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RESUMEN

La resistencia bacteriana es una creciente amenaza para la salud publica, exacerbada por la
reduccion en la eficacia de los medicamentos. Como alternativa, los aceites esenciales destacan por
su actividad antibacteriana, pero deben procesarse como emulsiones para preservar sus propiedades
y minimizar el dafio a los tejidos del hospedero. También es de importancia clinica evaluar las
actividades antimicrobianas de estas emulsiones después de una digestion gastrointestinal, sin
embargo, son escasos los estudios de este tipo. El objetivo de este estudio fue determinar las
propiedades fisicoquimicas y analizar la actividad antibacteriana de emulsiones elaboradas con
aceites esenciales de canela, clavo y arbol de té contra Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes, a distintos niveles de pH (7.0, 3.0
y 6.5) que simularon a las condiciones del tracto gastrointestinal de un adulto sano. Para ello, se
realizaron emulsiones de canela, clavo y arbol de té, se caracterizaron mediante dispersion
dindmica de luz (DLS), y se determinaron las CMI y CMB de los aceites libres y sus emulsiones
mediante el método de dilucion en caldo. Las emulsion que mostré particulas de menor tamafio
(137.75 £ 2.04 nm) y menor indice de polidispersidad (0.21 £ 0.02) fueron las de arbol de té,
mientras que las de clavo tuvieron un valor mas electronegativo de potencial zeta (-39.85 + 0.49
mV). El aceite esencial que mostré mejor actividad antibacteriana fue el de clavo con CMI y CMB
de 0.3 y 0.6 mg/mL contra Escherichia coli, >0.3 y 0.6 mg/mL contra Salmonella Typhimurium,
0.3y 0.9 mg/mL contra Staphylococcus aureus, y 0.3 y 1.5 mg/mL contra Listeria monocytogenes.
Por otro lado, Escherichia coli (0.95 y 0.95 mg/mL) y Staphylococcus aureus (0.6 y 0.7 mg/mL)
presentaron mayor sensibilidad a la emulsion de canela, mientras que Salmonella Typhimurium
(0.6 y 0.7 mg/mL) y Listeria monocytogenes (0.7 y 0.9 mg/mL) a la de clavo. Igualmente, las
emulsiones que exhibieron mejor actividad después de someterse a los distintos pH fueron las de
canela y clavo. Este estudio demostr6 que las emulsiones a base de aceites esenciales de canela,
clavo y arbol de té poseen propiedades fisicoquimicas estables y buena actividad antibacteriana
antes y después de haber sido sometidas a diferentes pH simulando a aquellos del tracto

gastrointestinal.

Palabras clave: Aceites esenciales, emulsion, actividad antibacteriana.
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ABSTRACT

Bacterial resistance is a growing threat to public health, exacerbated by reduced drug
efficacy. Alternatively, essential oils are noted for their antibacterial activity but must be processed
as emulsions to preserve their properties and minimize damage to host tissues. It is also of clinical
importance to evaluate the antimicrobial activities of these emulsions after gastrointestinal
digestion. However, studies of this type are scarce. This study aimed to determine the
physicochemical properties and analyze the antibacterial activity of emulsions prepared with
cinnamon, clove, and tea tree essential oils against Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes, at different pH levels (7.0, 3.0
and 6.5) that simulated the conditions of the gastrointestinal tract of a healthy adult. For this
purpose, cinnamon, clove, and tea tree emulsions were prepared, characterized by dynamic light
scattering (DLS), and the MIC and MBC of the free oils and their emulsions were determined by
the broth dilution method. The emulsions that showed smaller particles (137.75 + 2.04 nm) and
lower polydispersity index (0.21 + 0.02) were those of tea tree, while those of clove had a more
electronegative zeta potential value (-39.85 + 0.49 mV). The essential oil that showed the best
antibacterial activity was clove with MIC and MBC of 0.3 and 0.6 mg/mL against Escherichia coli,
>0.3 and 0.6 mg/mL against Salmonella Typhimurium, 0.3 and 0.9 mg/mL against Staphylococcus
aureus, and 0.3 and 1.5 mg/mL against Listeria monocytogenes. On the other hand, Escherichia
coli (0.95 and 0.95 mg/mL) and Staphylococcus aureus (0.6 and 0.7 mg/mL) showed greater
sensitivity to the cinnamon emulsion, while Salmonella Typhimurium (0.6 and 0.7 mg/mL) and
Listeria monocytogenes (0.7 and 0.9 mg/mL) to the clove emulsion. Likewise, cinnamon and clove
were the emulsions that exhibited the best activity after being subjected to the different pH. This
study demonstrated that emulsions based on cinnamon, clove, and tea tree essential oils have stable
physicochemical properties and good antibacterial activity before and after being subjected to
different pHs, simulating those of the gastrointestinal tract.

Key words: Essential oils, emulsion, antibacterial activity.
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1.INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibioticos es uno de los problemas que mas rapido avanza
a nivel mundial y actualmente, se considera una de las amenazas méas grandes a la salud publica
(OMS, 2020). Debido a que, los antimicrobianos convencionales se vuelven cada vez menos
eficaces por su uso indiscriminado, el tratamiento inapropiado y la automedicacién, provocando
una persistencia de las enfermedades infecciosas (Loureiro et al., 2016; Lima et al., 2019).
Como respuesta a la resistencia bacteriana a los antibidticos se ha impulsado la busqueda de nuevos
tratamientos para combatir las infecciones. Una opcion serian los aceites esenciales, ya que cuentan
con compuestos que han demostrado tener efecto antibacteriano. Sin embargo, es necesario realizar
emulsiones de estos con el propdsito de proteger y mantener intactas sus propiedades
antibacterianas, y a su vez reducir al minimo el dafio que podrian provocar a los tejidos del
hospedero.
La herramienta que ayuda a evaluar la eficacia y el comportamiento de diferentes compuestos
expuestos al proceso digestivo es a través de un sistema de simulacion gastrointestinal. Con esto,
se pueden estimar las posibles transformaciones que sufririan los alimentos, sustancias o inclusive
farmacos al ser sometidos a un proceso de digestion, o conocer como se comportarian las
emulsiones elaboradas a base de aceites esenciales. Las emulsiones permiten conservar las
propiedades de los aceites esenciales (Shi et al., 2012), pero son pocos los estudios en la literatura
que aportan informacion sobre la actividad que presentan estos compuestos después de ser
sometidos a condiciones gastrointestinales.
En este trabajo se propone determinar las propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas, que tienen
las emulsiones realizadas a base de aceites esenciales de canela, clavo y arbol de té sobre bacterias
patdgenas, asi como, evaluar sus propiedades después de ser sometidas a distintos niveles de pH

simulando las distintas fases del tracto gastrointestinal en condiciones normales
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2. ANTECEDENTES

2.1. Problematica Asociada a la Resistencia Bacteriana.

Existe una gran variedad de microorganismos en el suelo, agua, aire e incluso en otros seres vivos
y en alimentos y algunos pueden provocar enfermedades. Actualmente, estdn adquiriendo
resistencia a los antibioticos, provocando una de las mayores amenazas para la salud a nivel
mundial.

Los antibiodticos actian mediante diferentes mecanismos de accidon para combatir a las bacterias.
Los més comunes son: 1) la inhibicioén de la sintesis de la pared celular, al impedir la sintesis de
peptidoglicano; 2) la inhibicion de la sintesis de proteinas, mediante la interferencia sobre la
actividad de los ribosomas; 3) la alteracion de la membrana citoplasmatica, al producir cambios en
la permeabilidad de la membrana; 4) la inhibicion de la sintesis de &cidos nucleicos y 5) la
inhibicion de la sintesis de metabolitos esenciales. Los principales grupos de agentes
antimicrobianos con actividad contra patdégenos Gram-negativos son: antibioticos betalactdmicos,
aminoglicosidos, tetraciclinas y quinolonas (Martinez D. 2021)

Por otro lado, el uso indiscriminado de antibidticos potentes y de amplio espectro, el tratamiento
inapropiado y la automedicacion, han provocado tasas altas de resistencia antibacteriana. A su vez,
estos mismos factores han sido identificados como responsables del incremento en las tasas de
morbilidad, prolongacion de estancias hospitalarias, y la reduccion en la eficacia de los antibi6ticos,
lo cual, ha conducido a la necesidad de tratamientos cada vez méas agresivos e invasivos (OMS,
2020).

