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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
DIFERENTES COMPUESTOS DE ACEITES ESENCIALES
FRENTE A ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS

Lia Martinez Ruiz, Ana Fuentes Lépez?!, José Manuel Barat Baviera®, David
Tomés Fornés

RESUMEN

El género Alicyclobacillus representa un grupo de bacterias termdfilas,
aciddfilas y formadoras de esporas. Estas caracteristicas lo convierten en un
importante agente de deterioro en zumos comerciales pasteurizados y
concentrados de frutas, produciendo sabores y aromas andémalos que afectan
a su calidad, ya que las técnicas de pasteurizacion no consiguen la
inactivacion de sus endosporas, por lo que es interesante para la industria
buscar alternativas a los tratamientos térmicos convencionales que inhiban el
crecimiento y/o la germinacién de estas. Dentro del género Alicyclobacillus,
destaca la especie A. acidoterrestris. El objetivo del presente estudio fue
evaluar la actividad antimicrobiana de diferentes compuestos de aceites
esenciales (timol, carvacrol, eugenol y vainillina) frente a A. acidoterrestris,
como agente alterante de zumos y bebidas azucaradas. Para ello se ha
evaluado la actividad antimicrobiana de estos compuestos en medio de
cultivo. El timol fue el compuesto que mayor efectividad presento frente a A.
acidoterrestris. La capacidad de este compuesto para inhibir el crecimiento,
esporulacion y germinacion de las esporas del microrganismo se estudid en
muestras reales de zumo de manzana y una bebida de té frio. La aplicacion
de timol permitié evitar la germinacion y la esporulacion, asi como prevenir la
produccién de guayacol en el producto final. Los resultados obtenidos indican
que el empleo de timol podria ser una alternativa al uso de tratamientos
térmicos y aditivos quimicos, para mantener la calidad microbiologica del
producto.

PALABRAS CLAVE: actividad antimicrobiana, aceite esencial, compuesto
bioactivo, esporas, zumos, derivados de fruta

RESUM

El genere Alicyclobacillus representa un grup de bacteries termofiles,
acidofiles i formadores d'espores. Aquestes caracteristiques les converteixen
en un important agent de deteriorament en sucs comercials pasteuritzats i
concentrats de fruites, produint sabors i aromes anomals que afecten la seua
gualitat, ja que les tecniques de pasteuritzacié no aconsegueixen la inactivacio
de les seues endospores, pel que és interessant per a la indUstria buscar
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alternatives als tractaments termics convencionals que inhibisquen el
creixement i / o la germinacio d'aquestes. Dins el genere Alicyclobacillus,
destaca I'especie A. acidoterrestris. L'objectiu d'aquest estudi va ser avaluar
l'activitat antimicrobiana de diferents compostos d'olis essencials (timol,
carvacrol, eugenol i vainillina) davant de A. acidoterrestris, com a agent
alterant de sucs i begudes ensucrades. Per a aix0 s'ha avaluat I'activitat
antimicrobiana d'aquests compostos en medi de cultiu. El timol va ser el
compost que major efectivitat va presentar davant de A. acidoterrestris. La
capacitat d'aquest compost per inhibir el creixement, esporulacio i germinacio
de les espores del microorganisme es va estudiar en mostres reals de suc de
poma i una beguda de te fred. L'aplicaci6 de timol va permetre evitar la
germinacio i I'esporulacio, aixi com previndre la produccio de guayacol en el
producte final. Els resultats obtinguts indiquen que l'ocupacié de timol podria
ser una alternativa a I'Gs de tractaments termics i additius quimics, per
mantindre la qualitat microbiologica del producte.

PARAULES CLAU: activitat antimicrobiana, oli esencial, compost bioactiu,
espores, sucs, derivats de fruita

ABSTRACT

The genus Alicyclobacillus is a group of thermophilic, acidophilic, and
spore-forming bacteria. These characteristics make it an important spoilage
agent in commercial pasteurized juices and fruit concentrates. Alicyclobacillus
can produce anomalous flavors and aromas that affect their quality.
Pasteurization techniques do not inactivate their endospores. Industry is
looking for alternatives to conventional heat treatments to inhibit their growth
and / or germination. Within the genus Alicyclobacillus, the species A.
acidoterrestris stands out. The objective of this study was to evaluate the
antimicrobial activity of different essential oil compounds (thymol, carvacrol,
eugenol and vanillin) against A. acidoterrestris, as an altering agent in juices
and sugary drinks. For this, the antimicrobial activity of these compounds in
culture medium has been evaluated. Thymol was the most effective compound
against A. acidoterrestris. The ability of this compound to inhibit the growth,
sporulation, and germination of the spores of this microorganism was studied
in real samples of apple juice and a cold tea drink. The application of thymol
allowed avoiding germination and sporulation, as well as preventing the
production of guaiacol in the final product. The results obtained indicate that
the use of thymol could be an alternative to replace the use of heat treatments
and chemical additives and to maintain the microbiological quality of the
product.

KEY WORDS: antimicrobial activity, essential oil, bioactive compound, spores,
juices, fruit derivatives



1. INTRODUCCION

El sector de zumos y néctares es uno de los sectores estratégicos dentro
de la industria alimentaria espafola. Para garantizar la seguridad y prolongar
el tiempo de vida util de los zumos comerciales se emplean tratamientos
térmicos que consiguen inactivar enzimas e inhibir el crecimiento de los
microrganismos patégenos y los responsables del deterioro (Aneja et al.,
2014). Entre los microorganismos que tienen una mayor relevancia en la
industria de zumos destacan las especies del género Alicyclobacillus, las
cuales se han asociado con diferentes episodios e incidencias que han
originado considerables pérdidas econdmicas (Pettipher et al., 1997; Jensen
y Whitfield, 2003; Gouws et al., 2005; Walker y Phillips, 2005).

