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RESUMEN.

Con la finalidad de mejorar la aplicacion y aumentar la eficacia de los efectos
antimicrobianos del extracto de hojas de orégano Origanum vulgare que se obtuvo por
destilacién al vapor con 16% de carvacrol, se lo emulsion6é O/W a través de dos métodos
de alta energia: agitacion magnética y sonicacion. Se utilizo tensoactivo no idnico Tween
80 y goma arabiga en proporciones del 0.75 y 0.25% respectivamente. Se evallo su
efecto antibacteriano como UFC/ml de S. aureus, E. coli y recuento de células somaticas
en leche de vacas con niveles elevados de estos microorganismos. El ensayo se condujo
en un disefio completamente al azar con arreglo factorial, y los resultados de los ensayos
de 44 muestras de leche luego de la aplicacion intramamaria del extracto emulsionado a
las vacas, muestran que ambos métodos empleados en la elaboracion de la emulsion,
presentan diferencias estadisticas significativas (p< 0,05) para UFC/mL de S. aureusy
RCS, no asi, para UFC/mL de E. coli. El producto emulsionado con ambos métodos tiene
efecto inhibidor sobre estas bacterias.
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ABSTRACT.

EMULSIFICATION BY MAGNETIC AGITATION AND SONICATION OF THE EXTRACT
OF Origanum vulgare AND ITS EFFECTS ON CFU/mL OF S. aureus, E. coli and
SOMATIC CELL COUNT.

In order to improve the application and increase the efficacy of the antimicrobial effects
of the extract of oregano leaves Origanum vulgare that was obtained by steam distillation
with 16% carvacrol, it was emulsified O/W with two high-energy methods: agitation
magnetic and sonication. Nonionic surfactant Tween 80 and gum arabic were used in
proportions of 0.75 and 0.25%, respectively. Subsequently, its antibacterial effect was
evaluated as CFU/ml of S. aureus, E. coli and somatic cell count in milk from cows with
high levels of these microorganisms. The trial was conducted in a completely randomized
design and analysis of variance with factorial arrangement and the results of the trials of
44 milk samples after the intramammary application of the emulsified extract to the cows,
show that both methods used in the elaboration of the emulsion, show significant
statistical differences (p<0.05) for CFU/mL of S. aureus and RCS, but not for CFU/mL of
E. coli, showing that the emulsified product with both methods has an inhibitory effect on
these bacteria
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INTRODUCCION.



La propuesta de la botanica moderna y parte de la comunidad cientifica es avanzar hacia
la sustitucibn de compuestos sintéticos por naturales, con el fin de explotar sus
actividades biolégicas y promover un desarrollo sostenible basado en economia circular
(Pavela y Benelli, 2016), como estrategias para la sostenibilidad ambiental.

Los vegetables naturalmente producen una desarrollada variedad de moléculas,
especialmente metabolitos secundarios que se sabe, cumplen una funcién en la
proteccion de las plantas contra patdogenos, ocasionado por sus propiedades biolégicas
(Hancock et al. 2015). Estos constituyen una fuente importante de compuestos
biologicamente activos: antibacterianos, insecticidas, fungicidas, nematicidas,
herbicidas, antioxidantes y antiinflamatorios (Bassolé y Juliani 2012; Bakkali et al., 2008;
Shaaban et al., 2012; Turek y Stintzing, 2013).

Uno de los liquidos grasos seguros para el control antimicrobiano es el de Origanum
vulgare, su efecto se les atribuye especialmente a sus compuestos mayoritarios timol y
carvacrol (Bhargava et al., 2015), se consideran sustancias menos peligrosas, y por
tanto, pueden reducir los riesgos para el medio ambiente, los animales y la salud humana
(Miresmailli e Isman, 2014). Ademas, se probd la eficacia en la inhibiciébn de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus, Enterococcusfaecalis, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa (Elshafie et al., 2017; Man et al., 2019; Martucci et al., 2016;
Vattem, 2005).

No obstante, estos liquidos oleosos se degradan durante la manipulacion o el
almacenamiento al ser susceptibles a reacciones quimicas de conversion o degradacion,
como oxidacion, isomerizacion, polimerizacion y reordenamiento, que dependen
principalmente de parametros ambientales como la temperatura, la luz y el oxigeno
atmosférico (Turek y Stintzing, 2013). Estos problemas de inestabilidad pueden resultar
en una reduccion o pérdida de efectividad (Isman, 2000). Ademas, tienen propiedades
fisico-quimicas deficientes, como la insolubilidad en agua (compuestos lipofilicos), alta
volatilidad y vida media rapida que hacen que sean dificiles de manipular y utilizar (Bilia
et al. 2014)).

En ese contexto, las emulsiones de aceite en agua son vehiculos importantes para el
suministro de compuestos hidrofobos en una gama de productos alimenticios,
nutracéuticos, cosméticos y farmacos (Sullo y Norton, 2016). Los emulsionantes
desarrollan estabilidad y vida atil aceptable al producto, la emulsion agua en aceite W/O,
la fase continua suele ser hidréfoba como el aceite, la fase dispersa es agua y une aceite
y fase acuosa del producto en un preparacion homogénea y estable (Waginaire, 1997).