El conocimiento sobre la epidemiologia de las bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos nos
permitird desarrollar estrategias mas precisas de control y prevencion. Para enfrentar este escenario,
es importante el desarrollo de diferentes tratamientos como alternativas o coadyuvantes a los
convencionales, ya que si este problema continta, muchas de las enfermedades infecciosas que son
relativamente féaciles de tratar actualmente, se podrian tornar potencialmente mortales (OMS,
2017).

Los mecanismos de accion por los cuales las bacterias pueden desarrollar dicha resistencia a
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antibidticos son diversos, e incluyen los intrinsecos o adquiridos. Una misma bacteria puede
presentar varios mecanismos entre los que describimos los siguientes: disminucion de la
permeabilidad de la envoltura celular de la bacteria, lo que limita la entrada del antibidtico, la
expresion de proteinas transmembranales (bombas de flujo), alteracion del sitio blanco para el
antibidtico por mutaciones genéticas o0 modificaciones postraduccionales, cambio en la expresion
de proteinas o enzimas que inactivan al antibidtico, modificando su estructura quimica o
degradandolo, cambios en la expresion de estados fisioldgicos especificos de baja susceptibilidad
a los antibioticos, como la formacion de biopelicula o la generacidon de células persistentes o
tolerantes (Blair et al., 2015; Wright, G.,2016; Balaban et al., 2019; Téllez, A. 2020).

2.1.1. Bacterias Patogenas Resistentes y Su Impacto en la Salud Publica

Las bacterias patogenas son aquellas que pueden generar o provocar infecciones, intoxicaciones, y
enfermedades. La OMS realizd en el 2017 un enlistado de bacterias patdgenas que clasifico con
base a prioridad de tratamiento critico, alto o medio. Las bacterias de prioridad critica comprende
a las que han adquirido resistencia a un gran niumero de antibiéticos como los carbapenémicos y
las cefalosporinas de tercera generacion (multirresistentes). Entre ellas se incluyen los géneros de
Acinetobacter, Pseudomonas y varias Enterobacteriaceas como Klebsiella sp. Escherichia coli,
Serratia sp, y Proteus.

La categoria de prioridad alta y media incluye bacterias que exhiben una farmacorresistencia
creciente y provocan enfermedades comunes como la gonorrea o intoxicaciones alimentarias. Esta
lista desafortunadamente crece cada vez mas y por eso la resistencia antimicrobiana fue
considerada en la lista de “problemas sanitarios urgentes de dimensiéon mundial” en 2020 por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Diferentes estudios han exhibido las problematicas sociales y econdémicas que desencadenan las
infecciones por bacterias patdgenas resistentes. El Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia
a los Antimicrobianos (GLASS), respaldado por la OMS, revel6 la presencia generalizada de
resistencia bacteriana a los antibidticos en muestras de 500.000 personas de 22 paises, con un

porcentaje de hasta un 82% en al menos uno de los antibioticos més utilizados. La Organizacion
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para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OCDE), reportaba que este problema de salud es
“un fendmeno de expansion inquietante, que podria costar alrededor de 3.500 millones de ddlares

anuales a las economias de sus paises miembros” (OPS, 2021).

2.1.2. Infecciones Gastrointestinales Bacterianas: Epidemiologia

Es importante prevenir y controlar las enfermedades causadas por bacterias patogenas en el tracto
gastrointestinal, debido a que pueden provocar desde enfermedades leves, como diarrea, dolor
abdominal, nauseas y vomitos, hasta la muerte. Las bacterias pueden ser transmitidas a través de
los alimentos o por contacto con heces contaminadas. Algunas de las mas comunes gque causan
infecciones gastrointestinales son Salmonella spp, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella y
Campylobacter.

Se estima que hay alrededor de 1.35 millones de casos de infecciones por Salmonella en los Estados
Unidos cada afio, las que son vinculadas a la carne de aves de corral y productos como el huevo,
frutas y verduras frescas contaminadas (CDC, 2021) para el caso de la cepa de Escherichia coli
0157:H7 es aln alarmante en todo el mundo debido a su capacidad para causar enfermedades
graves, como el sindrome urémico hemolitico (SUH), una complicacion potencialmente mortal.
Ademas, se han identificado nuevas cepas de Escherichia coli productoras de carbapenemasas
(CPE).

2.2. Caracteristicas Generales de Bacterias Patdgenas de Este Estudio

2.2.1. Escherichia coli

Es una bacteria Gram-negativa asociada a muchas enfermedades intestinales y del tracto urinario.

Escherichia coli es uno de los patdogenos mas comunes debido a su capacidad para adaptarse,
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colonizar y proliferar en diferentes hébitats a través de una multitud de factores de virulencia
adquiridos. Su presencia en la industria de procesamiento de alimentos es nociva y, en algunos
casos, causa intoxicaciones alimentarias. Por lo tanto, es un problema importante para los sectores
relacionado con la alimentacion, agricultura y salud.

Escherichia coli puede adquirir y transmitir genes de resistencia contra los antibidticos, lo que
plantea un problema para el tratamiento de estas infecciones (Ranjan et al., 2017). Igualmente,
tiene la capacidad de formar colonias resistentes en el intestino y otros entornos (Wells ez al., 2017).
Si bien, existe gran variedad de cepas de Escherichia coli, la que genera mayor preocupacion es

Escherichia coli O157:H7 debido a su capacidad para causar enfermedades graves.

2.2.2. Salmonella entérica serovariedad Typhimurium

Salmonella Typhimurium es un importante patdgeno que estd ampliamente distribuido en la
naturaleza y representa un grave peligro para los animales, y pueden transmitirse a los humanos a
través de la cadena alimenticia causando infecciones gastrointestinales, amenazando la salud y
potencialmente ocasionar la muerte (Du et al., 2020). La bacteria utiliza una variedad de
mecanismos para evadir y alterar la respuesta inmune del hospedero y es capaz de formar
biopeliculas en superficies lo que incrementa su resistencia a los mecanismos de eliminacion por
parte del hospedero (Wang et al., 2018). Esta bacteria también puede adquirir y transmitir genes
de resistencia a los antibidticos y se ha demostrado que Salmonella Typhimurium puede desarrollar
una mayor resistencia térmica, por lo que las altas temperaturas y el tiempo de tratamiento solo

podrian garantizar la inocuidad (Archer et al., 1998; Beuchat et al., 2013; Santillana et al., 2013).

2.2.3. Listeria monocytogenes

Es un patogeno intracelular facultativo causante de listeriosis, una infeccion que puede llegar a ser

mortal (Osek et al., 2022). Forma biopeliculas que aumentan su resistencia a los desinfectantes lo
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que les permite mayor sobrevivencia sobre las superficies (Bucur et al., 2018; Sibanda et al., 2022).
Es transmitido por alimentos, aunque la incidencia es menor comparado con otras bacterias como
Campylobacter y Salmonella, tiene la tasa de letalidad maés alta entre los patdgenos transmitidos

por los alimentos (Park et al., 2022).

2.2.4. Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram-positiva responsable de una amplia gama de infecciones intrahospitalarias,
que van desde cutaneas leves hasta enfermedades mas graves como neumonia y sepsis (Tong et
al., 2015). Es el agente etioldgico mas comun de las infecciones purulentas.

