condiciones

experimentales (35).

La utilizacion de una zeolita previamente modificada con Ca?* y Zn?* tiene una
funcién central, debido a que constituye la matriz sobre la cual se desarrollara el
sistema zeolita—aceite esencial de T. vulgaris. La modificacion mediante intercambio
catibnico permitira preparar el material antes de la carga del aceite esencial,
mientras que la posterior incorporacion del aceite permitira obtener el sistema que
sera sometido a evaluacién microbioldgica. La secuencia de estas etapas resulta
coherente con el objetivo de desarrollar un material con potencial actividad
antimicrobiana  frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli (32).

La zeolita como se mencion6 es una matriz funcional de soporte, mientras que el
aceite esencial constituye la fuente principal de compuestos organicos bioactivos.
La presencia de Ca?"y Zn2* permite modificar la matriz y potencialmente generar
propiedades adicionales. La actividad antimicrobiana final sera una propiedad del
sistema completo y debera evaluarse mediante procedimientos microbiolégicos

estandarizados. La determinacidon de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
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concentracion minima bactericida (CMB) permitira establecer cuantitativamente y
cualitativa el comportamiento del material frente a los microorganismos

seleccionados (35).
4.2.6.1 Tipos de zeolitas

Las zeolitas sintéticas son materiales cristalinos diseflados mediante sintesis
hidrotermal para controlar rigurosamente el tamafio de poro, la composicién quimica
y la relacion silice-aluminio. Entre las estructuras se encuentran la Zeolita A, las
estructuras tipo Faujasita) y la ZSM-5, las cuales poseen una geometria
tridimensional uniforme que les otorga una selectividad molecular excepcional. Su
alta pureza estructural evita las variaciones inherentes a los minerales de
yacimiento, permitiendo su aplicacion precisa en procesos cataliticos de refinacion
de petréleo, craqueo catalitico fluido, purificacion de gases industriales y sistemas

de intercambio i6nico a gran escala (47,48).

La capacidad de ajustar su acidez superficial e hidrofobicidad mediante la
modificacién de la red de aluminosilicato transforma a estas estructuras en soportes
ideales para la retencion y entrega controlada de moléculas organicas y agentes
bioactivos (47).

La idoneidad de las zeolitas producidas se muestra de manera significativa en los
campos de la biotecnologia, la biomedicina y la generacion de materiales
avanzados, dada su capacidad de adaptarse al tamafio de particula. La zeolita A
tiene una red de poquisimos poros ampliamente desarrollada en la deshidratacion
de disolventes y el ablandamiento del agua, mientras que la zeolita X e Y poseen
unas cavidades de gran diametro que cumplen la funcion de retener

macromoléculas y complejos metalicos activo (49,50).

La zeolita tipo ZSM-5 se distingue por poseer una muy alta estabilidad térmica y una
elevada resistencia en ambientes acidos, lo que la hace idonea para experimentos
con reacciones quimicas severas. El encuadre estructural de esta zeolita permite la

inclusion de cationes metalicos antimicrobianos como el zinc y el cobre, mejorando
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su funcionalidad en sistemas de liberacion controlada de farmacos o recubrimientos

bactericidas para aplicaciones clinicas (48,50,51).

Las zeolitas naturales son aluminosilicatos que se han originado a lo largo de
procesos geoldgicos durante milenios que se producen a consecuencia de la
interaccién hidrotermal de cenizas volcanicas con aguas alcalinas en entornos
lacustres o marinos. Los minerales mas abundantes y representativos son la
clinoptilolita, la mordenita, la chabazita, la erionita y la philipsita, siendo la
clinoptilolita la méas estudiada del grupo por su importante biocompatibilidad y
estabilidad fisica (52).

Las zeolitas naturales son estructuras con canales y cavidades microscopicas que
albergan cationes intercambiables como sodio, potasio, calcio y magnesio, los
cuales equilibran la carga negativa de la red. Su amplia disponibilidad en
yacimientos, el bajo costo de extraccidn y su notable resistencia quimica las
convierten en insumos esenciales para aplicaciones medioambientales. Entre estas
aplicaciones se incluyen la descontaminacion de aguas residuales, la adsorcion de

metales pesados y la retencion de amonio en suelos agricolas (52).

El valor industrial de las zeolitas naturales se basa en su elevada capacidad de
intercambio catidnico y su estructura porosa, permitiéndoles actuar como tamices
moleculares y como matrices adsorbentes. La clinoptilolita y la mordenita son
especialmente valoradas por su alta resistencia a procesos fisicos y quimicos que

pudiesen modificarlas, manteniendo asi la integridad de su red inorgénica (53) .

Estas zeolitas purifican y eliminan impurezas por medio de procesos térmicos de
deshidratacion y lavados, que permiten recuperar espacios en sus canales, ademas
de mejorar la superficie especifica para adsorber metabolitos organicos. Por otro
lado, su estructura rigida, ademas, actia como una barrera de proteccion frente a
elementos degradantes del medio como son la oxidacion y la luz, que permite
aumentar la estabilidad y la vida util de los compuestos bioactivos que se almacenan

en su matriz (54,55).
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El 4rea de la biomedicina mediante la ingenieria de materiales ha aumentado
progresivamente el uso de zeolitas naturales como soportes funcionales, gracias a
su capacidad de aceptar alteraciones cationicas y la compatibilidad con los seres
vivos. La polaridad de la superficie interior de especies como la clinoptilolita o la
mordenita se modifica y se suman propiedades bactericidas que son inherentes a
la matriz inorganica, mediante intercambios cationicos con cationes divalentes,
como puede ser el calcio o el zinc. Esta adsorcion de caracter fisicoquimico permite
gue el mineral no solo funcione como un portador inerte, sino que adquiera caracter
de elemento dinamico con capacidad de aceptar compuestos fenélicos volatiles y
aceites esenciales mediante interacciones por adsorcion no covalente (55,56).

La combinacién de la red mineral natural dopada con iones metélicos y compuestos
vegetales da lugar a sistemas hibridos que regulan la difusion y liberacion gradual
de agentes antimicrobianos, contrarrestando los mecanismos de resistencia

bacteriana tanto en cepas Gram positivas como Gram negativas (50,53).
4.2.6.2 Mordenita

La mordenita es una zeolita que presenta una estructura cristalina con una alta
relacion Al/Si, lo que le otorga una gran resistencia en condiciones altamente acidas
y alta estabilidad térmica. Su red tridimensional inorganica se caracteriza por
canales unidireccionales que constan de doce atomos, teniendo un diametro de

poro que oscila entre 0,67-0,70 nm (57,58).

La conversién de la mordenita en un soporte de gran capacidad de intercambio, su
elevada superficie especifica, la posibilidad de modificar su estructura mineral en
condiciones severas de calcinacion y deshidratacion, y su resistencia fisica a dichas
condiciones, hacen que se convierta en un aluminosilicato de interés practico y
experimental tanto en procesos cataliticos industriales como en la obtencion de

materiales con funcionalidad avanzada (59).

Para el disefio de soportes de farmacos y sistemas de liberacién prolongada, la
mordenita requiere un condicionado fisico-quimico exigente, el cual permitira

maximizar su volumen libre intracristalino. El procedimiento comienza por un
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tamizado y un lavado intensivo con agua destilada para eliminar impurezas
superficiales y sales solubles que pueden bloquear el acceso a los microporos
(59,60).

El material se somete a un tratamiento térmico de activacion a temperaturas
elevadas para conseguir eliminar las moléculas de agua coordinadas en los canales
sin desorganizar la estructura inerte. Su acondicionamiento incrementa
notablemente la energia libre superficial del mineral, y la hidrofobicidad local prepara
asi la estructura inorganica para una adsorcion mas eficiente de las moléculas
organicas lipofilicas. Para que la mordenita actie como una matriz hospedadora
uniforme y reproducible en aplicaciones biotecnoldgicas, esta fase de

acondicionamiento resulta indispensable (60).

La importancia biomédica y antimicrobiana de la mordenita se potencia mediante su
modificacién por intercambio catidnico con cationes divalentes como el calcio (Ca?t)
y el zinc (Zn2*). La incorporacion de Ca?t estabiliza la densidad de carga
electrostética de la red y modula la accesibilidad a los canales, mientras que el Zn2+
aporta propiedades bactericidas intrinsecas al alterar la rigidez de la membrana
celular bacteriana y promover la generacion local de especies reactivas de oxigeno
(60,61).

