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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de
orégano (Origanum vulgare) frente a Staphylococcus aureus y coliformes totales en condiciones in
vitro, confirmando en la investigacion que las concentraciones aplicadas del extracto lograron inhibir
el crecimiento de estos microorganismos. Fue aplicado un disefio A*B+1 con una posterior prueba
de Tukey para observar diferencias entre los promedios y de una evaluacion contrastes ortogonales
para corroborar diferencias entre el testigoy los tratamientos; el facto A (Concentracion del extracto)
const6 de tresniveles (10, 15y 20 %) el factor B (tipo de microorganismo) estuvo compuesto de dos
(Staphylococcus aureus y coliformes totales), lo que gener6 7 tratamientos con tres repeticiones,
dando un total de 21 unidades experimentales; la informacion se analiz6 en los software estadistico
Statgraphics e Infostat. La variable dependiente en este estudio fue el porcentaje de inhibicién del
crecimiento (%), mostrando que la adicién de concentraciones del extracto etandlico de orégano
produjo diferencias significativas (p < 0,05). La dosificacion 6ptima fue del 20 %, logrando la mayor
inhibicion en ambos microorganismos, atribuido a la presencia de compuestos bioactivos en el
extracto.

Palabras Claves: Orégano; extracto etandlico; patégenos; in vitro.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the ethanolic extract of
oregano (Origanum vulgare) against Staphylococcus aureus and total coliforms under in vitro
conditions, confirming in the research that the applied concentrations of the extract were able to
inhibit the growth of these microorganisms. An A*B+1 design was applied with a subsequent Tukey
test to observe differences between the means and an evaluation of orthogonal contrasts to corroborate
differences between the control and the treatments; factor A (extract concentration) consisted of three
levels (10, 15 and 20%) and factor B (type of microorganism) was composed of two (Staphylococcus
aureus and total coliforms), which generated 7 treatments with three repetitions, giving a total of 21
experimental units; the information was analyzed in the statistical software Statgraphics and Infostat.
The dependent variable in this study was the percentage of growth inhibition (%), showing that the

addition of concentrations of the ethanolic extract of oregano produced significant differences (p <
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0.05). The optimal dosage was 20%, achieving the highest inhibition in both microorganisms,
attributed to the presence of bioactive compounds in the extract.

Keywords: Oregano; ethanolic extract; pathogens; in vitro.

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanolico de orégéos
(Origanum vulgare) contra Staphylococcus aureus e coliformes totais em condi¢fes in vitro,
confirmando na investigacdo que as concentragdes aplicadas do extrato conseguiram inibir o
crescimento destes microrganismos. Foi aplicado um desenho A*B+1 com posterior teste de Tukey
para observar diferencgas entre médias e avaliacdo de contrastes ortogonais para corroborar diferencas
entre o controlo e os tratamentos; o fator A (concentracdo do extrato) foi composto por trés niveis
(10, 15 e 20%) o fator B (tipo de microrganismo) foi composto por dois (Staphylococcus aureus e
coliformes totais), 0 que gerou 7 tratamentos com trés repeticbes, totalizando 21 unidades
experimentais; A informacdo foi analisada nos softwares estatisticos Statgraphics e Infostat. A
variavel dependente neste estudo foi a percentagem de inibi¢do do crescimento (%), mostrando que
a adicdo de concentragdes do extrato etandlico de orégdos produziu diferencas significativas (p <
0,05). A dosagem ideal foi de 20%, conseguindo a maior inibicdo em ambos 0s microrganismos,
atribuidaa presenga de compostos bioativos no extrato.

Palavras-chave: Orégaos; extrato etanolico; patogénicos; in vitro.

Introduccion

Existe una ampliavariedad de bacterias, hongos y levaduras que colonizan los alimentos en su etapa
de produccion, cosecha, poscosecha e industrializacion, como son el caso del Escherichia coli
(Carrillo et al., 2011), Fusarium oxysporum (Zuriegat et al., 2021), Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus (Tovalino & Contreras, 2010), Aspergillus niger (Quintero et al., 2011),
mohos y levaduras (Villoldo et al., 2020), entre otros, que generan péerdidas en toda la cadena de
productividad.

La creciente resistencia microbiana a los antibioticos, agroquimicos y conservantes sintéticos
representa una problematica creciente en la salud publica y en la seguridad alimentaria (Dhingra et

al., 2020). En este contexto, la busqueda de alternativas naturales eficaces se ha vuelto crucial, tanto
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en la medicina como en la industria agropecuaria, alimentaria y farmacéutica (Murugaiyan et al.,
2022).

Entre las innovaciones para contrarrestar microorganismos (Hidalgoet al., 2021) estan la utilizacién
de extractos vegetales como los aceites esenciales (Nazari et al., 2019), antioxidantes naturales
(Calejaetal., 2016), carcuma (Thin et al., 2022), e-polilisina (Cusme et al., 2023), bioencapsulantes
(Flores et al., 2023), propéleo (Segueni et al., 2023), orégano (Araujo et al., 2021), ajo (Huamani &
Arauco, 2024) y extractos etanolicos (Korkmaz et al., 2021).