La transmision de Staphylococcus aureus puede deberse a la ingestion de agua y alimentos
contaminados, ya sea por descuido en su manipulacion o por refrigeracion y coccion inadecuadas.
Cuando crece en entornos con condiciones favorables para su desarrollo, este microorganismo
produce toxinas, que causan intoxicacion alimentaria. Ademas, Staphylococcus aureus es una
causa importante de infecciones intestinales, foliculitis, mastitis puerperal y foranculos, ademas de
infecciones graves como sepsis, shock séptico, endocarditis y neumonia. Puede formar biopeliculas
en superficies y dispositivos médicos, lo que puede aumentar su resistencia a los desinfectantes y

aumentar su capacidad de causar infecciones serias (Pasachova et al., 2019).

2.3 Tratamientos Contra Bacterias Resistentes

Existen distintos tipos de tratamientos contra las bacterias resistentes, los cuales se muestran en el
Cuadro 1. Las acciones principales usadas para contener la resistencia bacteriana son la educacion
comunitaria y prescripcion adecuada. Sin embargo, es importante conocer los tratamientos para
tomar medidas en caso de una infeccidn, aunque algunos de ellos se encuentran en etapas tempranas
de desarrollo o no estan disponibles para su uso clinico general. Por lo tanto, se requiere de mayor

investigacion para determinar su seguridad y eficacia en la practica clinica. Otra medida primordial
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es la prevencion que contribuye a la proteccion de la salud publica evitando la propagacién de

enfermedades.

Cuadro 1. Diferentes tratamientos para tratar bacterias resistentes.

Tratamiento Descripcion Util contra: Referencias

Terapia con fagos Virus antibacterianos. Pseudomonas Abedon et al., 2011
contra bacterias aeruginosa resistente a ~ Betancor, 2023
especificas. los antibidticos. Cisek et al., 2017

Escherichia coli

Modulacion del

Trasplante de

Clostridioides difficile

Jacome et al., 2023

microbioma microbiota fecal (FMT) resistente a los Moreno del Castillo et
como enfoque antibioticos. al., 2018
terapéutico para
modular el microbioma.
Péptidos Interaccion Staphylococcus aureus Avyala, 2022
antimicrobianos electrostatica entre el resistente a los
AMP catiénico a pH antibidticos.
fisioldgico y la
membrana  bacteriana
anionica.
Terapias combinadas Combinacion de varios Staphylococcus aureus — Giraldo, 2020

con antibioticos

antibidticos.

Enterococcus faecalis

2.4 Aceites Esenciales como Alternativas a los Tratamientos Convencionales

La comunidad cientifica ha desarrollado interés por el uso de hierbas medicinales con propiedades

antimicrobianas. Las plantas y otras fuentes naturales pueden proporcionar una amplia gama de

compuestos complejos y estructuralmente diversos. Los extractos de plantas y los aceites esenciales

poseen propiedades antifingicas, antibacterianas y antivirales, lo que ha llevado a considerarlos

como fuentes potenciales de novedosos compuestos antimicrobianos, agentes que promueven la

conservacion de alimentos y alternativas para tratar enfermedades infecciosas (Safaei-Ghomi,

2010).

La industria alimentaria presenta una gran demanda de compuestos naturales con los cuales

desarrolla nuevos productos que impulsan la innovacion en el envasado y conservacion de

alimentos. La inmovilizacion de extractos de plantas o de aceites esenciales en sistemas coloidales
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permite realizar numerosas formulaciones con nuevas aplicaciones, asegura la proteccion de los
compuestos naturales como los aceites esenciales, y facilita la liberacion controlada (Asbahani et
al., 2015).

Los aceites esenciales son de origen natural, y estan constituidos por una mezcla de compuestos,
sintetizados por las plantas aromaticas, como metabolitos secundarios con actividad biologica de
amplio espectro (Asbahani et al, 2015; Costa da Silva, et al, 2023). Igualmente, tienen
propiedades que brindan proteccion a las plantas contra agentes externos, como la luz ultravioleta,
animales herbivoros, insectos y microorganismos. Estos compuestos han recibido especial atencion

debido a sus propiedades de eliminacién de radicales (De Sousa Barros et al., 2015).

2.5 Emulsiones a Base de Aceites Esenciales de Canela, Clavo y Arbol de Té

Las emulsiones son mezclas de dos liquidos inmiscibles, como el agua y el aceite, que se combinan
mediante la ayuda de un agente emulsionante o emulsificador para crear una suspension estable.
Las emulsiones tienen amplia variedad de aplicaciones en diferentes industrias debido a sus
propiedades fisicas y quimicas.

Los productos naturales que son utilizados en sistemas de inmovilizacién, como las emulsiones,
exhiben una mejor estabilidad y liberacidn sostenida. Ademas, muestran una biodisponibilidad
mejorada a dosis mas bajas, lo que aumenta su seguridad a largo plazo (Bilia et al., 2017;
Chongsrimsirisakhol et al., 2023). Esta estrategia ha hecho que los medicamentos naturales tengan
un papel importante en las clinicas modernas porque son una alternativa viable que puede desplazar
productos quimicos sintéticos.

El aceite esencial de canela ha sido investigado por su accion antibacteriana contra patégenos. Se
obtiene principalmente de Cinnamomum zeylanicum (familia Lauraceae) (Nabavi et al., 2015). Se
utiliza tradicionalmente en varios remedios herbales debido a su amplio especto de actividades
biologicas, como antiinflamatorias, antidiabéticas, carminativas, antivirales y antihipertensivas
(Kumar et al., 2019).

El aceite de canela esté constituido por 38 fitoquimicos, de los cuales el compuesto predominante
es el cinamaldehido (70-80%), seguido del eugenol (4-10%), limoneno (2.42%), acetato de
cinamilo (2.03%), linalol (1.16%) y a-terpineol (0.87%). El cinamaldehido es una de las moléculas
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de mayor interés como agente antimicrobiano alimentario debido a su amplio espectro contra
microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos. Una técnica importante para facilitar la
compatibilidad de los aceites esenciales con las formulaciones acuosas y reducir las pérdidas por
evaporacion es la inmovilizacion en forma de emulsion a nano o microescala (Coelho, 2021).

El aceite esencial de clavo es clasificado como "generalmente considerado seguro " (GRAS) por la
FDA, y se obtiene principalmente del Syzygium aromaticum (familia Myrtaceae) (Mann et al.,
2022). Es utilizado en la cocina o como medicina tradicional por que se le atribuyen propiedades
antisépticas, antimicrobianas, cicatrizantes y analgésicas. El aceite esencial de clavo contiene como
principal compuesto el eugenol, y puede tener algtn control sobre la microbiota nativa y patdgenos
(Gorii et al., 2016).

Los principales constituyentes aromaticos de Syzygium aromaticum son el eugenol y el acetato de
eugenilo, y el primero de ellos, tiene actividad antifungica. Los aceites esenciales de clavo han sido
ampliamente analizados, y se han reconocido alrededor de 18 compuestos diferentes. Las
propiedades antioxidantes de estos componentes se han evaluado mediante el ensayo de sustancias
reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS). También se ha demostrado que el aceite de clavo
inactiva eficazmente los patdgenos transmitidos por los alimentos, como Escherichia coli
0157:H7, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Oussalah
et al., 2007).

Por otro lado, el aceite esencial del arbol de té estd compuesto por terpenos, principalmente por
monoterpenos, sesquiterpenos y alcoholes relacionados, que son hidrocarburos aromaéticos
volatiles. El principal componente del aceite esencial del arbol de té es terpineno-4-ol, al que se le
atribuyen propiedades antimicrobianas. Por lo tanto, este aceite puede utilizarse como bactericida
natural. Ademas, tiene efectos antivirales, antifungicos, aumenta la actividad de las células
inmunitarias, previene infecciones, promueve la cicatrizacion de heridas y ayuda a reducir la
inflamacién (Kennedy et al., 2016; Garozzo et al., 2011).