Las nano emulsiones de apariencia transparente o translicida y una alta estabilidad
cinética, son un tipo de emulsiones con tamafo de gota muy pequeiio (entre 20 y 200
nm, esto puede variar segun la literatura (Sonneville- Aubruny Simonnet et al., 2004;
Qian y McClements, 2011; Donsi y Annunziata et al., 2012; McClements, 2012). Gracias
a su tamanfo subcelular, las nanoparticulas son capaces de potenciar la bioactividad de
los aceites esenciales ya que permiten una penetracion mas profunda en los tejidos y



una captacion celular mas facil, ademas, permiten el control y la modulacion de la
liberacién de ingredientes activos en el sitio objetivo (Shaaban et al., 2012)

La encapsulacion de carvacrol, el componente principal del orégano, ha sido
ampliamente estudiada (Guimaraes et al., 2015; Hussain et al., 2020; Liu et al., 2017).
Entonces se plantea el uso de dos métodos de alta energia: agitacion magnética y
ultrasonido, para emulsionar extractos acuosos de plantas como Origanum vulgare:. Los
ultrasonidos son muy utilizados para elaborar emulsiones, estas cavitaciones inducidas
acusticamente provocan la interrupcion de las gotas de fase dispersa de tamafio
micrométrico y nanomeétricos, facilitando la formacion de gotas de emulsion
submicrométrica (Gogate et al., 2011). Al presente, es apreciada como una técnica de
procesamiento sustentable, porque tipicamente emplea menos tiempo, agua y energia
(Chemat et al., 2011).

El agitador magnético es una pequefia barra magnética de agitacién cubierta por una
capa de plastico (usualmente teflén) y una placa debajo de la que se encuentra un iman
rotatorio o una serie de electroimanes dispuestos en forma circular a fin de crear un
campo magnético rotatorio y son excelentes para mezclar tensioactivos, mezclar fases
de aceite y agua y para todos los procedimientos en los que se necesita una mezcla
prolongada y uniforme sin mucha agitacién (De Palma, 2010).

Las emulsiones se pueden preparar utilizando métodos de alta energia como
ultrasonidos, cizallamiento y homogeneizacion, Hamouda y Baker (2000); Myc et al.
(2002); Pannu et al. (2011). Las ventajas de la nanoemulsion sobre la emulsion
convencional es la posibilidad de diluirlas con agua sin cambiar la distribucién del tamafio
de las gotas y ademas, con el uso de una cantidad reducida de tensioactivo es una
ventaja adicional para la preparacion por métodos de nanoemulsion en comparacion con
las microemulsiones, Fernandez et al. (2004), Morales et al. (2003). EIl objetivo del
presente trabajo es preservar el efecto antimicrobiano y mejorar la aplicacion del extracto
de orégano emulsionado con dos métodos de alta energia, sonicacion y agitacion
magneética y empleando canulas de acero inoxidable, aplicarlo via intramamaria en vacas
con alta carga bacteriana en las tetas.

METODOLOGIA

Ubicacion de la investigacion. - Se efectué UDIV de la ESPAM MFL, ubicada en el sitio
El Limén, entre las coordenadas 0° 49’ 23” Latitud Sur; 80° 11’ 01” Longitud Oeste y una
altitud de 15 msnm, en el canton Bolivar provincia de Manabi. Para el ensayo se
consideraron vacas de la unidad de producciéon bovina de esta universidad y dos hatos
ganaderos de la localidad.

Procedimiento. - Se emulsioné el extracto de orégano con goma arabiga al 0,25% y
tween 80 al 0,75% p/p, disueltos en extractos con concentraciones de 16% de
compuestos fendlicos en vasos de vidrio de 250 mL y por agitacion magnética con una
barra magnética en un equipo calentador-agitador modelo HSD 180 durante 15 minutos



a 3500 rpm. ademas, por cavitacion con un equipo de ultrasonido Chendke y Fogler
(1975), modelo VWR 75T.

La actividad antibacteriana del extracto se determind con la aplicacion en las ubres de 5
mL via intramamaria con canulas de acero inoxidable, previo CCS y UFC/mL., y por el
método semicuantitativo de incorporacion en placa de cultivo y sembrado en agar por
estrias continuas, el medio de cultivo empleado fue agar Macconkey y Manitol,
esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 min (Bravo et al., 2019). El agar sal manitol
es una férmula disefiada por Chapman, (1945), para la diferenciacion de estafilococos
positivos a la coagulasa (por ejemplo, Staphylococcus aureus) de los estafilococos
negativos a la coagulasa, (Bannerman, 2003)

Disefio. - Se aplicé un (DCA) con un arreglo bifactorial 2x2 siendo el factor A los métodos
ultrasonido y agitacion magnética y el factor B UFC/ml de S. aureus, E. coliy CCS. Para
el estudio de las variables respuestas previamente se comprobaron la homogeneidad de
varianza (Prueba de Bartlet) y normalidad de los errores (Prueba de Shapiro-Wills).

RESULTADOS.