Esta matriz de mineral dopado actia como un reservorio activo que puede
impregnar y retener compuestos voléatiles bioactivos, como son los monoterpenos y
fenoles del aceite esencial de Thymus vulgaris, lo que disminuye su rapidez de
evaporacion. La liberacion hacia el medio de iones metélicos y de agentes vegetales
desde la estructura porosa provocan un ataque multifactorial contra los gérmenes
asociados con Escherichia coli y Staphylococcus aureus, neutralizando

eficientemente la resistencia de los mecanismos bacterianos (62).
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4.2.6.3 Estructura Cristalina y Propiedades Fisicoquimicas de las Zeolitas
Modificadas

Las zeolitas son aluminosilicatos cristalinos caracterizados por una red
tridimensional de tetraedros de SiO, y AlO, unidos por atomos de oxigeno
compartidos. Esta disposicion estructural genera una red rigida con cavidades y
canales de dimensiones moleculares bien definidas. La sustitucion isomorfica del
silicio tetravalente por aluminio trivalente genera un déficit de carga positiva dentro
de la red inorganica. Para mantener la electroneutralidad del cristal, se requiere la
presencia de cationes compensadores situados en los canales del material. Estos
cationes no estan fuertemente ligados a la estructura, lo que les confiere movilidad
y la capacidad de interactuar dinamicamente con soluciones acuosas externas
(52,63).

La aptitud para el intercambio catidnico es una de las propiedades mas significativas
de estos materiales minerales en relacion a la aplicacién biomédica. La naturaleza
del cation compensador afecta enormemente la polaridad interna, el diametro
efectivo de poro y la energia libre superficial del entramado zeolitico. Variando el
entorno quimico interior a partir del intercambio catidnico se controla la selectividad
de adsorciéon hacia moléculas organicas complejas. Igualmente, el tamafio de los
poros y la superficie especifica controlan el volumen total accesible para la difusién
de fluidos y sustancias volatiles (35).

El proceso de preparacion y acondicionamiento previene la obstruccion de la red
por impurezas o humedad residual. Los lavados sucesivos con agua destilada
eliminan solubles o sales libres de la superficie sin alterar la red del aluminosilicato
(63). El tratamiento térmico posterior libera las moléculas de agua coordinadas en
las cavidades, aumentando el volumen libre disponible para moléculas de mayor
tamafio. Este proceso de deshidratacion o activacion térmica resulta fundamental
para optimizar la capacidad adsorbente de la matriz. Una matriz deshidratada
presenta mayor afinidad hacia compuestos lipofilicos u organicos volatiles (52).

Las propiedades de sorcion en las zeolitas dependen tanto de la geometria de los

canales como de las interacciones electrostaticas locales. Las moléculas alojadas
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en las cavidades experimentan fuerzas de Van der Waals y atracciones dipolares
que favorecen su retencion. Esta interaccion fisica previene la evaporacion
acelerada de volatiles cuando quedan confinados en los microporos. Asimismo, la
estructura mineral actia como una barrera fisica frente a factores ambientales

degradantes como la luz o el oxigeno (35).

La forma en que el comportamiento de la zeolita como matriz de liberacion se ve en
realidad fuertemente determinada por la estabilidad de su red. Cuando se encuentra
en un medio fisico o bioldgico, en condiciones de laboratorio, el armazén inerte no
sufre cambios en su estructura que lo lleven a su degradacion rapida. La liberacion
de las especies adsorbidas se produce en condiciones fisiologicas
fundamentalmente a través de procesos de difusion por la red porosa. La cinética
de este proceso esta influenciada por la fuerza de la interaccién entre la molécula

de interés retenida y la superficie interna modificada (64).

4.2.6.4 Rol del Zinc (Zn?*) y Calcio (Ca?") como Agentes Antimicrobianos e
Intercambiables
La modificacion de materiales zeoliticos mediante el intercambio catidnico con Zn2*
y Ca?" altera las caracteristicas electrostaticas y biologicas de la matriz. El ion calcio
(Ca?") es un catién divalente con un radio i6nico adecuado, actla estabilizando la
carga de la red cristalina sin colapsar los canales porosos. Su presencia influye en
el comportamiento de hidratacion de la zeolita y condiciona la accesibilidad a los
centros activos del mineral. Ademas, el Ca2?* participa en el equilibrio i6nico
superficial, actuando como un puente electrostatico que puede facilitar la interaccion

con moléculas polares u otros iones presentes en la solucion (65).

Por su parte, el ion zinc (Zn?*) aporta propiedades biolégicamente activas a la
estructura inorganica. Los cationes Zn2* liberados gradualmente desde la matriz
zeolitica pueden interactuar directamente con las estructuras envolventes de las
bacterias. Este cation divalente se une a los grupos funcionales con carga negativa
presentes en las membranas celulares, como fosfatos y carboxilos. Dicha

interaccibn causa una alteracibn en la rigidez de la membrana celular,
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desestabilizando su potencial bioeléctrico. Se produce un desequilibrio en el
transporte idnico celular que compromete la viabilidad del microorganismo (65,66).

El mecanismo antibacteriano del Zn2* abarca también la generacién de especies
reactivas de oxigeno en la superficie del material. Estas especies oxidantes inducen
un estrés en los componentes lipidicos y proteicos de las membranas circundantes.
Cuando los iones de zinc penetran el espacio intracelular, interfieren con la funcion
de diversas metaloenzimas esenciales para el metabolismo respiratorio bacteriano.
La inactivacion de estos sistemas enzimaticos bloquea la produccion de energia
intracelular y promueve el dafio estructural. Esta accion multifacética dificulta que

los microorganismos desarrollen resistencia rapida frente a este ion (54).

La combinaciéon de Caz"y Zn2* dentro del mismo entramado mineral genera una
accion complementaria entre la funciéon estructural del primero y la bioactividad del
segundo. El ion Caz" ayuda a modular la fuerza idnica local y la afinidad superficial,
lo que regula el ritmo con el que el Zn%* es intercambiado o liberado hacia el medio
liquido. Esta regulacion previene una liberacién violenta e incontrolada de los iones
activos, prolongando su disponibilidad en el sitio de accion. Asi, la presencia
conjunta de ambos cationes optimiza el rendimiento funcional de la matriz

inorganica (51).

En el contexto de un sistema combinado con aceites esenciales, los cationes
metélicos fijados en los canales modifican la polaridad del canal mineral. Esto crea
un ambiente fisicoquimico diferenciado que condiciona la adsorcion de los
metabolitos organicos. La interaccidn entre los cationes divalentes y los grupos
funcionales oxigenados de los monoterpenos puede influir en la retencién del
compuesto vegetal. En consecuencia, la matriz dopada con Zn2*y Ca2* no actia
COmoO un mero soporte inerte, sino como un componente activo que participa en el

efecto antimicrobiano global del sistema (51,54,67).
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4.2.7. MECANISMOS DE CARGA Y SORCION DE ACEITES ESENCIALES EN
MATRICES POROSAS

Realizando la impregnacion de aceites esenciales en estructuras minerales porosas
es posible captar su gran volatilidad, asi como su falta de estabilidad quimica. La
técnica de carga a base de disolventes evaporables mediante el uso de etanol
permite conseguir la disolucion transitoria de los componentes lipofilicos del aceite.
Asi, la mezcla liquida recorria por capilaridad el sistema de poros de la zeolita, de
forma que los metabolitos activos fuesen transportados hasta el interior de las
cavidades. La posterior y controlada evaporacion del disolvente propicia una
deposicion del compuesto vegetal en la superficie interna y externa del mineral
(68,69).

Las fuerzas impulsoras del proceso de adsorcion se sustentan en interacciones
fisicas de naturaleza no covalente. Se generan enlaces de hidrogeno y atracciones
dipolo-dipolo entre la superficie de la zeolita modificada y el timol y el carvacrol,
componentes del aceite esencial. Las regiones arométicas e hidrofébicas de los
monoterpenos se relacionan con los sitios activos de la red inorganica. Estas
interacciones disminuyen la presion de vapor de los compuestos organicos volatiles,
haciendo que la pérdida de dichos compuestos por evaporacion a temperatura
ambiente se ralentice (69).

La inclusion de aceites esenciales en cavidades nanométricas restringe su contacto
directo con elementos degradantes que pueden ser intrinsecos o extrinsecos. La
radiacion UV, el oxigeno atmosférico y la temperatura suelen promover la oxidacion
de los monoterpenos. En este contexto, podemos constatar que las moléculas
organicas, por el hecho de encontrase en el interior de una red zeolitica, son
inmunes a polimerizaciones o degradaciones fotoquimicas, es decir, su estructura

guimica permanece sin alteracion por periodos mas prolongados de tiempo (70).

Los mecanismos fundamentales que controlan la velocidad a la que se libera el

aceite esencial desde la matriz porosa hasta el medio que lo rodea son los procesos
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de difusién y cuando la matriz porosa entra en contacto con una fase acuosa o un
medio de cultivo disuelto, en este momento sSe inicia una competencia por la
ocupacion de los sitios de adsorcion. Las moléculas de agua o los iones en solucion
son los que progresivamente desplazan a los metabolitos organicos retenidos en la
red. Este despojo controlado genera un flujo continuo y sostenido del aceite esencial
hacia la superficie del material (68,70).