Para comprender el comportamiento de las emulsiones a base de aceites esenciales es necesario
caracterizarlos adecuadamente para optimizar su formulacion y garantizar su estabilidad y calidad
en diversas aplicaciones, como la industria alimentaria, farmacéutica, cosmetica y de productos
quimicos. La caracterizacion de emulsiones es el proceso mediante el cual se analizan y describen
las propiedades fisicas y quimicas. Existen diferentes técnicas de caracterizacion de emulsiones
que permiten evaluar su estabilidad, el tamafio y distribucion de las gotas, la viscosidad y la carga
superficial (Zou et al., 2023).
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2.6. Accion Antibacteriana, Ventajas y Desventajas de los Aceites Esenciales

El efecto antimicrobiano de los aceites esenciales esta influenciado por la especie de bacteria y tipo
de aceite empleado. En relacion con la especie bacteriana, puede estimarse la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB). EI CMI se define como
la concentracion mas baja de aceite esencial que inhibe parcialmente el crecimiento de la bacteria,
mientras que la CMB representa la concentracion minima de aceite esencial necesaria para matar
igual o mas del 99,9 % de la poblacion bacteriana (Bravo et al., 2018; Pérez E. & Rivas A., 2021).
Los aceites esenciales actlian directamente sobre la membrana bacteriana inhibiendo el crecimiento
de microorganismos fungicos y bacterianos. Tanto el contenido y la composicién de los
compuestos bioactivos en los aceites esenciales son muy diversos y dependen de su fuente de
origen (Cava-Roda et al., 2010).

Los aceites esenciales han mostrado actividad inhibitoria y bactericida similar tanto contra las
bacterias Gram-positivas como Gram-negativas. Se han realizado diferentes estudios para entender
su modo de accion, aungque no han sido dilucidados totalmente. Se ha sugerido que su capacidad
para penetrar las membranas bacterianas es la responsable de su accién antimicrobiana,
interrumpiendo las propiedades funcionales de las bacterias. Esto se logra al interactuar con los
organulos en el citoplasma bacteriano y afectar el metabolismo celular (Bassanetti et al., 2017;
Yoo et al., 2020). La exposicién de los grupos hidrofilicos de las moléculas emulsionantes de los
aceites esenciales puede potenciar su entrega efectiva a la célula bacteriana. Por otro lado, su accion
también puede basarse en su hidrofobicidad molecular (Donsi y Ferrari, 2016).

La potente accion antimicrobiana del aceite esencial de canela se debe a la alteracion que produce
en la membrana del patdgeno, lo cual favorece la fuga de componentes intracelulares resultando
en el colapso celular (Yeon-Ji et al., 2015). La actividad antibacteriana del aceite del arbol del té
se atribuye al terpineno-4-ol, que es el principal componente de ese aceite esencial (Aljazy y
Abdulstar, 2021). Aungue los aceites esenciales poseen propiedades beneficiosas, en su forma
natural son sensibles a las condiciones medioambientales, lo que puede provocar su degradacion y

pérdida de sus propiedades.
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2.7. Simulacién Gastrointestinal

Los métodos in vitro que simulan los procesos de digestion se basan en conocimientos actuales
sobre la fisiologia humana y el funcionamiento del aparato digestivo. Estos conocimientos se
aplican de manera extrapolada para simular las condiciones digestivas del cuerpo humano y asi
permitir la realizacion de ensayos de digestion en el laboratorio. De esta manera, se pueden estudiar
los procesos de digestion de manera controlada y precisa, asi como también cuestiones como la
digestibilidad y la bioaccesibilidad, lo que resulta de gran utilidad en la investigacion cientifica
(Gonzélez, 2016).

La simulacion gastrointestinal replica diversas etapas del proceso de digestion humana, por lo
general se suele incluir las fases oral, gastrica y del intestino grueso. En cada una de las fases se
intenta imitar en lo posible a la realidad de las condiciones fisioldgicas in vivo tales como:
movimientos peristélticos, temperatura, pH, presencia de enzimas digestivas y sus concentraciones,
el tiempo de digestion, concentraciones de sal, absorcion de nutrientes (Riva, 2014). En la mayoria
de este tipo de simulaciones se pone a prueba el compuesto bioactivo de interés.

Cuando un farmaco o compuesto entra en el tracto gastrointestinal, su solubilidad y disolucion
pueden ser afectadas por las sales biliares, fosfolipidos y los productos de la digestion lipidica, que
tienen la capacidad de solubilizar sustancias lipofilicas (De waal et al., 2023). Para mejorar la
precision de las herramientas de solubilidad y disolucion in vitro, se han desarrollado modelos con
fluidos intestinales simulados. Estos imitan la composicion de los fluidos intestinales humanos de
adultos sanos y contienen niveles de pH, capacidad tampoén, sales biliares (por ejemplo, &cido
taurocolico) y fosfolipidos (fosfatidilcolina) que son fisiologicamente relevantes. Los fluidos
intestinales simulados reflejan el entorno gastrointestinal in vivo en condiciones de ayuno en
adultos y mejoran el valor predictivo de solubilidad y disolucién in vitro (Dressman et al., 2007; y
Dahlgren et al., 2021). Dependiendo de la finalidad con la cual se utilice la simulacion
gastrointestinal, también se considera la complejidad y capacidad de imitar las condiciones reales.
Durante este proceso las muestras se someten a las condiciones normales de temperatura y pH
correspondientes a la fase bucal, estomacal e intestinal del tracto gastrointestinal de una persona

adulta sana.
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2.7.1 Fisiologia del Tracto Gastrointestinal

La digestion humana es un proceso complejo y esencial para la salud. Mediante éste, los alimentos
ingeridos son transformados en sustancias quimicamente méas pequefias y sencillas (Rivas, 2014).
La desintegracion de los alimentos se lleva a cabo principalmente en la boca y estbmago, mientras
que la digestion enzimatica y la posterior absorcidn tienen lugar en el intestino grueso y delgado
(Andres, A., 2019). El proceso digestivo comienza en la boca, donde los alimentos se mastican y
se mezclan con saliva, que contiene enzimas que comienzan a descomponer los carbohidratos. En
el caso de las emulsiones existen varios procesos que podrian contribuir a que presenten cambios
fisicoquimicos, inclusive la presencia de mucina en la saliva lo que puede provocar su
desestabilizacion lipidica por floculacién (Silletti et al., 2007). A medida que los alimentos pasan
por el eséfago, se activa el proceso de deglucion y se dirigen hacia el estomago.

El estbmago es un 6rgano muscular que tiene la capacidad de contraerse y mezclar los alimentos
con acido clorhidrico y enzimas digestivas. El &cido clorhidrico del estbmago ayuda a descomponer
las proteinas, mientras que las enzimas digestivas degradan los carbohidratos y las grasas. El
tiempo de resistencia en el estbmago de un alimento o compuesto, varia dependiendo de su origen,
y puede ser desde unos minutos hasta algunas horas, aunque también existen factores externos
como la salud del individuo, la edad y caracteristicas del alimento. El estbmago puede considerarse
como el érgano donde se inicia el proceso de la lipdlisis a partir de la lipasa gastrica, sin embargo,
esta contribucion se considera minoritaria, ya que se ha demostrado que solo alcanza niveles de
hidrélisis del 10-30% de los componentes lipidicos (Liao et al., 1983).

El intestino delgado completa la mayor parte de la digestion y la absorcidn de nutrientes. Las
enzimas digestivas, producidas por el pancreas y el intestino delgado, descomponen los nutrientes
en componentes Mas pequefios que se absorben a traves de las paredes intestinales y se transportan
al torrente sanguineo. También es donde se lleva a cabo aproximadamente el 80% de la lipolisis
total del organismo. Las sales biliares y los fosfolipidos producidos en el higado, que llegan al
intestino via vesicula biliar, se adsorben al presentar actividad interfacial en la superficie de las
gotas de lipidos para facilitar su digestion (Tso y Thomson, 2000). El intestino grueso es el lugar
donde se absorbe agua y se forman las heces. Las bacterias intestinales también descomponen los

residuos no digeridos produciendo vitaminas importantes (Andrés, 2019).
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En resumen, el aparato digestivo humano es el conjunto formado por el tracto digestivo junto con
otros 6rganos que ayudan al cuerpo a transformar y absorber los alimentos. La digestion es un
proceso metabolico de transformacion de alimentos ingeridos en sustancias quimicamente mas
pequefias y sencillas, para que puedan ser asimiladas facilmente y utilizadas como fuente de
energia.