Los efectos del extracto de orégano Origanum vulgare emulsionado por el método
ultrasonido y agitacidbn magnética de 44 muestras de leche de vacas con niveles
elevados de microrganismos, presentan diferencias significativas (p< 0,05) para UFC/mL
de Staphiloccocus aureus, no asi para las de E. coli como muestra la tabla 1, de igual
forma presento diferencias estadisticas para el CCS por el método de sonicacién con
equipo de ultrasonido, no asi para el de agitacion magnética a 3500 rpm con el agitador
magnético figura 1.

Tabla 1.- Diferencias significativas para las variables UFC/mL de S. aureus y E. coli

Variables MS F P
UFC/mL de E. coli 65,9E+13 4.18 0,2497
UFC/mL de S. 5,420E+12 1.36 0.0476
aureus

Figura 1.- Equipos agitador magnético y ultrasonido

Latabla2y 3 denota que la media de los gruposy la prueba de Tukey,
disminuye en el método de sonicacion (A) en relacion al de agitacion magnética (B), lo
gue demuestra que si existe diferencia significativa para el recuento de células
somaticas.

Tabla 2.- Media de ambos métodos de emulsién para RCS



Métodos. Media Grupos homogéneos
Sonicacion 1,2003 A
Agitacién magnética 1,5726 B

Tabla 3.- Prueba de comparacion de Tukey HSD para los métodos de emulsificacion.

Métodos Promedios de CCS | Error estandar | Ambito
Sonicacion 1.95 + 3,18 A
Agitacion magnética 3.17 +4.0 B

Al respecto Ramirez et al. (2002) indican que en emulsiones el diametro de gota esta en
relacion con la velocidad de agitacion, es como decir que el tamafio de las gotas depende
de la agitacion. El mismo autor ensay6 con 2000 rpm con un tamafio de gota de cerca
de 30 micras, mientras que a 8000 rpm alrededor de 9 micras, en el presente ensayo se
realizo a 3500 rpm en el método de agitacion magnética.

Para desvirtuar la hip6tesis nula el método por ultrasonido para la elaboracion de
emulsiones presenta diferencias estadisticas en relacion al de agitacion magnética. Los
ultrasonidos estan volviendo a ser muy utilizados para elaborar emulsiones aceite en
agua por la reduccién en el tamafio de gota, en las nanoemulsiones y, en particular, el
mecanismo esencial de ruptura de gotitas que ocurre durante la emulsion (Bondy y
Sollner, 1935), fue una de las primeras aplicaciones de ultrasonido potente y la primera
patente relacionada que se obtuvo desde hace cincuenta afos, (Wood y Loomis, 1927).
El ultrasonido de alta intensidad es efectivo y ya ha mostrado resultados prometedores
en la preparacion de nanoemulsiones alimenticias o farmacéuticas, (Kaur et al., 2011).
Estas cavitaciones inducidas acusticamente provocan la interrupcion de las gotas de fase
dispersa de tamafio micrométrico y facilitan la formaciéon de gotas de emulsion
submicrométrica (Gogate et al., 2011).

Los enfoques de alta energia se basan en un procedimiento de dos pasos que
proporciona, en un primer momento, la formacion de una emulsibn mediante una
agitacibn mecdnica, caracterizada por un tamafio de gotitas de aceite en el rango de
micrones (Rao y McClements, 2011). El segundo paso proporciona la conversion de la
emulsién en un NE a través de la rotura de las gotitas de aceite en pequefias mediante
el uso de dispositivos mecanicos de alta energia, como homogeneizadores de alta
presion, microfluidizadores y sonicadores (Gupta et al., 2016).

El método de agitacion magnética en relacion al del ultrasonido en la elaboracion de la
emulsion del extracto presento menos efectos antimicrobianos. La agitacidon magnética
y la agitacion mecanica se utilizan a menudo para acelerar la velocidad de reaccion en
los sistemas, sin embargo, estos métodos de agitacion convencionales no son practicos
para tamafio de gotas a nanoescala (Leidong y Hur, 2006)



En esa perspectiva sobre el mayor efecto antimicrobiano de la emulsion elaborada con
el equipo del ultrasonido. La técnica de sonicacion explota ondas ultrasonicas de alta
intensidad, generadas por una sonda o bafio sonicador, para crear las fuerzas disruptivas
capaces de romper la emulsion gruesa en una mezcla, ademas, las vibraciones
mecanicas generadas por los ultrasonidos son capaces de realizar un efecto cavitacional
(Kentish et al., 2008). El tamafio de las gotas que se logra mediante este método
depende del tiempo de exposicion y la intensidad de las ondas ultrasonicas, el tipo y la
cantidad de tensioactivo y la viscosidad de las dos fases (Leong et al., 2009).

CONCLUSIONES

El método del ultrasonido para emulsionar el extracto de orégano Origanum vulgare
resulté con un mayor efecto antibacteriano por la disminucion en el CCS, asi como la
disminucién de UFC/mL de S. aureus en relacién a E. coli y se mejord su aplicacion al
disminuir el tamafio de gota y la tension superficial en el emulsionado.
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