El género Alicyclobacillus, cuyo nombre se debe a la presencia de acidos
grasos aliciclicos en la membrana celular, como son el o-ciclohexano y el ®-
cicloheptano, son un grupo de bacterias gram positivas, aerobias, termofilas,
acidofilas y formadoras de esporas. Las bacterias pertenecientes a este
género son capaces de crecer entre 20 y 70 °C y en un intervalo de pH entre
2,5y 5,8. Su alta resistencia y tolerancia al pH y a la temperatura se atribuye
a la presencia de acidos grasos aliciclicos empaquetados que se combinan
con los hopanoides de la membrana, formando una cubierta que protege a la
bacteria e influyendo asi en su permeabilidad y densidad (Van Luong et al.,
2021; Pornpukdeewattana et al., 2020). Las esporas soportan las
temperaturas de pasteurizacibn y germinan y crecen tras ella si las
condiciones son favorables (Sokotowska et al., 2020).

Entre las diferentes especies de Alicyclobacillus, destaca especialmente
Alicyclobacillus acidoterrestris (da Silva et al., 2020; Sokotowska et al., 2020).
A. acidoterrestris se ha aislado de diferentes zumos y concentrados,
incluyendo manzana, naranja, pera, cereza, pomelo, mango, tomate, uva
blanca, aloe vera, pifia, limén, maracuyd, crema de coco, ardndano, granada,
fresa, grosella negra, frambuesa, sandia, tomate, platano y kiwi; ademas de
encontrarse también en bebidas como el té frio o el vino (Sokotowska et al.,
2020; Pornpukdeewattana et al., 2020). A. acidoterrestris puede estar
presente en una amplia variedad de materiales utilizados para empaquetar y
transportar la fruta, que ademas se puede contaminar si es recogida del suelo,
almacenada en contacto con este, en contacto con fruta dafiada o en
presencia de polvo. La frecuencia con la que se cambia el agua de lavado,
gue a su vez puede contener Alyciclobacillus, también influye en la reduccién
o eliminacion de la contaminacion de la fruta (EFJA, 2008). La presencia de
A. acidoterrestris en los zumos de frutas provoca sabores desagradables y
turbidez, debido a la produccion de guayacol, 2,6-dibromofenol y 2,6
biclorofenol (Pornpukdeewattana et al., 2020). En los tratamientos de
pasteurizacion de los zumos, que consisten en un tratamiento a 95°C durante
2 min, se consigue la destruccidn de bacterias aciddfilas, levaduras y algunos
tipos de mohos. Sin embargo, estas condiciones de procesado no consiguen
la inactivacion de las esporas de Alicyclobacillus, las cuales pueden germinar
y crecer provocando el deterioro del producto (da Silva et al., 2020). El uso de
tratamientos térmicos que impliguen el uso de temperaturas superiores para
garantizar la inactivacion de las esporas no resulta viable en este tipo de



producto ya que provocan degradacion del sabor, color y olor en los zumos,
ademas de pérdida de nutrientes (Pornpukdeewattana et al., 2020; Vieira et
al., 2002).

Con el objetivo de evitar los problemas asociados a la presencia de A.
acidoterrestris en zumos, se han empleado tratamientos no térmicos como
son las altas presiones hidrostaticas (HHP), la homogeneizacién a altas
presiones (UHPH), la irradiacion, las sondas ultrasénicas y de microondas, 0
el calentamiento 6hmico y tratamientos quimicos como el ozono o la aplicacion
de conservantes de sintesis, como el sorbato de potasio o benzoato de sodio.
Sin embargo, la demanda por parte de los consumidores de alimentos frescos
o minimamente procesados y libres de aditivos ha llevado a la industria
alimentaria a buscar nuevas alternativas naturales que garanticen la calidad
de estos productos (Hyldgaard et al., 2012).

Los antimicrobianos naturales se estdn convirtiendo en una alternativa
viable a los tratamientos de conservacion convencionales y al uso de aditivos
guimicos, para disminuir los riesgos para la salud y las pérdidas econémicas
ocasionadas por la contaminacién de los alimentos por microorganismos
(Pisoschi et al.,, 2018). Se trata de compuestos bioactivos con actividad
inhibitoria frente a diversos microorganismos y que se pueden obtener de
diversas fuentes de la naturaleza. Estos antimicrobianos naturales pueden ser
de origen vegetal, como son los aceites esenciales y otros compuestos
bioactivos extraidos de plantas; de origen animal, entre los que podemos
encontrar ciertas enzimas, polimeros y &cidos grasos libres; y de origen
microbiano, como las bacteriocinas, que son péptidos de origen bacteriano
gue presentan actividad antimicrobiana frente a otras cepas microbianas
(Weiss et al., 2009). Entre los antimicrobianos naturales de origen vegetal
destacan los aceites esenciales y sus principales compuestos bioactivos
(Hyldgaard et al.,, 2012). Los aceites esenciales presentan demostrada
actividad antimicrobiana y antioxidante (Chouhan et al., 2017), entre los que
se encuentran los aceites esenciales de tomillo, clavo y orégano, mientras que
entre sus compuestos bioactivos de mayor interés destacan el timol, el
eugenol y el carvacrol respectivamente (Burt, 2004).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
antimicrobiana de diferentes compuestos de aceites esenciales (timol,
carvacrol, eugenol y vainillina) frente a A. acidoterrestris, como agente
alterante de zumos y bebidas azucaradas.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

A. Acidoterrestris (CECT-7094T) fue obtenido de la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espafia). La cepa fue suministrada liofilizada
y se recuperd segun las instrucciones dadas por la CECT. Para el crecimiento
de la bacteria se utilizo BAT agar y BAT caldo (Merck, Alemania). Los
componentes de aceites esenciales empleados como compuestos
antimicrobianos fueron timol, eugenol, carvacrol y vainillina, y fueron



suministrados por Sigma Aldrich Ltd. (St. Louis, USA), al igual que los discos
estériles (6 mm) y el dimetilsulféxido (DMSO). Para la determinacion
cromatografica de guayacol se emple6 el acido vanilico (= 97,0%) y el
guayacol, suministrados por Sigma-Aldrich Ltd, y el &cido formico y el
acetonitrilo, utilizados para la preparacion de las fases moviles, que fueron
suministrados por Scharlab (Espafia). Como materia prima para la
preparacién de los ensayos in vivo se utiliz6 zumo de manzana y té frio
comercial (Carrefour).