Cuando el intestino se encuentra en homeostasis, nos indica que se estan desempefiando funciones
metabolicas, troficas y de proteccion, que resultan benéficas para la salud del hospedador; sin
embargo, existen factores como el estrés, los compuestos como antibio6ticos o constituyentes de la
dieta, que pueden modificar la composicién y/o funcionalidad de la microbiota intestinal. La dieta
es uno de los factores que mas influyen en la composicion de la microbiota intestinal humana (De
Filippo et al., 2010).

2.7.2 Modelos

Los modelos de simulacion gastrointestinal se emplean habitualmente para evaluar las
transformaciones que sufren los alimentos y/o compuestos durante el transito por el tracto
gastrointestinal, asi como también, para determinar los posibles cambios en la composicién y
funcionalidad de la microbiota intestinal como consecuencia de la ingesta dietaria.

Existen varios modelos de simulacién gastrointestinal y los mas utilizados se pueden dividir en 3
tipos que incluyen el modelo de digestion estatica, de digestion dinamicay el in vitro de membrana
celular. Cabe destacar que se han desarrollado numerosas variaciones o precisiones en 1os mismos,
que han contribuido a su mejoramiento a lo largo del tiempo y actualmente se siguen renovando.
El método de digestion estatica utiliza proporciones constantes de la muestra y fluidos digestivos,
y debe mantenerse un pH constante a cada paso de la digestion. Esto hace que el método sea sencillo
de utilizar, pero no adecuado para simular la cinética de la digestion. En este método, las muestras
a evaluar se someten a una digestidn secuencial oral, gastrica e intestinal, mientras que parametros
como electrolitos, enzimas, bilis, diluciéon, pH y tiempo de digestion se basan en los datos
fisiologicos disponibles. Este método se usa para evaluar los productos finales resultantes de la

digestion de las muestras (Chongsrimsirisakhol et al., 2023).
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El simulador gastrointestinal dindmico se compone de varios compartimentos, en los cuales se
incluyen estdbmago, intestino y colon. El estbmago estd constituido por dos paredes flexibles
rodeadas por una camisa de metacrilato en la que se bombea agua manteniendo el mezclado del
contenido estomacal a una temperatura constante mediante movimientos peristalticos. El sistema
permite cambiar el pH y el tiempo de vaciado al intestino delgado. El intestino delgado es un reactor
en condiciones anaerobicas, pH controlado, y la mezcla del contenido gastrico con las secreciones
intestinales mantenidas en agitacion mecanica son regulables. EI colon se compone de tres
reactores (colon ascendente, transverso y descendente) que operan en condiciones de anaerobiosis,
con agitacion mecanica y pH controlado (Tamargo et al., 2017). Sin embargo, debido a su enorme
complejidad, asi como al elevado coste de instalacion y puesta a punto, son simuladores poco
comunes.

El modelo “in vitro” de membrana celular es una simulacion del estdmago hecho de silicona
fabricado con tecnologia de impresion 3D, produce contracciones peristalticas con ayuda de un
instrumento electromecanico compuesto por una serie de motores, rodillos y ruedas excéntricas. El
sistema estomacal simulado es capaz de generar proporciones de vaciado géastrico de las fracciones
solida y liquida como las reales. (Wang, 2019).

Los modelos semidindmicos de digestion “in vitro” permiten simular el comportamiento de
emulsiones O/W o matrices alimentarias durante la digestion gastrica con la adicion gradual de
acido, fluidos gastricos y enzimas, asi como simular el vaciado gastrico (GE) (Mulet-Cabero, 2020;
Molet-Rodriguez et al., 2023).

Las simulaciones gastrointestinales permiten tomar muestras ya procesadas en regiones de dificil
acceso y monitorear las distintas variables fisiolégicas, movimientos peristalticos, tiempos de
retencion, variaciones de pH y composicion de los fluidos gastrointestinales (Tamargo et al., 2017).
Estas simulaciones requieren de una amplia gama de condiciones que a menudo tienen poca
relevancia fisioldgica, lo que impide la comparacion significativa de los resultados (Brodkorb,
2019).
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3. HIPOTESIS

Las emulsiones formuladas con aceites esenciales de canela, clavo y arbol de té sometidas
a pH de simulacion gastrointestinal tienen actividad antibacteriana contra Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar las propiedades fisicoquimicas y antibacterianas de las emulsiones a base de aceites

esenciales de canela, clavo y arbol de té sometidas a pH de simulacién gastrointestinal.

4.2. Objetivos Particulares

e Determinar las propiedades fisicoquimicas de emulsiones a base de aceites esenciales de
canela, clavo y éarbol de té.

e Determinar las propiedades antibacterianas “in vitro” de las emulsiones a base de aceites
esenciales de canela, clavo y arbol de té contra Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.

e Evaluar y comparar las propiedades antibacterianas de emulsiones a base de aceites esenciales
de canela, clavo y arbol de té después de ser sometidas a distintos niveles de pH simulando
fases del tracto gastrointestinal de una persona en condiciones normales contra Escherichia

coli, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

Los aceites esenciales de canela, clavo y arbol de té fueron proporcionados por el laboratorio de
nutricion-infeccion de CIAD A.C. (Hermosillo, Son) de la marca comercial Sigma-Aldrich Corp.
Para la preparacion de las emulsiones de aceite en agua (O/W), se utiliz tween 80 de la marca
comercial Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO) como surfactante. Las cepas bacterianas usadas
fueron: Escherichia coli O157:H7 ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 14028,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P y Listeria monocytogenes ATCC 19115, que fueron
proporcionadas por el cepario del laboratorio de microbiologia de alimentos del CIAD A.C.

(Hermosillo, Sonora).

5.2 Preparacion del Inoculo

Las bacterias Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 25922), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) y Listeria monocytogenes (ATCC 19115), se cultivaron y
se mantuvieron en agar Tripticasa de Soya como medio de enriquecimiento (TSA; Becton
Dickinson, Sparks, MD). Antes de iniciar cada ensayo, se transfirid una colonia aislada al medio
TSAyseincubd a35+2°Cpor20 =+ 2h. De aqui, se transfirieron a alicuotas de 1 mL al sustrato
de trabajo poco antes de los ensayos “in vitro”, las cuales se ajustaron a una cuenta de
aproximadamente 1 x 10® Unidades Formadoras de Colonias (UFC) / mL.

5.3 Preparacion de Emulsiones

Se prepararon emulsiones, cada una con un aceite esencial diferente como base, (canela, clavo y
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arbol de té), y por triplicado. La fase continua de las emulsiones O/W fue formulada por una
solucién acuosa que contenia 3% (p/p) de Tween 80. Se utilizé una concentracion al 10% de la fase
oleosa para formular las emulsiones, y se afiadio la misma concentracion de aceite esencial con
base a la CMI o CMB. Se realiz6 el mismo protocolo para cada emulsion. Las emulsiones se
prepararon con un homogeneizador ultrasénico (Ningbo Scientz Biotechnology Co., Ltd), con
amplitud de onda de 84 um durante 15 min. El tiempo de homogeneizacion se determind en funcion
de la concentracion del aceite esencial en cada sistema como lo marca la metodologia descrita por
Dévila-Rodriguez et al., (2020).

5.4 Caracterizacion Fisicoquimica de las Emulsiones

Las distribuciones del tamafio, polidispersidad y potencial zeta. fueron medidas a través de un
equipo con dispersion dinamica de luz (DLS) y un detector de potencial zeta (Wyatt Co, EE. UU.).
Se realizaron las mediciones durante un periodo de 28 dias para registrar posibles variaciones en

sus caracteristicas.