Este sistema de liberacion controlada permite que la concentraciéon en el sitio local
del agente antimicrobiano se mantenga durante mas tiempo. En contraste con el
uso de un aceite libre que se agota rapidamente por evaporacion o agregacion, el
sistema soportado actla como un reservorio. Esta liberacion controlada hace que
se mejore el contacto entre los monoterpenos activos y cada patégeno haciendo
gue se potencie la inhibicibn microbiana con cantidades relativamente importantes

de sustancia activa (70).

4.2.8. RESISTENCIA ANTIBACTERIANA Y MECANISMOS DE ACCION EN
BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

Las bacterias Gram positivas se caracterizan por una estructura de envoltura celular
compuesta predominantemente por una capa gruesa de peptidoglucano que rodea
la membrana citoplasmética. Inmersos en esta red tridimensional se encuentran
polimeros como los acidos teicoicos y lipoteicoicos, los cuales otorgan una carga
neta negativa a la superficie bacteriana. Aunque esta pared celular otorga rigidez y
estabilidad frente a la presion osmdética, no constituye una barrera impenetrable

contra moléculas lipofilicas de bajo peso molecular (71,72).

El mecanismo de accidén de los aceites esenciales sobre esos microorganismos
inicia con el contacto de sus constituyentes activos con la cubierta celular. Debido
a su naturaleza hidrofébica, las moléculas terpénicas y fendlicas atraviesan
facilmente la porosa red de peptidoglucano e insertan en la bicapa lipidica de la
membrana citoplasmatica. Esta insercion induce un desorden del empaquetamiento
de los fosfolipidos, lo que aumenta la fluidez de la membrana y altera, en gran

medida, su integridad estructural (73) .
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La pérdida de integridad en la membrana citoplasmatica desencadena un
incremento drastico en la permeabilidad vascular y celular. Esto provoca la salida
incontrolada de constituyentes intracelulares esenciales, tales como iones potasio,
nucleotidos y moléculas de ATP. Simultaneamente, se destruye el gradiente
electroquimico y la fuerza motriz de protones necesaria para la sintesis de energia
metabdlica. Sin la capacidad de mantener este equilibrio, la célula pierde el control
de su volumen y de los procesos de transporte activo requeridos para la

supervivencia (73) .

Adicionalmente, al penetrar al citoplasma, los compuestos activos inactivan enzimas
esenciales y desnaturalizan proteinas intracelulares. El colapso energético y la
pérdida del contenido vital conducen al cese del crecimiento celular o a la lisis
bacteriana. La relativa simplicidad de la envoltura en bacterias Gram positivas las
hace particularmente susceptibles a estos agentes lipofilicos. La integracién de un
soporte inorganico modificado prolonga este efecto, manteniendo una
concentracion constante de los agentes activos e intensificando el estrés celular

mediante la liberacion gradual de cationes metalicos (74,75).

4.2.9. MECANISMOS DE PERMEABILIDAD Y RESPUESTA CELULAR EN
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Las bacterias Gram negativas presentan una envoltura celular de alta complejidad
compuesta por una membrana interna, una capa delgada de peptidoglucano en el
espacio periplasmico y una membrana externa adicional. La cara exterior de esta
membrana externa esta constituida predominantemente por lipopolisacaridos (LPS)
fuertemente empaquetados y estabilizados por cationes divalentes. Esta red
lipopolisacarida actia como una barrera selectiva e hidrofilica que dificulta la
entrada de sustancias hidrofébicas y compuestos antimicrobianos de gran tamario

hacia el interior de la célula (76,77).

Esta barrera estructural confiere a las bacterias Gram negativas una mayor
resistencia intrinseca frente a agentes lipofilicos. Sin embargo, la presencia de

monoterpenos hidrocarburados en los aceites esenciales puede desencadenar la
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desorganizacion inicial de esta cubierta. Estos compuestos se insertan en las
regiones hidrofébicas de los LPS, alterando los puentes i6nicos que mantienen la
cohesion de la membrana externa. Esta desestabilizacion incrementa la
permeabilidad superficial y abre paso a las moléculas con mayor actividad

bactericida hacia el espacio periplasmico (78).

Cuando los elementos activos sobrepasan la membrana externa, se ponen en
contacto directo con la membrana interna del citoplasma. Interactuar con esta
segunda barrera cambia la permeabilidad celular de manera similar a lo que sucede
en las bacterias Gram positivas, ya que corta la cadena de transporte de electrones
y favorece el escape de metabolitos necesarios. Esta agresion en fases sucesivas

pone en riesgo de manera irreversible la viabilidad celular (78,79).

La adicion de cationes divalentes en el sistema hace que este proceso de
permeabilizacién se intensifique. El zinc compite a nivel electrostatico con los
cationes nativos que estabilizan la red de lipopolisacéaridos, lo que provoca la
apariciéon de poros y huecos en el recubrimiento protector. El dafio estructural
acumulado favorece la difusion constante de los aceites esenciales desde la matriz
porosa hasta el interior celular. Asi, la combinacion de los principios activos y la
matriz mineral garantiza un ataque que considera multiples factores y tiene
capacidad para contrarrestar los mecanismos adaptativos del recubrimiento Gram
negativo (76—78).
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[I.1. Disefio de investigacion
El enfoque de la investigacion fue cuantitativo, experimental e in vitro, fundamentado

en la medicion sistematica de pardmetros microbioldégicos para determinar la
actividad antimicrobiana del sistema zeolita—aceite esencial de Thymus vulgaris.
Esta metodologia estandarizada consiguié superar las limitaciones fisicas
inherentes al material inorganico en un entorno liquido y obtener una caracterizacion

rigurosa de la eficacia terapéutica frente a los microorganismos examinados.

La determinacion inicial de la Concentracion Minima Inhibitoria se baso en la
evaluacion de la CMI en medio liquido. ElI parametro evaluado consistié en la
apreciacion macroscopica de la presencia o ausencia de turbidez en el caldo Miller-
Hinton tras la siembra e incubacioén. La insolubilidad y la opacidad natural que las
particulas de zeolita otorgan a la suspension liquida generaron una interferencia
Optica que impidié discernir visualmente si la turbidez observada correspondia a la
proliferacion celular activa de las bacterias o a la dispersion fisica del soporte

mineral.

Ante la limitacion visual de la CMI en medio liquido, la confirmacién de la eficacia
antimicrobiana requirié la evaluacion cuantitativa de la Concentracion Minima
Bactericida (CMB). En esta etapa en medio sélido (agar PCA y agar Muller-Hinton),
se elimind la interferencia visual de la zeolita al sembrar alicuotas del ensayo
mediante diluciones seriadas para controlar el efecto de arrastre del antimicrobiano,
procediendo al recuento numérico de unidades formadoras de colonias

(Colonias/placa) segun el limite de deteccion metodoldgico.

El estudio conté con un disefio experimental in vitro, basado en la elaboracién
rigurosa del sistema hibrido zeolita—aceite esencial y la manipulacion intencional de
la variable independiente representada por las concentraciones del sistema (100 %
equivalente a X mg/mL de masa total y Y mg/mL de aceite esencial en un volumen
final de ZmL, 50 %y 25 %). La variable dependiente, correspondiente a la respuesta
biolégica de las cepas de referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy

Escherichia coli ATCC 25922, se midié en un entorno exdgeno bajo el estricto
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control de pardmetros ambientales como la temperatura, la humedad, el tiempo de

incubacion y la estandarizacion del indculo.

El método de investigacion fue experimental y descriptivo, con el objetivo de
determinar la magnitud del efecto bactericida y la inhibicién que logro el sistema. El
analisis se realiz6 con base en la recopilacion de datos de la CMI y el recuento
numérico de poblaciones bacterianas sobrevivientes expresadas en Colonias/placa,

sin realizar inferencias causales no fundamentadas.

Este estudio fue considerado de tipo laboratorio (in vitro) porque se realizé en un
medio controlado y aislado lo que confirid la posibilidad de repetir los experimentos.
Se consideré experimental porque se intervino de forma directa en la concentracion
del material. Se trat6 de un estudio transversal por su caracter temporal. La
recogida, el registro y la medicién de los datos numéricos se realizaron en un marco
temporal delimitado y especifico del experimento sin que se desarrollara un

seguimiento longitudinal intenso de las poblaciones de bacterias presentes.
II.2.- Poblacion y muestra.