2.2 Ensayo in vitro para evaluar la actividad antimicrobiana de los
compuestos bioactivos frente a A. acidoterrestris.

2.2.1 Método del antibiograma disco-placa

En primer lugar, se realiz0 una evaluacion de la susceptibilidad del
microorganismo a los compuestos bioactivos seleccionados (timol, eugenol,
carvacrol y vainillina) mediante el ensayo disco-placa, que consiste en
enfrentar a la bacteria a la sustancia a evaluar impregnada en discos estériles,
provocando que esta difunda radialmente y forme una zona de inhibicion tras
24 h de incubacion.

Para la realizacion del ensayo se prepar0 un inéculo equivalente a la
escala 0,5 de McFarland (108 UFC/mL). A continuacion, se realizé la siembra
en placa utilizando un hisopo y se colocaron los discos estériles con 10uL de
cada compuesto. Se emplearon discos control con 10uL de vancomicina como
control negativo (C-) y con 10uL de DMSO como control positivo (C+). Las
placas se dejaron incubar a 47 °C durante 24 h. Tras el periodo de incubacion,
se midio el diametro de los halos de inhibicibn empleando un pie de rey.

2.2.2 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los diferentes compuestos
bioactivos

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) de cada compuesto bioactivo frente
a A. acidoterrestris se realizd el ensayo de macrodilucion, ya que el
antibiograma disco-placa no permite una lectura directa del valor de la CMI.
Ambos ensayos estan descritos en los métodos basicos para el estudio de la
sensibilidad a los antimicrobianos de los Procedimientos en Microbiologia
Clinica (Garcia et al., 2000).

En este ensayo, la preparacién del in6culo de A. Acidoterrestris se realizo
mediante el método de suspension directa de colonias, para lo cual se tomé
una colonia de la placa del cultivo fresco y se transfirio a un tubo de 9 mL de
caldo BAT, que se incubd a 47 °C durante 24 h.

Se utiliz6 una bateria de tubos de microcentrifuga de 2 mL en los que se
afiadio 1 mL de caldo BAT estéril, y para conseguir las concentraciones de
compuesto deseadas, al primer tubo se le afiadié 1 mL de la disolucion madre
del antimicrobiano, que corresponde con la concentracion més alta a estudiar.
Tras mezclar adecuadamente, se pasé 1 mL al siguiente tubo, obteniéndose



asi la mitad de la concentracion, y se repiti6 tantas veces como
concentraciones se quisieron estudiar. Las concentraciones de los
compuestos de aceites esenciales evaluadas se muestran enla TABLA 1. Una
vez realizadas las diluciones, todos los tubos se inocularon con 20 uL del
indculo (108 UFC/mL), para conseguir una concentraciéon en el tubo de 10°
UFC/mL. Los tubos se incubaron a 47°C durante 24 h, y tras la incubacion se
realiz6 la siembra en placa siguiendo el método de deteccién y enumeracion
de bacterias termoacidéfilas formadoras de esporas causantes de deterioro
(Alicyclobacillus spp.) de la Federacion Internacional de Productores de
Zumos de Frutas (IFU, 2019). Las placas fueron incubadas a 47°C durante 24
h. Tras el periodo de incubacidn se realizé el recuento directo de las placas
gue presentaron entre 30 y 300 colonias, y los valores se transformaron
logaritmicamente y fueron expresados como log UFC/mL.

TABLA 1. Concentraciones de timol, carvacrol, eugenol y vainillina evaluadas
frente a A. acidoterrestris.
Compuesto Ensayo Concentraciones evaluadas (ppm)
Timol I 25, 50, 100, 200, 400
Il 250, 375, 500, 750, 1000, 500, 2000, 3000, 4000
1 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800
Eugenol I 25, 50, 100, 200, 400
I 250, 375, 500, 750, 1000, 500, 2000, 3000, 4000
Il 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000
Carvacrol I 25, 50, 100, 200, 400
Il 250, 375, 500, 750, 1000, 500, 2000, 3000, 4000
1 3000, 4000, 5000, 6000, 7000
Vainillina I 25, 50, 100, 200, 400
Il 250, 375, 500, 750, 1000, 500, 2000, 3000, 4000

1l 3000, 4000, 5000, 6000, 7000

Los valores de CMIy CMB se calcularon considerando el valor de la CMI como
la concentracion mas baja de un agente antimicrobiano capaz de prevenir el
crecimiento bacteriano visible y el valor CMB como el punto en el que
sobrevive menos del 0,1% de la carga microbiana inicial (Cai et al., 2019a).

2.3 Ensayo in vivo para evaluar la actividad antimicrobiana de los
compuestos bioactivos frente a A. acidoterrestris en las diferentes
matrices alimentarias

2.3.1 Caracterizacion fisicoqguimica de las muestras

En el estudio in vivo para evaluar la efectividad de los antimicrobianos
naturales para evitar el deterioro ocasionado por A. acidoterrestris se ha
empleado zumo de manzana y una bebida de té frio. En la caracterizacion de
las muestras se determinaron los valores de pH y la concentracion en solidos
solubles (CSS). Para la determinacion del pH se utilizd un pH-metro Crison
micropH2001 (Crison Instruments S.A., Alella, Barcelona, Espafa). La
concentracion de solidos solubles de las muestras se determiné a partir de la
medida de °Brix empleando un refractometro (Bellingham and Stanley mod.