5.4.1 pH

El pH de cada emulsion se midi6 utilizando un potenciometro (OHAUS, STARTER 3100), con un
intervalo de medicion de pH de -2.00 a 16.00 y de temperatura de -5 °C a 110 °C, con una precision
de £ 0.01 unidades de pH. Las mediciones se realizaron utilizando un electrodo de vidrio que fue
previamente calibrado con tampones a pH 3.0 y 7.0. Asi mismo, se utilizd durante el proceso de

simulacion de pH gastrointestinales.
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5.5 Determinacién de CMI y CMB

Se utilizo el método de dilucion en caldo como test de susceptibilidad microbiana descrito por
Ramirez, et al., 2009. Para ello se utilizé una microplaca de 96 pocillos, en la cual se anadié 5 uL
del inoculo bacteriano (Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes) y 295 uL. de emulsion (previamente diluidas en caldo Miiller-
Hilton) a un rango de concentraciones de 0.5 a 2.5 mg/mL (mediciones realizadas por triplicado).
También se montaron controles positivos y negativos que correspondieron a kanamicina y al
inoculo bacteriano, respectivamente, en un medio enriquecido. Se incubaron las placas a 37 °C
durante 18 + 2 h. Después se inocularon 20 pL. de cada tratamiento por triplicado en agar Mueller-
Hinton y se incubaron nuevamente a 37 °C durante 22 £ 2 h. La concentracion minima inhibitoria
(CMI) es aquella que inhibe parcialmente el crecimiento de la bacteria, mientras que la
concentracion minima bactericida (CMB) es aquella que ha matado el 99% del inoculo original.

5.6. Efecto del pH en la Actividad Antimicrobiana de las Emulsiones

Las emulsiones fueron sometidas a una simulacion gastrointestinal “in vitro” en la que se replicaron
las condiciones de temperatura, los movimientos peristalticos y los valores de pH gastrointestinales
de una persona adulta sana en ayuno. La metodologia se basé en la descrita por Naissinger da Silva,
et al., (2021) con algunas modificaciones. Para el experimento, se prepararon soluciones de cada
una de las emulsiones a la concentracion minima inhibitoria (CMI) correspondiente a cada bacteria
y emulsion.

Se coloco en un vaso de precipitado 50 mL de emulsion, situado sobre una placa de calentamiento
con agitacion constante. Se utilizé un potenciometro para medir los valores de pH en cada fase del
proceso: fase inicial, fase bucal (1 minuto de duracion), fase estomacal (30 minutos de duracion) y
fase intestinal (90 minutos de duracion). De igual manera, se emple6 un termometro para garantizar
que la temperatura se mantuviera a 37°C durante todo el experimento. Se realizé el mismo

protocolo para cada una de las emulsiones de canela, clavo y arbol de te.
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Inicialmente, se midi6 el pH de las emulsiones, ajustandolo a 7.0 con NaHCO3 (1M) y HCI (0.1M)
para simular el pH de la cavidad oral. Tras un minuto, se realiz6 un nuevo ajuste de pH a 3.0 con
un potenciometro (OHAUS, STARTER 3100) para reproducir las condiciones de la fase estomacal,
la cual duré 30 minutos. Posteriormente, el pH se ajustdé nuevamente a 7.0, correspondiente a la
fase intestinal, que duré 90 minutos a una temperatura constante de 37°C y con agitacion continua.
Finalmente, el producto remanente de cada emulsion fue cultivado junto con las bacterias
correspondientes, con el objetivo de determinar la actividad microbioldgica de las emulsiones sobre
las bacterias, basandonos en el método de dilucion en caldo descrito por Ramirez, et al., (2009).
Se utilizo la densidad o6ptica (D.0O.) medida a 620 nm, como indicador del crecimiento bacteriano.
El tiempo del ensayo fue de 18 horas. Todas las muestras se evaluaron bajo las mismas condiciones

y las mediciones se realizaron por triplicado.

5.7. Andlisis Estadistico

Se realizd un disefio completamente al azar en los datos sobre caracterizacion. Se utiliz6 un
ANOVA de unaviay la prueba de Tukey-Kramer a una p < 0,05 para realizar la comparacion entre
par de tratamientos sobre las bacterias analizadas. El analisis estadistico se realiz6 con el programa
GraphPad Prism 10, se graficaron los valores de densidad oOptica (D. O.) en funcién del tiempo.

Las curvas de crecimiento se ajustaron utilizando el complemento DMFit.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion de las Emulsiones

6.1.1. Tamario de Particula

Las propiedades de las emulsiones estan determinadas por el tamafio de las micelas o gotas y su
distribucion. Dependiendo del didmetro de las gotas, las emulsiones se pueden dividir en
nanoemulsiones (20 a 500 nm) y microemulsiones (0,5 a 100 um). Entre mas pequenas sean las
particulas en general obtendremos una emulsién con mayor estabilidad. Las nanoemulsiones, a
diferencia de las microemulsiones, son cinéticamente estables, pero termodinamicamente no, y no
se forman espontaneamente (Tadros TF., 2013). Sin embargo, la estabilidad fisica de las
nanoemulsiones a largo plazo (sin aparente floculacidn o coalescencia) las hacen unicas (Wulff-
Pérez et al., 2009; Cardoso-Ugarte, et al., 2017). Cuando hablamos de estabilidad cinética nos
referimos a que la emulsion se mantiene en su estado disperso por un tiempo significativo sin que
las gotas se agreguen o se separen rapidamente. Esta estabilidad es gracias a la energia que se
afiadié durante su preparacion, con ultrasonido, y al decir que es termodindmicamente inestable
nos referimos a que al no encontrarse en el estado de minima energia el sistema tendera a la
desestabilizacion y a la separacion de fases con el tiempo (Marfisi S. 2005). Los resultados
muestran que las emulsiones con aceites esenciales de arbol de té, clavo y canela se mantuvieron
dentro del rango nanométrico (20 a 500 nm) durante los 28 dias de estudio. Sin embargo, la
emulsion de arbol de té presentd un aumento (p < 0.05) en el tamafio de particula a los 28 dias (de
137.09 £ 0.10 a 144.97 £ 1.75 nm), lo que sugirié una ligera pérdida de estabilidad. En el Cuadro
2 se muestran los tamafios de particula (gota) obtenidos para las emulsiones a base de aceite

esencial de arbol de té, clavo y canela, durante un periodo de 28 dias.
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Cuadro 2. Tamafios de particulas de las emulsiones a base de aceite esencial de arbol de té, clavo
y canela a diferentes tiempos.

Tamafio de particula (nm)

Emulsion Dias
0 14 28
TTO 137.75 + 2.048 137.09 + 0.10? 144.97 + 1.75°
CLO 224.64 + 10.38? 211.34 +11.328 201.41 + 6.852
CO 463.34 + 32.37° 427.33 + 8.32¢ 426.63 + 30.782

TTO: Aceite de arbol de té; CLO: Aceite de clavo; CO: Aceite de canela. Los valores indican la
media * desviacion estandar. Literales iguales en el mismo renglén indican que no hay diferencias
entre las medias de las emulsiones con respecto al tiempo n=3. (Tukey-Kramer; p < 0,05)