[1.2.1. Universo o poblacion

El universo de estudio estuvo constituido de manera general por microorganismos
bacterianos de referencia utilizados a nivel internacional en investigaciones
microbiolégicas, control de calidad analitico y ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana. La poblacion experimental se delimitd concretamente a cepas
bacterianas estandarizadas de coleccion de referencia, caracterizadas por su
pureza genotipica, estabilidad fenotipica y alta reproductibilidad en pruebas in vitro.
Estas cepas fueron seleccionadas estratégicamente por poseer diferencias
estructurales y fisiologicas determinantes en la arquitectura de sus envolturas
celulares, permitiendo evaluar la amplitud del espectro de accién y la eficacia del
sistema hibrido zeolita—aceite esencial de Thymus vulgaris.

La poblacion se formé tomando en cuenta los dos grandes conjuntos de bacterias
gue tienen un impacto importante desde el punto de vista clinico, epidemiolégico e

industrial: Gram positivas y Gram negativas. Esta distincion fue esencial para
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examinar la conducta del sistema vectorizado ante barreras de permeabilidad
celular contrastantes, en particular la pared celular gruesa y rica en peptidoglicano
de los microorganismos Gram positivos, frente a la pared celular mas fina, pero con
una membrana externa abundante en lipopolisacaridos que caracteriza a los Gram
negativos. Se incorpor6 la cepa de Staphylococcus aureus como modelo
representativo del grupo Gram positivo y a Escherichia coli como un modelo del
grupo Gram negativo, en el marco de este criterio poblacional.

La muestra completa fue igual a la poblacion seleccionada, dado que no se
emplearon procedimientos de muestreo probabilistico o aleatorio, porque el uso de
materiales de referencia demanda la inclusiéon cuidadosa de las cepas patrén
certificadas. Por lo tanto, las cepas de la American Type Culture Collection fueron
elegidas con sumo cuidado: Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Las dos bacterias constituyen patrones estandar que las guias
internacionales, como las normas CLSI, han aceptado globalmente para corroborar
y normalizar nuevos agentes antibacterianos.

La unidad de andlisis estuvo constituida por cada una de las cepas bacterianas
ATCC reactivadas, estandarizadas al patron 0,5 de la escala de McFarland e
inoculadas en las réplicas experimentales expuestas a los distintos tratamientos y
concentraciones del sistema zeolita—aceite esencial de Thymus vulgaris, bajo
condiciones de ambiente y tiempo controladas.

Las cepas bacterianas se encontraban en crioconservacion a =80 °C, en caldo
tripticasa con 20 % de glicerol. Para su reactivacion, se retir6 el criovial del
congelador y se realiz6 un descongelamiento parcial, procurando evitar la
descongelacion completa de la muestra. Posteriormente, se tom6 una pequefia
porcién del material con un asa bacteriolégica y se realizo la siembra mediante la
técnica de estria por agotamiento en agar sangre. Las placas fueron incubadas a
una temperatura de 35-37 °C, bajo las condiciones establecidas por el laboratorio,
con el propésito de favorecer la recuperacién y el crecimiento de las cepas

bacterianas.
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Una vez obtenido el crecimiento bacteriano, se procedié a preparar el indculo y
estandarizarlo al patron 0,5 de la escala de McFarland, previo a su utilizacion en los
ensayos experimentales. La respuesta de cada unidad de analisis ante la exposicion
a los diferentes tratamientos se determiné cualitativamente mediante la presencia o
ausencia de turbidez visible en la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y, para la
Concentracion Minima Bactericida (CMB), mediante el conteo directo de las
colonias desarrolladas en las placas, expresado como colonias/placa.

Los datos correspondientes a la procedencia y condiciones de conservacion de las
cepas fueron proporcionados por el QF. David Villalta, responsable del area de
Cepario de la Facultad de Ciencias de la Salud, Carrera de Bioquimica y Farmacia

de la Universidad Catolica de Cuenca.

[1.2.2. Muestreo y muestra

Se utiliz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia, ya que las unidades
experimentales fueron elegidas en funcion de su disponibilidad y pertinencia para
los ensayos de actividad antimicrobiana. En este estudio se recurri6 a cepas
bacterianas de referencia certificadas, obtenidas de la American Type Culture
Collection (ATCC), elegidas por su uso estandarizado en pruebas microbioldgicas y

gue representan grupos bacterianos con caracteristicas estructurales dispares.
La muestra estuvo conformada por las siguientes cepas:

e Escherichia coli ATCC 25922, como representante de las bacterias
gramnegativas. Staphylococcus aureus ATCC 25923, como representante de

las bacterias grampositivas.

Las cepas fueron tratadas con el sistema zeolita—aceite esencial de Thymus
vulgaris, lo que hizo posible poder determinar y comparar los valores de
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB)

para los diferentes microorganismos.
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I1.3.- Definicién y clasificaciéon de las variables
11.3.1- Variable independiente

Tipo de tratamiento aplicado: zeolita sola, aceite esencial de Thymus vulgaris solo,
zeolita cargada con aceite esencial de Thymus wvulgaris, y diferentes

concentraciones del sistema zeolita—aceite esencial.

[1.3.2- Variable dependiente

Variable dependiente: Actividad antimicrobiana, determinada mediante la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (evaluada cualitativamente por la presencia
0 ausencia de turbidez) y la Concentracién Minima Bactericida (CMB) (evaluada
cuantitativamente por el recuento de unidades formadoras de colonias -
Colonias/placa) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922.

Il.4.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencién de datos.

A fin de garantizar la estabilidad de los pardmetros fisicoquimicos junto con su
capacidad de reproducirse, se llevd a cabo el procedimiento experimental de
modificacion mineral y evaluacion bioldgica bajo condiciones estrictamente
controladas en el laboratorio. La fase inicial contemplé la preparacion integral de la
matriz inorganica de aluminosilicato tipo mordenita por medio de un tamizaje
mecanico de gran precision; este proceso es determinante para eliminar impurezas
insolubles, particulas con tamafios no homogéneos y agregados voluminosos.

El material purificado fue sometido a un cuidadoso ciclo de entre 4 y 5 lavados
consecutivos con agua destilada de alta pureza; en cada ciclo el material se dejo en
reposo después de cada lavado, para facilitar la sedimentacion gravitacional de la
fase solida dejando al fluido sobrenadante (que quedaba superficialmente) con los
coloides y finos en suspension. Tras la purificacion acuosa, la mordenita fue tratada
en proceso de secado térmico continuo a estufa, eliminado el agua residual
intercristalina, y desorbiendo las moléculas que estaban atrapadas asi desde la

porosidad.
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La funcionalizacion quimica de la mordenita se llevé a cabo mediante reacciones de
intercambio i6nico en fase liquida, empleando soluciones acuosas independientes
de cloruro de calcio (CaCl2) y cloruro de zinc (ZnClz), previamente estandarizadas
a una concentracion molar de 0,1 M. La interaccién heterogénea entre la fase sélida
y el medio liquido se ajustd estrictamente a una relacion volumétrica sélido-ion de
1:10, asegurando un exceso estequiométrico de los cationes sustituyentes en la
solucion. Esta mezcla trifasica permanecié en agitacion mecanica constante a
velocidad moderada durante un lapso continuo de aproximadamente 12 horas,
favoreciendo los fenomenos de difusion intraporosa y facilitando el reemplazo
topotactico de los cationes compensadores nativos (Nat+, K+t) por los cationes
bivalentes Cazt y Zn2+ en la estructura tridimensional de los canales del
aluminosilicato.

Para la construcciéon del sistema hibrido hospedador-huésped (zeolita—aceite
esencial), se pesaron analiticamente 100 mg de la zeolita previamente modificada
e intercambiada, los cuales se suspendieron en 1 mL de etanol al 96 % v/v utilizado
como agente solubilizante y vehiculo de dispersion de alta volatilidad.
Inmediatamente después, se incorporaron 50 pL de aceite esencial puro de Thymus
vulgaris. La suspension se sometié a una agitacion intensa mediante equipo vortice
durante un periodo continuo de 15 minutos para romper aglomerados, uniformar la
suspension y forzar el contacto intimo entre los componentes bioactivos del aceite
y la porosidad del soporte mineral.

Después, la mezcla fue trasladada a un horno de conveccién que se mantuvo a una
temperatura estrictamente controlada entre 45 °C y 50 °C durante un lapso de 15 a
16 horas. Este tratamiento térmico gradual favorecio la evaporacion lenta y total del
disolvente orgéanico, lo cual propicio la estabilizacion fisica, adsorcion y oclusion del
aceite esencial en los macroporos y en la superficie exterior de la matriz zeolitica.
Como consiguiente, las suspensiones celulares se ajustaron con solucién salina
estéril mediante espectrofotometria y comparacion visual hasta alcanzar una

densidad equivalente al patrén 0,5 de la escala de McFarland, lo que garantizé una
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densidad celular estandarizada del in6culo (= 1,5 x 108 Colonias/placa) para
asegurar la comparabilidad entre los ensayos.