RFM300+, Kent, Reino Unido). Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado en cada uno de los envases empleados en los diferentes ensayos.

2.3.2. Disefio experimental

Tal y como se ha indicado anteriormente, A. acidoterrestris es capaz de
formar esporas que no son eliminadas mediante los tratamientos de
pasteurizacion que se aplican en la industria de bebidas. Es por ello, que en
el presente trabajo se evaluo la capacidad de los antimicrobianos naturales
para inhibir el crecimiento de las células vegetativas, asi como su efecto sobre
la esporulacién y germinacion de las esporas bacterianas en algunos de los
alimentos liquidos donde la presencia de este microorganismo supone un reto
industrial. En estos ensayos se emple6 como compuesto antimicrobiano el
timol, ya que los resultados obtenidos en los ensayos previos demostraron
gue este compuesto era el mas efectivo para inhibir el crecimiento de A.
acidoterrestris.

Para la realizacién de los ensayos, se inocularon 10 tubos de 9 mL de caldo
BAT con una colonia del cultivo fresco y se dejé en incubacion a 45 °C durante
6 dias, garantizando bajo estas condiciones el 90% de la esporulacion. Para
la recuperacion de las esporas generadas, se siguio el protocolo descrito por
Cai et al. (2019a) con algunas modificaciones. La concentracion de esta
disolucién fue de 10° esporas/mL. De los 5 mL obtenidos, 2,5 mL fueron
reservados para su inoculacion directa en el alimento (B+E) y los 2,5 mL
restante se introdujeron en un bafio a 80°C durante 10 min para provocar la
muerte de las células vegetativas y obtener una disolucién de esporas (E).
Ambas disoluciones se emplearon para la inoculacion de las bebidas
empleadas como matriz alimentaria. Este procedimiento se repitié para cada
producto y condicion de ensayo.

El protocolo de preparacion de las muestras se muestra en la FIGURA 1.
Las concentraciones empleadas del compuesto antimicrobiano en el zumo y
en el té fueron la Concentracién Minima Bactericida (CMB) calculada en la
fase anterior del estudio y una concentracién 4 veces superior a la CMB
(4xCMB). El producto con el antimicrobiano incorporado se dividio en 2 lotes,
uno de ellos se inoculé con 10 uL de la disolucién B+E (L1) y el otro lote con
10 pL de la disolucién de esporas (E) (L2). Estos lotes se incubaron a 37 °C
durante 0, 3, 6 y 24 h. En cada punto de muestreo se tomaron 2 tubos de cada
lote, la mitad se sometieron a un tratamiento térmico de 80 °C durante 10 min
e inmediatamente se enfriaron en un bafo con hielo hasta alcanzar
temperatura ambiente (25 °C) (muestras T-L1 y T-L2 a cada tiempo). La otra
mitad de las muestras se analizdé directamente, sin tratamiento térmico
(muestras L1 y L2 a cada tiempo). Asimismo, se realiz6 un control positivo
(zumol/té inoculados sin antimicrobiano), de la misma manera, con y sin
tratamiento térmico, para establecer el crecimiento de los microorganismos en
ausencia del compuesto bioactivo a cada tiempo de muestreo y un control
negativo (zumo/té sin inocular ni antimicrobiano). Los andlisis microbianos
realizados a cada muestra correspondieron a la siembra en placa, empleando
el mismo procedimiento descrito anteriormente (IFU, 2019).
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FIGURA 1. Disefio experimental

Ademas, se evalud la capacidad del compuesto bioactivo para inhibir la
esporulacion de A. acidoterrestris. Para ello, se calculé el indice de inhibicion
(I.I1.) empleado la siguiente ecuacion:

N.-N
Nc

Ll = = x100

Donde Nc corresponde al logaritmo del nimero de esporas (log UFC/mL) en
la muestra de control, y Ns al del nimero de esporas (log UFC/mL) en las
muestras con el antimicrobiano (Bevilacqua et al., 2008b).

2.3.3 Determinacidon cromatografica del guayacol

Se llevé a cabo la determinacion de guayacol en las muestras de zumo de
manzana inoculadas con un 1% de la disolucibn de esporas de A.
acidoterrestris, con el objetivo de evaluar el efecto del compuesto bioactivo
sobre la capacidad de la bacteria para la generacion de guayacol. Para ello,
se analizaron muestras de zumo control, zumo inoculado con la disolucién de
esporas (E) de A. acidoterrestris, zumo inoculado e incorporando &cido
vanilico (500 uM) como precursor de la generacion de guayacol y finalmente
zumo inoculado, con acido vanilico y timol (a una contraccion igual a CMB).
Las muestras se incubaron a 47°C y se midio la produccién de guayacol a los
4y 20 dias.

La determinacion del guayacol se llevé a cabo mediante cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC) segun el protocolo descrito por Cai et al.
(2019a). Las muestras fueron analizadas en un equipo HPLC Hitachi Ltd.
(Japon) con una columna C18 150x4.6 mm (Scharlab, Espafia). Las fases
méviles empleadas fueron acido formico al 0,1% (v/v) en agua y acetonitrilo,



utilizando una elucion isocrética del 30% (v/v) del acetonitrilo a un caudal de
1 mL/min y monitorizando la sefial a una longitud de onda de 275 nm.