6.1.2. Indice de Polidispersidad

La polidispersidad en las emulsiones nos indica la uniformidad en el tamafio de las gotas de la fase
dispersa y como ya se mencionaba anteriormente el tamafio de particula esta relacionado a la
estabilidad de la emulsién. Las emulsiones polidispersas pueden experimentar coalescencia, donde
las gotas méas grandes tienden a fusionarse con las més pequefias, lo que puede llevar a la separacion
de fases. En una emulsion ideal, todas las particulas tendrian el mismo tamafio. Sin embargo, en la
realidad, es comun encontrar emulsiones donde las gotas tienen tamafios diferentes (polidispersas).
En el Cuadro 3 se pueden observar los valores de polidispersidad de las emulsiones de arbol de te,
clavo y canela en un periodo de 28 dias. La emulsion de arbol de té mostré un aumento (p < 0.05)
en el indice de polidispersidad entre el dia 0 (0.21 + 0.02) y el dia 14 (0.32 £ 0.02), indicando una
mayor variabilidad en el tamafio de las gotas. Sin embargo, las emulsiones de clavo y canela no
presentaron diferencias (p < 0.05) en los valores de indice de polidispersidad, lo que indica una
distribucion de tamafio méas homogénea. Estos resultados nos indican que una menor uniformidad
en la emulsién de arbol de té podria contribuir a una estabilidad reducida, en concordancia con
estudios que muestran que emulsiones mas homogéneas tienden a ser mas estables (Tadros TF,
2013; Yazgan H., 2020.). Nuestros resultados muestran valores similares a los obtenidos por
Campolo et al., (2020) y Jiménez et al., (2018), quienes trabajaron con emulsiones a base de aceites
esenciales utilizando como surfactante tween 80, y obtuvieron resultados entre 0.20 + 0.01 y 0.55
+ 0.05.
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Cuadro 3. indice de polidispersidad de las emulsiones a base de aceite esencial de arbol de té,
clavo y canela a diferentes tiempos.
Indice de polidispersidad

Emulsion Dias
0 14 28
TTO 0.21 +0.02° 0.32+0.02°2 0.32+0.012
CLO 0.57 + 4.46x107°2 0.57 +9.99 x 1092 0.57 +8.24 x 10102
CcO 0.57 £ 9.53 x 10112 0.57 £ 7.48 x 10°2 0.57 £3.25x10°2

TTO: Aceite de arbol de té; CLO: Aceite de clavo; CO: Aceite de canela. Los valores indican la
media + desviacion estandar. Literales iguales en el mismo renglén indican que no hay diferencias
entre las medias de las emulsiones con respecto al tiempo n=3. (Tukey-Kramer; p < 0,05)

6.1.3. Potencial Zeta

El potencial zeta indica el potencial de carga en la interface de una suspensién coloidal, lo que nos
permite evaluar su estabilidad fisica. Se considera que un potencial zeta superior a +30 mV o
inferior a -30 mV indica una carga fuertemente cationica o anidnica, respectivamente. Esto quiere
decir que, cuanto mayor sea el valor absoluto del potencial zeta, mayor sera la estabilidad de la
emulsion (Rahman et al., 2010; Clogston & Patri, 2011; Ramirez-Nieto et al., 2019; y McClements,
2004). En el Cuadro 4 se pueden observar los resultados medidos con un equipo de dispersion
dindmica de luz, durante los dias 0, 14 y 28. La emulsién de canela mostré una disminucion (p <
0.05) en el potencial zeta (de -43.85 + 1.86 a -22.45 + 0.71 mV) después del dia 14, lo que sugiere
una disminucion en la estabilidad. En comparacion, las emulsiones de arbol de té y clavo se
mantuvieron mas estables con menores fluctuaciones en el potencial zeta (p > 0.05). Estos
resultados son consistentes con el estudio de Wei L. et al., (2021) quienes trabajaron con
combinaciones de diferentes aceites esenciales entre las cuales se encontraban trans-cinamaldehido
(compuesto que se encuentra en la canela) y citral quienes mostraron resultados de potencial Z
similares a los de este estudio con valores que oscilaban entre —25.3 a —42.7 mV, exhibiendo un
alto potencial zeta negativo como el de nuestras formulaciones, este resultado podria estar

relacionado con las interacciones fisicoquimicas que ocurren entre sus constituyentes.
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Cuadro 4. Potencial zeta de las emulsiones a base de aceite esencial de arbol de té, clavo y canela
a diferentes tiempos.

Potential Zeta (mV)

Emulsion Dias
0 14 28
TTO -37.84 +4.32% -47.41 +5.36 P -32.82 +0.762
CLO -39.85 + 0.49° -40.99 +1.27° -30.52+1.95%
CcO -36.70 + 1.30° -43.85+1.86°¢ -22.45 +0.71 2

TTO: Aceite de arbol de té; CLO: Aceite de clavo; CO: Aceite de canela. Los valores indican la
media * desviacion estandar. Literales iguales en el mismo renglén indican que no hay diferencias
entre las medias de las emulsiones con respecto al tiempo n=3. (Tukey-Kramer; p < 0,05).

6.2 Determinacion de CMIy CMB

El Cuadro 5 nos muestra los datos de CMI y CMB de los aceites en su forma libre y en emulsion.
Se observo que el aceite de clavo fue el que presentdé mejor actividad antibacteriana contra E. coli,
S. aureus y L. monocytogenes, mientras que S. Typhimurium presentdé mayor sensibilidad al aceite
de canela. Por otro lado, la emulsion de canela tuvo mejor actividad contra E. coli, y S. aureus, y
la de clavo contra S. Typhimurium y L. monocytogenes.

Cuadro 5. Concentracién minima inhibitoria y concentracién minima bactericida de los aceites
esenciales libres de arbol de té, clavo y canela y en forma de emulsion.
Concentraciones (mg/mL)

E. coli S. Typhimurium. S. aureus L. monocytogenes

AELibre cmi cwmB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

CO 0.9 1.2 0.3 0.6 0.3 0.9 0.9 >0.9

CLO 0.3 0.6 >0.3 0.6 0.3 0.9 0.3 15

TTO 1.1 1.2 >0.9 1.2 0.9 1.5 0.9 1.5
Emulsion

CO 0.95 0.95 0.9 0.9 0.6 0.7 0.8 1

CLO 0.9 1.5 0.6 0.7 0.7 0.8 0.7 0.9

TTO 11 15 15 1.6 2.3 2.5 2.5 2.8

AE: Aceite esencial; TTO: Aceite de arbol de té; CLO: Aceite de clavo; CO: Aceite de canela
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Algunos autores atribuyen la actividad antibacteriana de los aceites esenciales a su componente
mayoritario debido a su capacidad para alterar la integridad de la membrana celular y desnaturalizar
proteinas esenciales (Park J-B, Kang J-H, Song KB, 2018). Por ejemplo, en el caso de la canela, es
el cinamaldehido; en el clavo, el eugenol; y en el arbol de té, el terpineno-4-ol. Por otro lado,
también se ha demostrado que otros compuestos presentes en estos aceites, aunque en menor
concentracion, pertenecientes a los grupos de terpenos, terpenoides, compuestos aromaticos y
alifaticos, también pueden conferir actividad antibacteriana (sinérgica) al aceite esencial (Kumar
et al., 2019; Oussalah et al., 2007; y Kennedy et al., 2016). Algunos terpenos y terpenoides actian
como agentes bacteriostaticos al interferir con procesos metabolicos clave de las células
bacterianas. Por otro lado, compuestos como los fenoles y alcoholes presentes en los aceites
esenciales pueden tener propiedades bactericidas, causando dafio directo a las membranas celulares
bacterianas o interfiriendo con su capacidad para reproducirse. Con base a su composicion, se ha
hipotetizado que cada aceite puede contar con varios mecanismos de accion distintos para combatir
a las bacterias, esto debido a que al ser una mezcla de compuestos cada uno puede actuar de forma
distinta, por lo que, no se ha reconocido resistencia bacteriana a los aceites esenciales (Costa da
silva, et al., 2023).

Los aceites esenciales de canela, clavo y arbol de té presentaron mayor actividad sobre E. coli, S.
aureus y L. monocytogenes, lo que concuerda con los estudios de; Raeisi, et al., 2015; Oussalah,
etal., 2007 y Lopéz, et al., 2017, y si bien algunos de estos estudios no se realizaron con las mismas
metodologias, se observa la buena actividad antibacteriana por parte de estos aceites con CMI y
CMB bajas en su forma libre y en emulsiones contra bacterias similares a este estudio (E. coli, S.
Typhimurium, S. aureus y L.monocytogenes).

En el estudio realizado por Navikaite-Snipaitiene, et al., (2024) en el cual trabajan con emulsiones
a base de aceite de clavo, eugenol y cinamaldehido inmovilizadas con octenil succinato de sodio
de almidon, se reportaron valores de CMI y CMB cercanos a los de este estudio para las bacterias
E. coli (0.50y 1.00 mg/mL), S. aureus (0.50 y 4.00 mg/mL) y L. monocytogenes (0.5y 0.2 mg/mL)
lo que aumenta su validez y efectividad de nuestras emulsiones.