Para la determinacion de la Concentracidbn Minima Inhibitoria, se implemento el
método de diluacion en tubo utilizando Caldo Muller-Hinton no ajustado en cationes
(NutriSelect® Plus, Millipore / Merck, Lote: BCC09010,

Los sistemas zeoliticos cargados se ensayaron preliminarmente en concentraciones
relativas seriadas del 100 %, 50 % y 25 %, enfrentdndolos directamente contra un
in6culo bacteriano estandarizado con una concentracion final de aproximadamente
5 X 105 Colonias/placa (obtenida tras ajustar la suspensién al patrén 0.5 de
McFarland y realizar la correspondiente dilucién 1: 100 en el medio de ensayo), e
incluyendo controles directos de crecimiento bacteriano (sin agente antimicrobiano)

y controles de esterilidad del medio.

Tras un periodo de incubacion a 37 + 1 °C durante 24 horas, se realiz6 la inspeccion
macroscopica de los tubos. Debido a que la dispersion e insolubilidad de las
particulas de zeolita otorgan una opacidad e interferencia Optica intrinseca al caldo,
la lectura visual de turbidez se consideré una orientacion cualitativa del rango de
inhibicién y no una CMI definitiva ni exacta. Para superar esta limitacion del soporte
inorganico en medio liquido y no disponer de reveladores de viabilidad, la
confirmacion de la efectividad y la determinacion del valor critico de
inhibicion/muerte celular se respaldaron rigurosamente mediante el recuento

cuantitativo de viabilidad celular en medio solido (CMB).

La confirmacion de la capacidad microbicida y la posterior determinacion de la
Concentracion Minima Bactericida se llevaron a cabo transfiriendo alicuotas del
ensayo de CMI hacia medios de cultivo sélidos, utilizando de forma paralela Agar
Mdller-Hinton y Agar para Recuento en Placa. El uso de MHA responde al
cumplimiento del estandar internacional para ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana, mientras que la inclusién paralela de PCA se justific6 como un
medio no selectivo y altamente nutritivo para asegurar la maxima recuperacion de

las bacterias que sufrieron dafio celular o metabdlico subletal pero reversible.
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Para controlar el posible efecto de arrastre del antimicrobiano (carryover) hacia la
placa y evitar falsos resultados bactericidas por inhibicion residual, se inocularon
alicuotas de pequefio volumen (10 uL en MHA y 10 uL en PCA) inoculadas por
diseminacion en superficie. Esta técnica genera una dilucion fisica inmediata del
agente en la matriz sélida del agar (reduciendo mas de 1000 veces la concentracion
efectiva del composite soélido-liquido arrastrado), garantizando que los
constituyentes activos (volatiles del aceite esencial y cationes Zn2+) queden por
debajo de sus concentraciones minimas efectivas, permitiendo asi el crecimiento

exclusivo de las células bacterianas genuinamente viables.

Se tomaron 10 pL de las diluciones que no mostraron turbidez macroscoépica y se
inocularon por triplicado empleando la técnica de extension en superficie mediante
espatula de Drigalski, dividiendo equitativamente la muestra sobre las placas de
cultivo (10 pL en PCA 'y 10 pL en Mduller-Hinton).

Se afiadié al ensayo una nueva ronda de incubacion a 37 °C durante 24 h, tras la
cual se observo la evidencia de la posible presencia de colonias viables donde se
habia sembrado; la total ausencia de unidades formadoras de colonias confirmaba
gue las células estaban, de modo irreversible, muertas y, por tanto, establecia la

concentracion bactericida efectiva del sistema

El registro pormenorizado de todos los resultados experimentales obtenidos en las
fases de sintesis, caracterizacion microbioldgica, recuentos de CMB y lecturas de
MCI, se realizo en una ficha de recoleccion de datos elaborada de forma sistematica
para la investigacion. Esta se consolido, codificd y tabulé en una base de datos
estructurada para llevar a cabo el analisis descriptivo estadistico formal e interpretar

el comportamiento antimicrobiano del material ensayado.

II.5.- Procedimientos estadisticos y andlisis de datos

Para el procesamiento y sistematizacion de los datos obtenidos en los ensayos
microbiolégicos, se empled el software Microsoft Excel. La evaluacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) se llevd a cabo mediante el método de

macrodilucion en tubo, mientras que la concentracion minima bactericida (CMB) se
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determind a partir del sembrado en placas de agar tras la exposicion a las diferentes
concentraciones del sistema hibrido evaluado.

Para determinar el andlisis descriptivo, los datos obtenidos en la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) se registraron mediante el conteo directo de las colonias
desarrolladas en cada placa, los mismos fueron expresados como colonias/placa.
Estos valores nos sirvieron para describir el crecimiento bacteriano observado en
las diferentes concentraciones evaluadas. La Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y la CMB se analizaron mediante frecuencias relativas y medidas de tendencia
central, especificamente la media aritmética y su correspondiente desviacion

estandar (media + DE), cuando correspondio.

Dado que los ensayos se realizaron mediante réplicas técnicas dentro de un modelo
in vitro y los resultados de la CMI y CMB fueron nominados como “presencia o
ausencia de turbidez” y “crecimiento bacteriano”, respectivamente, los datos se
presentan Unicamente con caracter descriptivo. Por lo cual, no se realizaron pruebas
de importancia estadistica ni inferencias sobre reproducibilidad biologica
independiente o extrapolacion clinica mas all4 de las condiciones experimentales

evaluadas.

I1.6.- Aspectos éticos

La investigacion se realiz6 con estrictos estandares de precision en los métodos,
integridad académica y responsabilidad cientifica. El estudio no incluyé a seres
humanos ni a animales de laboratorio porque fue un experimento que se llevo a
cabo in vitro. Las cepas bacterianas ATCC se administraron en el laboratorio bajo
condiciones controladas, de acuerdo con los protocolos de bioseguridad adecuados

para prevenir riesgos vinculados a su manejo, tratamiento y eliminacion.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION
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II. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB) del sistema ZZnAEtom frente a Escherichia coli ATCC 25922

Réplica del % CMI CMB
Tratamiento Disolucion (Turbidez) (Colonias/Placa)
1.ZZnAEtom, 100% Sin turbidez 0
ZCaAEtom

2.ZZnAEtom, 100% Sin turbidez 0
ZCaAEtom

3.ZZnAEtom, 100% Sin turbidez 0
ZCaAEtom

1.ZZnAEtom, 50% Sin turbidez 0
ZCaAEtom

2.ZZnAEtom, 50% Sin turbidez 0
ZCaAEtom

3.ZZnAEtom, 50% Sin turbidez 0
ZCaAEtom

1.ZZnAEtom, 25% Ligero turbio >300
ZCaAEtom

2.ZZnAEtom, 25% Turbio >300
ZCaAEtom

3.ZZnAEtom, 25% Turbio >300
ZCaAEtom
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Fuente: Elaboracion propia

Los resultados expuestos en la Tabla 1 reflejan la eficacia antibacteriana del sistema
hibrido zeolita-zinc/aceite; como también del sistema hibrido zeolita-calcio/aceite
esencial de Thymus vulgaris (ZZnAEtom, ZCaAEtom) sobre la cepa Gram-negativa
Escherichia coli ATCC 25922. Se observo inhibicion del crecimiento en la evaluacion
en caldo (sin turbidez) y ausencia total de colonias (0O colonias/placa) en las
evaluaciones sobre agar para las concentraciones del 100 % y el 50 % en las tres

réplicas estudiadas.

En la dilucién al 25 % se evidencié una pérdida de la eficacia antibacteriana con un
crecimiento masivo catalogado como colonias incontables (>300 colonias/placa).
Segun Radka Hulankova aun no existe CLSI determinado para aceites esenciales
(82); por lo tanto, de acuerdo con las guias internacionales para el examen
microbiolégico en agar, los recuentos superiores a 300 colonias por placa se
consideran fuera del rango de conteo lineal confiable, lo que confirma la pérdida de

la actividad bactericida del composite a estas concentraciones.

La ausencia de colonias observada en el ensayo de CMB a las concentraciones del
50 % y 100 % evidencia actividad antimicrobiana del sistema frente a E. coli bajo
las condiciones in vitro evaluadas. Este comportamiento podria relacionarse con
mecanismos descritos en la literatura para los componentes del sistema. Los
monoterpenos fendlicos presentes en el aceite esencial, como carvacrol y timol,
pueden interactuar con componentes de la envoltura bacteriana y alterar la
integridad de las membranas, favoreciendo cambios en su permeabilidad y la

pérdida de componentes celulares (26,45).