2.4 Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se realiz6 mediante el
programa Statgraphics Centurion XVIII (Manugistics, Rockville, USA). Los
resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVAS simples, empleando el
procedimiento LSD (Least Significant Diference) a un nivel de significacion
a=0,05. En el caso del método del antibiograma disco-placa, se consider6
como variable el diametro del halo de inhibicion y como factor el compuesto
bioactivo. Para el resto de determinaciones microbiologicas se consideraron
como variables los recuentos microbianos y como factor la concentracion del
compuesto bioactivo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Ensayo in vitro para evaluar la actividad antimicrobiana de los
compuestos bioactivos frente a A. acidoterrestris

3.1.1 Método del antibiograma disco-placa

Para determinar la actividad antimicrobiana de los compuestos de aceites
esenciales frente a A. acidoterrestris, se empled6 en primer lugar la prueba de
sensibilidad antimicrobiana por el método de antibiograma disco-placa. Este
método nos permite categorizar el microorganismo segun su sensibilidad al
agente antimicrobiano, en funcion del diametro del halo de inhibicién que
aparecer alrededor de cada disco. La TABLA 2 recoge los resultados
obtenidos en esta prueba. La presencia del halo de inhibicion confirma que los
compuestos bioactivos utilizados fueron efectivos frente al microorganismo. El
timol y el carvacrol presentaron halos de inhibicion similares, siendo en ambos
casos superiores a 40 mm, mientras que la prueba realizada con eugenol y
vainillina dio lugar a un halo de inhibicion de 16 y 13 mm, respectivamente. El
timol y el carvacrol son isébmeros y presentan una estructura quimica similar,
cambiando Unicamente la posicion del grupo hidroxilo, lo que ha llevado a
establecer semejanzas en su actividad antimicrobiana y mecanismo de accién
frente a diferentes microorganismos (Garcia-Garcia et al., 2008). La diferencia
entre ellos radica que el carvacrol contiene un grupo hidroxilo en la posicion
orto del anillo de benceno, mientras que el timol contiene un grupo hidroxilo
en la posicion meta. Carvacrol y timol son componentes importantes de los
aceites esenciales de orégano y tomillo. Numerosos estudios han demostrado
la elevada efectividad de estos isomeros para inhibir el crecimiento de
bacterias gram positivas y negativas, atribuyendo su potente efecto
antibacteriano a su capacidad para producir la ruptura de la membrana
bacteriana que conduce a la lisis de la bacteria y a la fuga de contenido
intracelular produciendo asi su muerte. Tienen la capacidad de disolverse en
la membrana del citoplasma alinedndose entre las cadenas de acidos grasos,



aumentando la permeabilidad pasiva de la membrana del citoplasma (Lambert
et al., 2001). Otros mecanismos propuestos de accidon antibacteriana incluyen
la inhibicion de las bombas de eflujo, la prevencion en la formacién y alteracion
de biopeliculas, la inhibicion de la motilidad bacteriana y la inhibicion de las
ATPasas de membrana (Kachur y Suntres, 2020). Por otro lado, Cai et al.
(2019b) emplearon también el método de difusion disco-placa para evaluar el
efecto del acido clorogénico y del acido cinamico frente a A. acidoterrestris,
obteniendo valores de los diametros de inhibicion de 20,4 mm y 14,5 mm,
respectivamente. Para ambos compuestos, estos autores consideraron que
ambos compuestos eran potentes inhibidores del crecimiento de A.
acidoterrestris.

TABLA 2. Halos de inhibicién (media (SD)), incluyendo el didmetro del disco
(6 mm) tras 24h de incubacion.

Compuesto Halo (mm)
Timol 42 (11)2
Carvacrol 43 (8)?
Eugenol 16,3 (0,8)°
Vainillina 13,1 (1,6)°
Vancomicina (C-) 46,1 (1,0)2

Letras diferentes en una misma columna indican la existencia
de diferencias significativas a un nivel de significacion p<0,001.

3.1.2 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los diferentes compuestos
bioactivos

A partir de los resultados del ensayo anterior se confirmé que los
compuestos bioactivos eran capaces de inhibir el crecimiento de A.
acidoterrestris. La efectividad de diferentes sustancias antimicrobianas
naturales para inhibir el crecimiento de Alicyclobacillus spp. ha sido analizada
en diferentes estudios. El efecto del acido ascorbico ha demostrado aumentar
la susceptibilidad de este microrganismo a los tratamientos térmicos y por
tanto contribuir a la reduccion en los valores D del tratamiento
(Pornpukdeewattana et al., 2020). El empleo de aditivos conservantes como
el sorbato potasico o benzoato de sodio ha sido también estudiado frente a A.
acidoterrestris. Ambos aditivos estan autorizados, solos o combinados, dentro
de la UE como conservadores en diferentes alimentos, entre los que se
encuentran los zumos, néctares y otras bebidas aromatizadas (Reglamento
(CE) 1333/2008). Walker y Phillips (2008) evitaron el crecimiento de A.
acidoterrestris empleando ambos aditivos cuando la carga inoculada fue baja
(10* UFC/mL), mientras que a concentraciones de inéculo mayores (10*
UFC/mL) unicamente las concentraciones de aditivos mas altas (500-1500
ppm) consiguieron evitar el desarrollo de la bacteria, no siendo ninguna de las
concentraciones estudiadas letales para las formas vegetativas ni para las
esporas. El uso de antimicrobianos naturales, especialmente el empleo de
bacteriocinas, también ha sido investigado como estrategia para inhibir el
crecimiento de A. acidoterrestris. Aunque hay diferentes investigaciones
relacionadas con el empleo de la nisina, la enterocina AS-18, la bificina C6165
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y otras bacteriocinas como esporicidas, los resultados no son concluyentes,
precisandose mas estudios sobre su aplicacion real en el sector
(Pornpukdeewattana et al., 2020).

Los aceites esenciales, extractos de plantas aromaticas y sus compuestos
bioactivos también han sido investigados como estrategia para evitar el
desarrollo y esporulacién in vitro (medio de cultivo) de A. acidoterrestris. Entre
los aceites esenciales y extractos investigados se encuentran los aceites
esenciales de diferentes especies de eucalipto, aceite esencial de limoén y los
extractos de romero y menta, obteniendo resultados muy dispares. Takahashi
et al. (2004) obtuvieron valores de CMI entre 7 y 31 g/L para las variedades
de eucalipto mas efectivas. En el caso del aceite esencial de limoén, un valor
de 1,6 g/L fue considerado para la inhibicion de esporas (Maldonado et al.,
2013), mientras que valores de CMI en el caso de extractos etandlicos de
romero de dos variedades diferentes fueron de 7,8 y 3,9 ppm (Piskernik et al.,
2016). En el presente trabajo, con el objetivo de identificar el compuesto
bioactivo con una mayor capacidad de inhibir el crecimiento de A.
acidoterrestris se determind el valor de CMI y CMB de cada una de las
sustancias en estudio (TABLA 3).