También observamos que se requiere de concentraciones ligeramente mas altas de emulsiones que
del aceite libre para inhibir el crecimiento de las bacterias a pesar de tener como base el mismo
aceite. Existen estudios con resultados contradictorios en los cuales las emulsiones tienen mejor

actividad en comparacion con los aceites libres, por ejemplo, en el estudio de Davila-Rodriguez et
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al., (2020), donde para el aceite de canela se obtuvieron CMly CMB de 1.2y 1.2 (% v/v) para L.
monocytogenes, y 1.0 y 1.0 (% v/v) para E. coli mientras que en su forma de emulsién 0.5y 1.0 (%
v/v) para L. monocytogenes y 0.2 y 0.8 (% v/v) para E. coli. Por lo tanto, estas diferencias podrian
asociarse al grado de dispersion y encapsulamiento de los aceites en la emulsion, que pueden forzar
a usar una mayor concentracioén de emulsién para igualar la actividad a aquella del aceite esencial
puro. También podrian considerarse otros factores como el método de medicion o el grado de

homogeneidad de la muestra (Qiumin et al., 2016).

6.3 Actividad Antimicrobiana de las Emulsiones Después de Haberse Sometido a Diferentes pH

que Simulan a Aquellos del Tracto Gastrointestinal.

En la Figura 1 se presentan las curvas de crecimiento bacteriano de E. coli (A), S. Typhimurium
(B), S. aureus (C) y L. monocytogenes (D) expuestas a los tratamientos de emulsiones a base de
aceites esenciales, asi como los controles positivos (kanamicina a 1 mg/mL) y negativo (sin agente
antimicrobiano) sometidos a diferentes pH simulando a los del tracto gastrointestinal. En cada
gréafico, la curva de color naranja representa el crecimiento natural bacteriano, que muestra un
incremento significativo con valores de 0.8 para E. coli (A), 0.9 para S. Typhimurium (B), 1.2 para
S. aureus (C) y 0.9 para L. monocytogenes (D), en ausencia de agentes antimicrobianos.

La linea azul corresponde al tratamiento con emulsion a base de canela, el cual inhibid
completamente el crecimiento de las bacterias evaluadas (p < 0.05). En los cuatro casos, la curva
se mantiene cercana a 0.0 a lo largo del ensayo, evidenciando la alta actividad antimicrobiana de
la emulsion de canela.

En cuanto a la emulsién de clavo (linea roja), se observan altibajos en su actividad dependiendo de
la bacteria con la que se exponia. Inhibié parcialmente a E. coli (A), con una fase estacionaria a
una D.O. de 0.5, mientras que inhibia completamente a S. Typhimurium (B) y S. aureus (C) a una
D.O. cercana a 0.0. Por otro lado, también inhibi6 parcialmente a L. monocytogenes (D) con una
D.O. final de 0.7 (p < 0.05).

La emulsion a base de arbol de té (linea verde) inhibid parcialmente el crecimiento de las bacterias
analizadas. Para E. coli (A) y S. Typhimurium (B), se observaron valores entre 0.4 y 0.5, indicando
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una reduccion significativa de crecimiento (p < 0.05), aunque no de inhibicion total. Para S. aureus
(C) y L. monocytogenes (D), también se observaron crecimientos parciales con D.Os. cercanas a
0.5.

Por ultimo, kanamicina (linea morada) inhibié completamente el crecimiento de las bacterias
evaluadas, con curvas que se mantienen cercanas a 0.0 durante todo el periodo experimental,
confirmando la eficacia del antibiético bajo las condiciones evaluadas.

En un estudio realizado por Liang D et al., (2022), se evaluo el efecto antibacteriano de una
emulsion basada en aceite esencial de canela contra E. coli, S. aureus y S. Typhimurium, y después
de ser sometidas a una simulacion gastrointestinal, reportaron valores de CMIy CMB entre 0.118
y 0.355 pg/mL, y 0.355 a 0.710 pg/mL, respectivamente. Sin embargo, en el presente estudio se
requirieron concentraciones que tendieron a ser menores para inhibir a estas bacterias, lo que
demostro la preponderancia de nuestra formulacion en términos de actividad antibacteriana. Por
otro lado, Haro-Gonzalez, et al., (2023) trabajaron con emulsiones optimizadas a base de aceite de
clavo, y reportaron valores de CMI y CMB similares a los de este estudio contra S. aureus y L.
monocytogenes.

En otro estudio realizado por, Li, X. et al., (2023) reportaron que las emulsiones basadas en arbol
de té mantenian su actividad antibacteriana después de ser sometidas a diferentes condiciones de
pH (3.0, 5.0, 7.0, 9.0 y 11.0). Este comportamiento sugirié una notable estabilidad, lo cual es
congruente con los resultados obtenidos en el presente estudio. Ademas, el uso del método de
difusion en pozos de agar ha revelado que dichas emulsiones son muy activas tanto contra bacterias
Gram-positivas como Gram-negativas (Wei, S., et al., 2021 & Malik, P. y Upadhyay, P., 2023), lo
que coincidié con los resultados obtenidos en este estudio.

Debemos mencionar que existen muy pocos estudios que exponen emulsiones a base de aceites
esenciales de canela, clavo y arbol de té a distintos cambios de pH simulando condiciones
gastrointestinales contra las cepas usadas en este trabajo. Se recomienda realizar estudios
adicionales que nos permitan obtener mas informacién sobre el comportamiento de las emulsiones
sometidas a las condiciones mencionadas, porque nos pueden proporcionar informacién mas
precisa que nos permitan elaborar formulaciones que sea capaces de mantener su integridad
estructural a las condiciones presentes en el sistema gastrointestinal y actuar con mayor eficacia en

el sitio que demanda atencion.
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Figura 1. Curvas de crecimiento de Escherichia coli (A), Salmonella Typhimurium (B),
Staphylococcus aureus (C) y Listeria monocytogenes (D) expuestas a las distintas emulsiones a
base de aceite esencial de canela, clavo y arbol de té, después de ser sometidas a cambios de pH
(3.0 a 7.0) que simulan a aquellos del tracto gastrointestinal. La curva de control negativo
corresponde al desarrollo bacteriano en ausencia de tratamiento y el control positivo a la exposicion
con kanamicina a 1 mg/mL. Los datos se expresan como media = EE (n = 3).
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7. CONCLUSIONES

El presente estudio demostrd que las emulsiones a base de aceites esenciales de canela,
clavo y arbol de té poseen propiedades fisicoquimicas estables y efectivas, y buena actividad
antibacteriana antes y después de haber sido sometidas a diferentes pH simulando condiciones del
tracto gastrointestinal. Las propiedades como el tamafio de particula, el indice de polidispersidad
y el potencial zeta fueron factores clave en la estabilidad de las emulsiones. También demostraron
notable estabilidad frente los cambios de pH, manteniendo sus propiedades funcionales
garantizando su efectividad. Las emulsiones de clavo y canela mostraron una mayor estabilidad a
lo largo del tiempo en comparacién con la emulsion de arbol de té. Ademas, las emulsiones
demostraron tener buena actividad contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, siendo
especialmente destacables las formulaciones con aceites esenciales de canela, que inhibieron
completamente el crecimiento de las bacterias analizadas. Los resultados subrayan el potencial de
estas emulsiones como alternativas eficaces contra patdgenos bacterianos, abriendo nuevas
posibilidades para su aplicacion en productos alimentarios o farmacéuticos que requieran
estabilidad y actividad antimicrobiana bajo condiciones gastrointestinales. No obstante, estudios
adicionales podrian centrarse en la optimizacion de estas formulaciones para mejorar ain mas su
estabilidad a largo plazo y explorar su actividad en sistemas bioldgicos complejos (in vitro e in

Vvivo).
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