La literatura nos indica que la presencia de cationes divalentes incorporados a la
zeolita mediante intercambio iGnico podria contribuir a la actividad observada. En
particular, se ha descrito que los iones metalicos pueden interactuar con
componentes de la membrana bacteriana y modificar las interacciones
electrostaticas asociadas con los lipopolisacaridos de las bacterias Gram negativas
(60,65).
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La turbidez del caldo y los elevados recuentos (méas de 300 colonias/placa) indican,
en contraposicion, que la bioactividad ha disminuido bastante a una concentracion
del 25 %. Este comportamiento marca el limite de la concentracion critica o
dependiente de la dosis, a partir del cual cada uno de los bioactivos no consigue el
namero necesario para ocupar las posiciones de las uniones lipidicas o para
sobrepasar los mecanismos de reparacion celular que puede poner en marcha E.
coli. La cantidad de aceite liberada no es capaz de provocar el colapso de la

homeostasis osmética del microorganismo a tal ritmo de difusion (18,68).

La capacidad de la mordenita para modular la volatilizacion del aceite esencial es
de gran importancia; debido a que, a estructura microporosa actla como un
reservorio protector que previene la degradacion prematura por oxidacion de los

fenoles terpenoides (62).

Tabla 2. Frecuencia Relativa de Inhibicion y Efectividad Bactericida de Escherichia
coli ATCC 25922

% Réplicas Eficiencia Eficiencia CMB | Tasa de Exito
Disolucién | Evaluacion CMI (Sin (Colonias/placa) Microbicida
turbidez) (%)
100% 3 3/3 3/3 100%
50% 3 3/3 3/3 100%
25% 3 0/3 0/3 0%

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 2 presenta el comportamiento cualitativo y cuantitativo de la respuesta
biolégica de Escherichia coli ATCC 25922 ante las diluciones de los sistemas
hibridos. En las concentraciones del 100 % y 50 %, se obtuvo una frecuencia
observada de inactivacion del 100 % (3/3 réplicas técnicas), mostrando una
concordancia total entre el ensayo de inhibicion en caldo (CMI) y la evaluacion en
agar sélido (CMB).

Cabe precisar que las evaluaciones se realizaron por triplicado mediante réplicas

técnicas desarrolladas bajo idénticas condiciones operativas, lo que explica la nula
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variabilidad entre las observaciones (0 colonias/placa en él 100 % y 50 %). Dada la
naturaleza descriptiva del estudio y el tamafio muestral de réplicas (n = 3), esta
respuesta refleja la consistencia interna del ensayo in vitro, pero no debe

interpretarse como una estimacion probabilistica o de eficacia poblacional absoluta.

La caida abrupta hacia un 0 % de éxito microbicida en la dilucion del 25 %
demuestra la existencia de un perfil de respuesta no lineal. Este fendmeno sugiere
gue el colapso de la membrana bacteriana requiere alcanzar un potencial de
saturacion de superficie; podria indicar que las moléculas de timol y cationes Zn2*
desciende por debajo de un punto critico, las bombas de eflujo y las respuestas al
estrés de la pared Gram-negativa logran neutralizar el dafio celular, permitiendo la

reanudacion del crecimiento exponencial (26,27,60,65).

La concordancia observada entre las tres réplicas técnicas en las concentraciones
del 100 % y 50 % refleja la consistencia interna del ensayo en las condiciones
evaluadas. La siembra en medio sdlido (agar) permitié verificar la viabilidad celular
bacteriana de forma independiente a la interferencia éptica del caldo, atenuando la
limitacion que la opacidad y la eventual sedimentacion de las particulas de zeolita

imponen sobre la lectura macroscépica en fase liquida.

Sin embargo, la coincidencia en tres réplicas operativas no descarta por completo
los sesgos metodoldgicos inherentes a la insolubilidad del soporte mineral, la
heterogeneidad de la suspension o el posible efecto de arrastre (carryover) del
antimicrobiano a la superficie del agar. Por tanto, estos resultados deben
interpretarse estrictamente dentro de los limites del modelo in vitro utilizado,
constituyendo una descripcion de los puntos finales del ensayo y no una
demostracién de reproducibilidad biolégica independiente o ausencia total de

artefactos de medicion.

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB) del sistema ZZnAEtom, ZCaAEtom frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923
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Réplica del % CMI CMB (Colonia
Tratamiento Disolucion (Turbidez) Colonias/placa)

1.ZZnAEtom, 100% Sin turbidez 0

ZCaAEtom

2.ZZnAEtom, 100% Sin turbidez 0

ZCaAEtom

3.ZZnAEtom, 100% Sin turbidez 0

ZCaAEtom

1.ZZnAEtom, 50% Sin turbidez 0

ZCaAEtom

2.ZZnAEtom, 50% Sin turbidez 0

ZCaAEtom

3.ZZnAEtom, 50% Sin turbidez 0

ZCaAEtom

1.ZZnAEtom, 25% Ligero turbio | >300

ZCaAEtom

2.ZZnAEtom, 25% Turbio >300

ZCaAEtom

3.ZZnAEtom, 25% Turbio >300

ZCaAEtom

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados presentados en el Cuadro 3 la sensibilidad de la cepa Gram-positiva
Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente a la accion del sistema zeolita-

zinc/aceite esencial de tomillo, tal como se mostré en el modelo Gram-negativo.
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Soluciones al 100 % y ademas al 50 % mostraron la misma inhibicion visual del
cultivo, cuyo recuento presentd una reduccién absoluta de la concentracion de

colonias viables (0 Colonias/placa) en las tres réplicas ejecutadas.

Dado que S. aureus era sensible a estas concentraciones, se justifica su
susceptibilidad por el tipo de morfologia que posee esta bacteria. Rajagopal y Yuan
G creen que una estructura porosa, con cierta porosidad, es una de las
caracteristicas de ser activo. Aunque esté formada por una capa de peptidoglucano
compacto no tiene membrana externa lipidica que represente una barrera a la
difusién hidrofébica. Los fitoquimicos lipofilicos presentes en el aceite de tomillo
cruzan sin problemas la red de mureina, atraviesan la membrana plasmatica y
alteran la organizacion del empaquetamiento de los fosfolipidos. Las proteinas del
complejo respiratorio de transporte pierden también su actividad (75,80).

La accidn de los cationes divalentes que se liberan de la matriz de mordenita
produce una toxicidad centrada en la superficie del S. aureus. Segun Guaya D los
grupos carboxilo y fosfato, que poseen una gran negatividad, de los acidos
lipoteicoicos y teicoicos de la pared se enlazan electrostaticamente con el zinc
divalente. Esta combinacion modifica la rigidez de la cubierta celular y produce
especies reactivas de oxigeno localizadas que oxidan los lipidos de membrana y

fomentan la despolarizacion electroquimica (60).

La turbidez intensa y los conteos superiores a 300 Colonias/placa en el tratamiento
de dilucion al 25 % indican que la malla gruesa de peptidoglucano tuvo suficiente
capacidad amortiguadora frente a dichas concentraciones. S. aureus puede activar
procesos de defensa, como la modificacion de la carga neta de sus acidos teicoicos,
cuando se encuentra con un flujo bajo de cationes y compuestos volatiles. Esto evita

gue los cationes penetren e incrementa la estabilidad de la membrana (60,81).

Que los valores de CMB y CMI sean equivalentes para S. aureus indica que la
mordenita modificada como vehiculo de liberacion presentaria una buena
efectividad. El encierro del aceite esencial en las cavidades del aluminosilicato

evitaria la volatilizacion contundente desde el principio.
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Tabla 4. Frecuencia Relativa de Inhibicion y Efectividad Bactericida de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

% Réplicas Eficiencia Eficiencia CMB (0 Tasa de Exito
Disolucion | Evaluacion CMI (Sin Colonias/placa) Microbicida
turbidez) (%0)
100% 3 3/3 3/3 100%
50% 3 3/3 3/3 100%
25% 3 0/3 0/3 0%

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 4 resume la respuesta biolégica de la cepa Gram-positiva Staphylococcus
aureus ATCC 25923 frente a las diluciones evaluadas del sistema hibrido. En las
concentraciones del 100 % y 50 %, se obtuvo una frecuencia observada de
inactivacion del 100 % (3/3 réplicas técnicas), mostrando una concordancia total
entre la ausencia de turbidez en la evaluacién en caldo (CMI) y la ausencia de
colonias en el recuento sobre medio sélido (O colonias/placa en CMB). Por el
contrario, la dilucién al 25 % mostré pérdida de la efectividad inhibidora y bactericida

en el total de los triplicados evaluados.

La coincidencia en los perfiles de respuesta observados a las concentraciones del
50 % y 100 % tanto en S. aureus (Tabla 4) como en E. coli (Tabla 2) refleja que el
material hibrido ejerce una actividad antibacteriana efectiva frente a

microorganismos con distintas configuraciones de envoltura celular.