TABLA 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB) de timol, carvacrol, eugenol y vainillina frente a A.
acidoterrestris.

Compuesto CMI (pg/mL) CMB (ng/mL)
Timol 500 650
Carvacrol 750 1000
Eugenol 3000 3000
Vainillina 3000 4000

Los resultados obtenidos en estos ensayos mostraron que el compuesto
mas efectivo fue el timol, con un valor de CMI y CMB inferior al resto de
compuestos analizados, seguido por el carvacrol. Su proxima eficacia se
justifica tal y como se ha descrito en el ensayo anterior. Otros trabajos también
han demostrado una actividad antimicrobiana similar de ambos compuestos
frente a otros microrganismos esporulados como Bacillus cereus (Periago et
al., 2001).

El compuesto con menor efectividad frente a A. acidoterrestris fue la
vainillina, con un valor de CMI 6 veces superior al compuesto mas efectivo. La
vainillina posee en la posicion meta un grupo metoxi y en la posicion para un
grupo hidroxilo, al igual que el eugenol (Quintana, 2013; Rupasinghe et al.,
2006). Fitzgerald et al. (2004) estudiaron la efectividad de la vainillina frente a
Escherichia coli, Lactobacillus plantarum y Listeria innocua, y observaron que
provocaba un nivel maximo de inhibicién del 52% afiadiendo 40 mmol/L (6086
ppm) y que ademas no detenia la produccién de ATP, lo cual provoca que
cause un dafio menos severo sobre la bacteria en comparacion a otros
compuestos como el carvacrol. Esto puede justificar que no funcione en el
presente estudio. La efectividad de diferentes compuestos bioactivos
presentes en plantas también ha sido estudiada frente a A. acidoterrestris.
Bevilacqua et al. (2008) evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro del
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cinamaldehido, eugenol y limoneno frente a A. acidoterrestris. Entre estos
compuestos bioactivos, el cinamaldehido fue el que mayor actividad
antimicrobiana demostrd, consiguiendo inhibir completamente la germinacién
de las esporas de A. acidoterrestris durante 13 dias a una concentracion de
500 ppm, siendo esta efectividad confirmada en estudios posteriores
(Bevilacqua et al.,, 2010). Entre estos compuestos, el limoneno fue el
compuesto con menor actividad antimicrobiana frente a A. acidoterrestris.
Estos resultados podrian justificar los obtenidos por Maldonado et al. (2013)
los cuales encontraron Unicamente efectividad del aceite esencial de limén a
elevadas concentraciones. El limoneno es uno de los compuestos
mayoritarios en los aceites esenciales de citricos, especialmente en el aceite
esencial de limén empleado en dicho trabajo, donde supuso un 67% de su
composicién. En otro estudio, Cai et al. (2019a) estudiaron el efecto del timol
frente a las células vegetativas y esporas de A. acidoterrestris. En este estudio
se obtuvieron valores de CMI para células vegetativas de 250 ppm y para
esporas de 500 ppm, mientras que el valor de CMB se establecié en 1000
ppm, siendo préximos a los obtenidos en el presente trabajo.

Los resultados obtenidos en esta fase del trabajo se emplearon para
establecer las concentraciones a utilizar en los ensayos in vivo empleando
zumo de manzana y una bebida de té frio comerciales.

3.2 Ensayo in vivo para evaluar la actividad antimicrobiana de los
compuestos bioactivos frente a A. acidoterrestris en las diferentes
matrices

3.2.1 Caracterizacion fisicoquimica de la materia prima

La composicion y propiedades fisicoquimicas del producto influyen en el
desarrollo de A. acidoterrestris. El deterioro de zumos concentrados de fruta
por Alicyclobacillus spp. no es probable cuando el contenido en soélidos
solubles es superior a 20 °Brix, ya que se inhibe la germinacion de endosporas
(Splittstoesser et al., 1994; Chang y Kang, 2004). Sin embargo, estas
endosporas conservan su viabilidad en el concentrado de fruta que, tras su
dilucion para la obtencién de zumo a partir de concentrado, se multiplican
hasta alcanzar valores elevados, causando el deterioro del producto final
(Borlinghaus y Engel, 1997). Los valores de pH y solidos solubles del producto
ejercen un papel importante sobre la resistencia de Alicyclobacillus a los
tratamientos térmicos. En este sentido, un aumento en el contenido en solidos
solubles totales se ha relacionado con una mayor resistencia térmica del
microorganismo al calor (Pornpukdeewattana et al., 2020; Smit et al., 2011),
al igual que sucede con los valores de actividad de agua (aw) del producto.
Silva et al. (1999) indicaron que el parametro de aw deberia ser empleado para
evaluar la resistencia térmica de Alicyclobacillus, en lugar del contenido en
sélidos solubles, ya que los distintos azlUcares presentes en el alimento
afectan de manera diferente a los valores de aw y, por tanto, afectarian a la
efectividad del tratamiento térmico aplicado. Por otro lado, los estudios que
han evaluado el efecto del pH sobre la resistencia de Alicyclobacillus spp.
ofrecen datos en algunas ocasiones contradictorios. Silva et al. (1999)
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encontraron una relacion lineal entre el pH y los valores D del tratamiento
térmico, al contrario que Murakami et al. (1998), los cuales no encontraron
relacion entre el pH y la resistencia térmica del microorganismo; mientras que
Bevilacqua et al. (2010) establecieron un efecto no lineal del pH sobre el
desarrollo de este microorganismo, estableciendo un valor umbral entre 4 y
4,5 sobre la prolongacién de la fase de latencia, de manera que valores por
encima o por debajo de este rango aumentan la duracion de la fase de latencia
de la bacteria, pero no son letales para la bacteria.