Los datos permiten inferir que la integracion de la zeolita cargada con zinc y el aceite
esencial de Thymus vulgaris no genera un efecto antagonico, conservando la
capacidad microbicida de sus constituyentes en las concentraciones efectivas

evaluadas.

La pérdida de la actividad antibacteriana observada en la dilucion al 25 % (0/3
réplicas con inhibicion o inactivaciéon) delimita el rango operativo de respuesta del

sistema bajo las condiciones de ensayo utilizadas. Estos resultados indican que, en
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el modelo in vitro evaluado, la concentracién del 50 % constituye la minima

concentracion efectiva observada frente a los microorganismos de estudio.

Figura 1. Eficiencia de inhibicion por concentracion del sistema

EEm E. coli ATCC 25922
B S. aureus ATCC 25923

100% 100% 100% 100%

100 A

80 1

60

Eficiencia de CMI (%)

100% 50% 25%
Porcentaje de disolucion

Fuente: Elaboracion propia

La Figura 1 ilustra de forma grafica la dinamica de inhibiciébn del crecimiento
bacteriano en funcién de la concentracion del ZZnAEtom y ZCaAEtom, destacando
la marcada gradacion de su eficacia. La meseta del 100 % de inhibicion sostenida
en las diluciones al 100 % y 50 % evidencia una alta efectividad el sistema pues
indica que se logré bloquear completamente crecimiento bacteriano en ambas

especies evaluadas.

La marcada pérdida de la efectividad observada al descender al 25 % de
concentracion evidencia la presencia de un umbral de respuesta dosis-dependiente
en el sistema evaluado. Este comportamiento sugiere que, a concentraciones del
25 % o inferiores, la masa disponible de los principios activos resulta insuficiente
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para mantener la inhibicion o inactivacion bacteriana frente a la tasa de proliferacion

del microorganismo bajo las condiciones del ensayo.

La misma trayectoria de la curva para E. coli como para S. aureus que se observo
en la grafica reafirmdé que el mecanismo inhibitorio era transversal (conforma la
estructura de envoltura celular muy diferente entre bacterias gram positiva y gram
negativa). La aportacion generacional que hace el sistema hibrido, en la forma de
una adecuada penetracion y, por ende, inhibicion, es un atributo muy apreciado en

la busqueda de desinfectantes de espectro amplio (77).

El comportamiento observado en la Figura 1 podria atribuirse hipotéticamente a los
mecanismos de desorcion y liberacién descritos en la literatura para aceites
esenciales soportados en matrices porosas inorganicas. Se teoriza que, a
concentraciones del 50 % y 100 %, la cantidad disponible de los componentes
lipofilicos (como el timol y carvacrol) en la interfaz del sistema seria suficiente para
mantener la actividad antibacteriana en la fase acuosa. Por el contrario, en la
dilucion al 25 %, la menor masa de composite en el sistema sugiere un posible
descenso en la disponibilidad efectiva de dichos compuestos monoterpénicos libres,
lo cual podria dificultar su interaccion con la envoltura celular bacteriana bajo las

condiciones del ensayo (62).

Tabla 5 Controles experimentales y de sensibilidad microbiana para E. coli y S.

aureus
Parametro de Control E. coli S. aureus Observacion del Ensayo
Esterilidad del | Sin turbidez | Sin turbidez | AUSencia de contaminacion
medio (0) (0) en el medio base
Crecimiento Turbio Turbio Viabilidad comprobada del
bacteriano (>300) (>300) indculo patron
Sensibilidad Sin turbidez | Sin turbidez | €ONtro! farmacologico
antibidtica. (0) * (0) * (*Imipenem / **Cefotaxima)
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Sensibilidad  ZZn | Sin turbidez | Sin turbidez | Ef€Cto inhibitorio del soporte

sin tratamiento 0) (0) con zinc

Sensibilidad ZCa | Ligero turbio | Ligero turbio Menor inhibicion directa del

sin tratamiento (>300) (>300) soporte con calcio

Sensibilidad  AE | Sin turbidez | Sin turbidez | Actividad antimicrobiana del

Tomillo ©) ©) aceite puro

Fuente: Elaboracion propia.

El control de calidad experimental y la verificacion técnica de los ensayos
microbiolégicos de CMI y CMB se sustentan en los controles de idoneidad del
sistema. La ausencia de crecimiento observada en el control de esterilidad del
medio (sin turbidez en caldo y O colonias/placa en agar) confirmé la asepsia del
caldo Mueller-Hinton, descartando contaminacion externa durante el proceso de
incubacion. Por su parte, el control de viabilidad del in6culo evidencié turbidez
macroscopica en caldo y un crecimiento masivo de colonias incontables (> 300
colonias/placa) en medio solido, verificando que las cepas de Escherichia coli ATCC
25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 mantuvieron la densidad celular y

viabilidad metabdlica requeridas durante la prueba.

Asimismo, se utilizé controles con antibiéticos de referencia, empleando Cefotaxima
para Staphylococcus aureus e Imipenem para Escherichia coli, de acuerdo con los
criterios de sensibilidad establecidos en la norma CLSI M100. Los controles
coincidieron con los criterios de aceptacién, evidenciandose ausencia de turbidez
en el caldo y ausencia de crecimiento en la siembra posterior en agar. Estos
resultados permitieron confirmar la susceptibilidad de las cepas de referencia y
comprobar el correcto desarrollo del procedimiento microbiolégico.

Leonardo Tigre Orozco 68



. Universidad
6 Catodlica
de Cuenca

Carrera de Bioguimica y Farmacia

La utilizacion de estos antibioticos permitié contar con un punto de comparacion
para evaluar la respuesta de las cepas frente al sistema zeolita—aceite esencial de

Thymus vulgaris.

La aportacion individual de cada soporte inorganico es un aspecto fundamental. La
zeolita que solo fue tratada con zinc sin aceite mostro una inhibicion total por si sola;
es decir, sin turbidez, 0 Colonias/placa en las dos cepas, lo que podria indicar que
tiene efecto antibacteriano inherente. En cambio, la zeolita que contiene calcio (ZCa
sin aceite) present6 una inhibicion ineficaz (>300 Colonias/placa, levemente turbio),
lo que puede demostrar que quizé el ion Ca2* tiene un papel mas importante como

modulador de carga y estabilizador de la red cristalina, pero no como microbicida.

Con la finalidad de demostrar que el efecto antibacteriano declarado puede
considerarse como proveniente, Unicamente, de los principios activos del sistema
hibrido y no de potenciales restos del procedimiento de sintesis, las zeolitas
modificadas con zinc y calcio fueron objeto de sucesivos ciclos de lavado con agua
desionizada. La eliminacion de los iones cloruro indeseados, resultantes del
precursor (ZnClz) se probé cualitativamente a través de una prueba de precipitacion

con nitrato de plata (AgNO, 0.1 M), continuando con los ciclos de lavado hasta

conseguir la desaparicion del precipitado blanco (AgCl) en el sobrenadante.

Las condiciones de esterilidad del sistema se aseguraron mediante el autoclavado
previo de los medios de cultivo y del material de soporte a 121 °C durante 15
minutos, ejecutando todas las manipulaciones en un ambiente aséptico bajo flujo
laminar y en la zona de bioseguridad generada por lamparas de alcohol. Para la
determinacion de la Concentracion Minima Bactericida, se tomé una alicuota exacta
de 10 uL de cada una de las diluciones evaluadas en la macrodilucién en caldo y se

sembro por estria/goteo en placas de agar Mueller-Hinton.

Adicionalmente, se incluyeron controles de esterilidad del medio y del material
vegetal/mineral aislado en placas. Los resultados obtenidos en la siembra en agar
permitieron evidenciar que, a pesar de la sedimentacion fisica de las particulas de

zeolita en la fase liquida durante la incubacion, el agente antimicrobiano mantuvo
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su efectividad o presentd una liberacion progresiva en el medio, logrando la

inactivacion de la viabilidad celular en las concentraciones efectivas evaluadas.

El control del aceite esencial de tomillo puro, por otro lado, mostré una inhibicion

total de 0 Colonias/placa, lo que confirma la gran potencia intrinseca de los

monoterpenos fendlicos libres. Sin embargo, segun literatura la ventaja competitiva

de incorporar el aceite en la matriz de ZZn o ZCa es que se resuelven las

restricciones fisicas del compuesto vegetal puro: su volatilidad alta, inestabilidad
oxidativa y solubilidad en agua (58,62,66).

Figura 2. Perfil de respuesta antimicrobiana segun concentracion

100%
100 1 &
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80 1

60 1

40

Eficiencia antimicrobiana (%)
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T
50%

Porcentaje de disolucion

Fuente: Elaboracion propia.