Los valores de pH y de la concentracion de sélidos solubles del zumo de
manzana y la bebida de té frio empleadas como materias primas en el
presente estudio se muestran en la TABLA 4.

TABLA 4. Valores de pH y CSS del zumo de manzana y la bebida de té frio
(media (SD)).

pH Solidos Solubles (°Brix)
Zumo de manzana 3,915 (0,008) 8,22 (0,04)
Té frio 3,333 (0,005) 5,4 (0,01)

Los valores obtenidos en la caracterizacion de las bebidas empleadas se
encuentran dentro de los valores habituales para este tipo de producto y
dentro de las condiciones que permiten el crecimiento de Alicyclobacillus spp.
Splittstoesser et al. (1994), Bahceci y Acar (2007) y Ceviz et al. (2009)
obtuvieron valores similares para el zumo de manzana y Boumgart et al.
(1997) para la bebida de té frio. Con el objetivo de evaluar el efecto del timol
sobre el desarrollo y esporulacion de A. acidoterrestris se inocularon muestras
de zumo de manzana y una bebida de té frio que contenian el compuesto
bioactivo a una concentracion igual a su CMB (650 ppm) y 4 veces superior a
la CMB (2600 ppm) con células vegetativas y esporas de este
microorganismo, tal y como se ha descrito en el apartado de materiales y
métodos. La evolucion de las muestras durante 24 h de exposicion al
compuesto bioactivo se muestra a continuacion.

3.2.2 Efecto del timol sobre A. acidoterrestris en zumo de manzana

Los valores obtenidos en las determinaciones microbioldgicas realizadas a
las diferentes muestras a lo largo del periodo de estudio se muestran en la
FIGURA 2.

Los valores de los recuentos de A. acidoterrestris empleando timol
disminuyeron respecto a las muestras control tras 24h de exposicién (FIGURA
2a), no encontrandose diferencias significativas al finalizar el periodo de
estudio entre las diferentes concentraciones de timol evaluadas (datos
ANOVA no mostrados). En ambos casos, tanto inoculando con la suspension
B+E (L1) como con la suspension E (L2), se observdé como el compuesto
bioactivo afectd a la germinacion de las esporas, no permitiendo que esta se
produjera, ya que no aumenta el nimero de bacterias presentes. Ademas, el
timol a concentraciones elevadas (2600 ppm) combinado con el tratamiento
de 80°C durante 10 minutos e inmediato enfriamiento, tanto en las muestras
de zumo inoculadas con células vegetativas y esporas (FIGURA 2b) como en
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las inoculadas Unicamente con la disolucion esporas (FIGURA 2d), fue capaz
de inhibir la esporulacién de A. acidoterrestris, ya que se observa como el
namero de esporas disminuye significativamente. Sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras
control y las muestras de zumo con 650 ppm de timol en ninguno de los casos.
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FIGURA 2. Cinéticas de crecimiento de A. acidoterrestris en zumo de
manzana (a: L1, b: T-L1, c: L2, d: T-L2).

Los valores de indice de inhibicién (I.I.) de las muestras de zumo de
manzana inoculadas se muestran en la FIGURA 3. El timol fue efectivo para
inhibir completamente la esporulacibn de A. acidoterrestris a una
concentracion igual a 2600 ppm tras 24h de exposicién, mientras que cuando
el compuesto bioactivo era empleado a una concentracion de 650 ppm no
afectd a la formacion de esporas, siendo minimo el porcentaje de inhibicion.
Bevilacqua et al. (2008) obtuvieron valores de inhibicion tras 13 dias de
exposicion empleando cinamaldehido y eugenol a una concentracién igual a
100 ppm del 97 y 55%, respectivamente. Por otro lado, Piskernik et al. (2016)
observaron como los porcentajes de inhibicion se vieron afectados no solo por
la concentracion del extracto bioactivo, sino también por las caracteristicas del
medio, encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los
valores del indice de inhibicion en funcién de si se realizaron las pruebas en
medio de cultivo, zumo o zumo diluido.
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FIGURA 3. indice de inhibicion (l.I) de A. acidoterrestris en zumo de
manzana.
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3.2.3 Efecto del timol sobre A. acidoterrestris en una bebida de té frio
Los valores obtenidos en las determinaciones microbiolégicas realizadas a

las diferentes muestras de la bebida de té frio a lo largo del periodo de estudio
se muestran en la FIGURA 4.
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FIGURA 4. Cinéticas de crecimiento de A. acidoterrestris en una bebida de té

frio (a: L1, b: T-L1, c: L2, d: T-L2).

De manera similar a lo observado en el caso del zumo de manzana, el timol
adicionado en la bebida de té frio a una concentracion 4xCMB fue capaz de
inhibir la esporulacion de A. acidoterrestris. Sin embargo, en este caso, se
alcanz6 el 100% de la inhibicion de las esporas en todos los tiempos
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evaluados al combinar el antimicrobiano con el choque térmico (FIGURA 4by
4d), lo que mostraria una mayor efectividad del compuesto bioactivo en este
tipo de producto.

Al comparar la supervivencia de A. acidoterrestris en el zumo de manzana
y en la bebida de té se pudo observar una mayor supervivencia del
microorganismos en el zumo de manzana, lo que podria estar relacionado con
su mayor contenido en sélidos solubles y en unos valores de pH mas cercanos
a los de éptimo crecimiento de este microorganismo (4,0 — 4,5). Grande et al.
(2005) observaron una mayor supervivencia de las células vegetativas de
Alicyclobacillus en zumo de pera que en zumo de pifia. Ademas, es
interesante considerar que la composicion y pH del alimento también podrian
influir sobre la efectividad del compuesto antimicrobiano empleado.
Bevilacqua et al. (2010) observaron que se necesitaban cantidades mayores
de los compuestos antimicrobianos naturales evaluados (eugenol y
cinamaldehido) para inhibir el crecimiento de Alicyclobacillus en el zumo de
manzana que en medio de cultivo. Estos resultados indicarian la importancia
de la composicion y caracteristicas del medio para establecer una adecuada
estrategia de control.