La Figura 3 nos indica el comportamiento de la actividad antimicrobiana in vitro del

sistema ZZnAEtom y ZCaAEtom frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus

en las diferentes concentraciones evaluadas. En ambas cepas no se observo
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crecimiento en las concentraciones del 100 % y 50 %, mientras que a la
concentracion del 25 % fue lo contrario. Este comportamiento fue similar para

ambas especies bajo las condiciones experimentales establecidas.

El comportamiento de la actividad antimicrobiana in vitro frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus de las diferentes concentraciones a evaluar de los
preparados ZZnAEtom y de ZCaAEtom fue el que muestra la Figura 3. En ambas
cepas no se registro crecimiento a las concentraciones de 100 % y 50 % pero si a
la de 25 %; es decir, se construyo un perfil andlogo para ambas especies segun las

condiciones experimentales que adoptamos para el trabajo.

La actividad que se considera que se ha desarrollado corresponde a la actividad in
vitro del sistema formulado por los objetos experimentales en circunstancia de que,
al mismo tiempo, los objetos experimentales evaluados por separado también
mostraron actividad antimicrobiana en los controles, por lo que no se atribuye a la
interaccion entre la zeolita modificada con Zn2* o0 Ca?*y el aceite esencial de Thymus

vulgaris el efecto observado.

La incorporacion de aceites esenciales en matrices zeoliticas modifica la
disponibilidad de sus componentes volatiles y favorece su retencién dentro de la
estructura microporosa (74,77). Esta posibilidad no fue evaluada mediante
determinaciones cuantitativas de volatilidad o liberacion, por lo que se considera
una interpretacion sustentada en la literatura y no un efecto demostrado

experimentalmente.

La Figura 3 evidencia actividad antimicrobiana in vitro del sistema ZZnAEtom y
ZCaAEtom frente a las dos cepas evaluadas, bajo las condiciones experimentales

determinadas en este estudio.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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IV.1.- CONCLUSIONES

- - La actividad antimicrobiana in vitro del sistema hibrido zeolita—aceite
esencial de Thymus vulgaris (ZZnAEtom, ZCaAETom) se determiné frente a
las cepas de referencia Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia
coli ATCC 25922. A las concentraciones del 100 % y 50 %, el material mostré
una frecuencia observada de inhibicién del 100 % en caldo (3/3 réplicas
técnicas) mientras que, en la siembra sobre medio sélido, el volumen
sembrado no mostré el desarrollo de colonias (10 uL, estableciendo el limite

de deteccion del ensayo en 0 colonias/placa.

- Se elaboro el sistema hibrido mediante el intercambio cationico de una zeolita
tipo mordenita con Ca?" y Zn2*, seguido de la incorporacién del aceite
esencial de Thymus vulgaris mediante evaporacion lenta. El procedimiento
permitié obtener el material empleado en los ensayos antimicrobianos in vitro.
Bajo las condiciones experimentales evaluadas, el sistema presentd
actividad antimicrobiana frente a las cepas de Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

- Se evalué la respuesta biolégica del sistema hibrido frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, situando el intervalo de
inhibicién observado entre el 25 % y el 50 % de concentracion del sistema,
dado que a la dilucion del 25 % se reestableci6 la turbidez en el caldo. La
siembra en agar actué como una evaluacion complementaria necesaria para
verificar con claridad la inactivacién bacteriana, permitiendo superar la
limitacion que la interferencia de la zeolita impone sobre la lectura

macroscopica de la turbidez.

- Lavaloracién en medio solido proporcioné un registro cualitativo y descriptivo
mas fidedigno de la respuesta biolégica que la lectura en caldo, al eliminar la
confusién visual provocada por las particulas del soporte mineral. A 100 %y
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50 % de concentracion, no se evidencid crecimiento bacteriano en el volumen
sembrado (10 uL por placa, 0 colonias/placa) y la dilucion al 25 % present6

un desarrollo masivo de colonias (> 300 colonias/placa).

IV.2.- RECOMENDACIONES

- Es importante escalar la evaluacién de la actividad antimicrobiana del
sistema ZZnAEtom y ZCaAEtom, mediante ensayos in vivo o en matrices
aplicadas (tales como peliculas activas para el envasado de alimentos o
recubrimientos de uso biomédico), evaluando su comportamiento frente a
aislamientos  clinicos patégenos con perfiles comprobados de
multirresistencia a los antibioticos (por ejemplo, S. aureus resistente a
meticilina - MRSA o E. coli productora de BLEE).

- Es importante profundizar en la caracterizacion fisicoquimica y estructural
del sistema elaborado mediante técnicas analiticas avanzadas como
Difraccion de Rayos X (DRX), Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR), Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y cromatografia de
gases, con el proposito de cuantificar con precision la eficiencia de carga del
aceite, el porcentaje de desorcién del Zn2* y la cinética de liberacién

controlada de los monoterpenos en el tiempo.

- Cbmo recomendacion se deberia preparar una suspension madre de partida
adecuadamente cuantificada (expresada en unidades de masa/volumen,
como mg/mL) y aplicar un esquema estandarizado de diluciones seriadas
dobles bajo norma internacional (CLSI/ISO) para establecer con precision el
rango de inhibicion del sistema. A partir de este rango inicial, se podra
refinarse la gradacion de concentraciones si el objetivo de optimizacion lo
requiere, evitando la seleccidon de porcentajes arbitrarios y garantizando la

reproducibilidad metodolégica del ensayo.

- Resulta conveniente llevar a cabo estudios de cinética de muerte bacteriana

en el tiempo e imagenes de Microscopia Electronica de Barrido sobre las
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células expuestas a las concentraciones efectivas evaluadas, con el fin de
analizar la velocidad de inactivacion celular en el tiempo y observar de forma
directa las posibles alteraciones morfolégicas sobre la pared y membrana
celular producidas por el efecto del tratamiento combinado del zinc y el aceite

esencial.
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ANEXOS REQUERIDOS

Procedimiento experimental

oduzca un texto

Anexo 1. Tamizaciébn de zeolita | Anexo 2. Cargado de zeolita con
(mordenita). aceite esencial.

Autor: Leonardo Tigre. O Autor: Leonardo Tigre. O

-
L
Anexo 3. Preparacion de escalas | Anexo 4. CMI Resultado sin turbidez
McFarland. 100% del sistema sin turbidez, zeolita
Ca++ con aceite de tomillo.
Autor: Leonardo Tigre. O Autor: Leonardo Tigre. O
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Anexo 5. CMI Resultado sin turbidez | Anexo 6. CMI Resultado sin turbidez
50% del sistema sin turbidez, zeolita | 25% del sistema con turbidez, zeolita
Ca++ con aceite de tomillo. Ca++ con aceite de tomillo.

Autor: Leonardo Tigre. O Autor: Leonardo Tigre. O
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Anexo 7. CMI Resultado sin turbidez
100% del sistema sin turbidez, zeolita
Zn++ con aceite de tomillo.

Anexo 8. CMI Resultado sin turbidez
50% del sistema sin turbidez, zeolita
Zn++ con aceite de tomillo.

Autor: Leonardo Tigre. O

Autor: Leonardo Tigre. O

Anexo 9. CMI Resultado sin turbidez
25% del sistema con turbidez, zeolita
Zn++ con aceite de tomillo.

Anexo 10. CMB, zeolita al 100% con
aceite esencial de tomillo, ausencia
total de colonias.

Autor: Leonardo Tigre. O

Autor: Leonardo Tigre. O
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Anexo 11. CMB, zeolita al 50% con

aceite esencial de tomillo, ausencia
total de colonias.

Anexo 12. CMB, zeolita al 25% con

aceite esencial de tomillo, colonias
incontables.

Autor: Leonardo Tigre. O

Autor: Leonardo Tigre. O

Introduzca un texto

Introduzca un texto

T |

Introduzca un texto

Introduzca un texto

Anexo 13. Control
medio.

esterilidad del

Anexo 14. Control
colonias.

crecimiento de

Autor: Leonardo Tigre. O

Autor: Leonardo Tigre. O
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Introduzea un texto Introduzca un texto

Introduzca un texto

Anexo 15. Control sensibilidad de
bacterias frente a antibi6ticos.

Anexo 16. Control sensibilidad de
bacterias frente a zeolitas cargadas
cationicamente (Zn++) sin aceite
esencial.

Autor: Leonardo Tigre. O

Autor: Leonardo Tigre. O

introduzca un texto

Introduzca b texto

Introduzca un texto

Anexo 17. Control sensibilidad de
bacterias frente a zeolitas cargadas
cationicamente (Cat++) sin aceite
esencial.

Anexo 18. Control sensibilidad de
bacterias frente a aceite esencial de
tomillo solo.

Autor: Leonardo Tigre. O

Autor: Leonardo Tigre. O
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