3.3.4 Efecto del timol sobre la formacion de guayacol por A.
acidoterrestris

La formacion de guayacol es la principal caracteristica del deterioro en
zumo de frutas causado por algunas bacterias dentro del género
Alicyclobacillus (Cai et al., 2015), siendo A. acidoterrestris la especie que
mayores cantidades de guayacol produce. La presencia de guayacol confiere
a los zumos un olor “medicinal”, siendo el limite sensorial de este compuesto
extremadamente bajo, de 2 mg/L (Molva y Baysal, 2016). EI mecanismo de
produccién de guayacol ha sido dilucidado por diferentes autores (Peleg et al.,
1992) y puede deberse a una reaccion oxidativa o bien por metabolismo del
acido ferulico, vainillina o acido vanilico. Existen estudios que confirman que
la vainillina y el &cido vanilico son precursores del guayacol (Smit et al., 2011).

Con el objetivo de evidenciar si la incorporacién de timol en el zumo
permitia evitar la formacién guayacol, se inocularon con A. acidoterrestris (10°
UFC/mL) muestras de zumo fortificadas con acido vanilico para asegurar el
aporte del compuesto precursor de la reaccion. Se determiné la concentracion
de guayacol presente en las muestras de zumo a los 4 y 20 dias de la
inoculacion (TABLA 5).

Los resultados obtenidos muestran que el timol fue capaz de inhibir la
produccion de guayacol a pesar de garantizarse la presencia de las sustancias
precursoras de la reaccién durante al menos 20 dias de almacenamiento.
Bahceci et al. (2005) observaron que A. acidoterrestris comenzaba a producir
guayacol a partir de vainillina si la concentracion celular excedia el nivel critico
de 10* UFC/mL. Pettipher et al. (1997) detectd sensorialmente guayacol en
zumo de naranja que contenia concentraciones de 10° UFC/mL de A.
acidoterrestris. Mientras, en este mismo estudio, se establecié que una carga
microbiana de 10® UFC/mL en zumo de manzana, era capaz de producir
guayacol, siendo detectado sensorialmente a una concentracion de 17,3 ppb
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alcanzada tras 6 dias de incubacion a 35 °C. Orr et al. (2000) obtuvieron una
concentracion de 11,8 ug/L de guayacol en un zumo de manzana inoculado
con 10?2 UFC/mL.

TABLA 5. Concentracion de guayacol (ppb) en muestras de zumo de
manzana durante 4 y 20 dias de almacenamiento.

Tiempo de Concentracion
almacenamiento Muestra guayacol (ppb)
4 dias Control nd
Zumo Q nd
Zumo inoculado nd
Zumo inoculado + &cido vanilico 62,8(2,8)
Zumo inoculado + acido vanilico + timol nd
20 dias Control nd
Zumo Q nd
Zumo inoculado nd
Zumo inoculado + &cido vanilico 55,01(12,13)
Zumo inoculado + acido vanilico + timol nd

n.d.: valor por debajo del limite de deteccién del método (0,5 ppb)

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el timol fue
capaz de controlar el desarrollo de A. acidoterrestris por debajo de los valores
gue pueden favorecer la acumulacion de guayacol, y por tanto podria ser
utilizado como estrategia para prevenir el deterioro comercial del zumo. Sin
embargo, el fuerte impacto sensorial que tienen los aceites esenciales y sus
principales compuestos, hacen necesario buscar alternativas que permitan
reducir su efecto sobre los atributos sensoriales del producto. Entre estas
estrategias tiene lugar la inmovilizacion de estos compuestos en soportes
inorganicos, como silice amorfa, MCM-41 y silice pirogénica, para desarrollar
sistemas de filtracion para la eliminacion de microrganismos no deseados en
alimentos. Ruiz-Rico et al. (2021) evaluaron estos sistemas de filtracion
empleando vino blanco inoculado con Acetobacter aceti, Lactobacillus
plantarum, Dekkera bruxellensis, Zygosaccharomyces bailii y Saccharomyces
cerevisiae, observando una reduccion de 3 ciclos logaritmicos para los
microorganismos evaluados y sin afectar a los parametros fisicoquimicos del
vino blanco. Estos sistemas también han sido eficaces para la inhibicion de
Escherichia coli en zumo de manzana (Pefia-Gémez et al., 2019).

4. CONCLUSIONES

En el presente estudio se ha evaluado el uso de compuestos antimicrobianos
de origen natural, como son el timol, el carvacrol, el eugenol y la vainillina,
para el control de la germinacién y esporulacién de A. Acidoterrestris y su
consecuente produccion de guayacol, como alternativa a tratamientos
térmicos y al uso de conservantes sintéticos. Los resultados muestran que los
cuatro compuestos estudiados, especialmente el timol y el carvacrol, son
capaces de inhibir el crecimiento de A. acidoterrestris en medio de cultivo. En
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muestras reales, zumo de manzana y una bebida de té frio, la aplicacion de
timol es una estrategia viable para evitar la germinacion y la esporulacion de
este microorganismo, asi como prevenir la produccion de guayacol en el
producto final. El empleo de timol puede ser una alternativa al uso de
tratamientos térmicos y aditivos quimicos, para mantener la calidad
microbiolégica del producto; sin embargo, el potente sabor y aroma de estas
sustancias antimicrobianas hacen necesario realizar posteriores estudios en
los que se planteen estrategias para reducir su impacto en el del producto
final.
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