Dentro de estas alternativas, el orégano (Origanum vulgare) destaca por su contenido en compuestos
como el timol, fenoles, piridinas, flavonoides y el carvacrol, conocidos por su potente actividad
antimicrobiana, y muy a pesar de ser una fuente economicay accesible, su uso en la formulacion de
productos antimicrobianos sigue siendo limitado (Leal et al., 2024). Este subaprovechamiento plantea
un desafio tanto en términos de innovacion como de desarrollo de nuevas estrategias para el control
de patdgenos, especialmente en sectores en los que laresistencia microbianaes un riesgo significativo
(Barbosa, 2024).

El extracto etandlico de orégano ha demostrado ser particularmente efectivo en lainhibicién de varios
microorganismos patdgenos, incluidas cepas de Staphylococcus aureus (Liuetal.,2017), una bacteria
que puede contaminar alimentos y productos de consumo, generando toxinas perjudiciales para los
consumidores (Howden et al., 2023). Ademas, otros microorganismos, como los coliformes totales
(Nastasi et al., 2022), mohos y levaduras (Soltani et al., 2021) presentes también en productos
agricolas alimenticios, que no solo disminuyen la calidad del producto, sino que pueden afectar sus
caracteristicas sensoriales y nutricionales. Estos efectos resaltan la importancia de explorar las
propiedades antimicrobianas de compuestos naturales como el orégano, que ademas de ser efectivos,
pueden reducir la necesidad de conservantes quimicos, abordando al mismo tiempo los riesgos
asociados con laresistenciaantimicrobiana (Teshome et al., 2022).

Diversas investigaciones han revelado que el orégano posee propiedades antimicrobianas efectivas
no solo contra bacterias Gram-positivas, sino también contra otros tipos de microorganismaos, como
bacterias Gram-negativas, hongos y levaduras (Ramos et al., 2020). Esta versatilidad en la actividad
del orégano se atribuye principalmente a la accion sinérgica de sus componentes bioactivos, que al
combinarse ofrecen una accion antimicrobiana més potente y de amplio espectro (Bautista et al.,

2021), especialmente con el uso del extracto etandlico de orégano que permite obtener una mayor
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concentracion de estos compuestos activos, lo cual es fundamental para maximizar su efectividad
contra microorganismos patdgenos especificos (Knez et al., 2020). Caracteristicas que convierten al
extracto etandlico de orégano en un candidato prometedor para su aplicacion en industrias como la
agricultura, alimentariay la farmacéutica, donde la seguridad microbioldgicaes esencial (Solanki et
al., 2023).

En esta investigacion, se evalu0 la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de orégano sobre
Staphylococcus aureus y coliformes totales en condiciones in vitro, con el fin de determinar su
potencial como inhibidor del crecimiento de estos patdgenos. Este estudio no solo busca ofrecer una
alternativa natural y efectiva para el control microbiano, sino que también pretende contribuir al
desarrollo de estrategias mas sostenibles y menos dependientes de compuestos sintéticos, alineandose
con las demandas actuales de los consumidores por productos mas naturales y menos invasivos en

sus cultivosy alimentos.

Metodologia

Se aplico un disefio experimental A*B+1, seguido de una prueba de Tukey para evaluar las
diferencias entre los promedios, asi como contrastes ortogonales para verificar las diferencias entre
el grupo testigo y los tratamientos aplicados. El factor A, correspondiente a la concentracién del
extracto, incluyé tres niveles (10%, 15% y 20%), mientras que el factor B, que se refiri6 al tipo de
microorganismo, estuvo compuesto por dos categorias: Staphylococcus aureus y coliformes totales
(Tabla 1).

Tabla 1. Factores de estudio

Factores Simbologia Descripcion
a0 10 %
A: Concentracion del extracto al 15%
a2 20 %
b0 Staphylococcus aureus

B: Tipo de microorganismo )
bl Coliformes totales

Esto dio lugar a un total de siete tratamientos, cada uno con tres repeticiones, lo que resulté en 21

unidades experimentales en total (Tabla 2). La informacion recopilada fue analizada utilizando los
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softwares estadisticos Statgraphics e Infostat. La variable dependiente de este estudio fue el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (%).

Tabla 2. Tratamientos

Tratamientos Simbologia Descripcion

T0 T0 Testigo

Tl alb0 10 % + Staphylococcus aureus
T2 albl 10 % + coliformes totales

T3 alb0 15 % + Staphylococcus aureus
T4 albl 15 % + coliformes totales

T5 a2b0 20 % + Staphylococcus aureus
T6 azbl 20 % + coliformestotales

El orégano utilizado se obtuvo en el Canton EI Empalme-Ecuador, en la finca “Las Orquideas” del
recinto Santa Marianita; la cual se extrajo el concentrado con alcohol etilico como solvente con
filtraciones intermedias a temperatura controlada (Rodriguez et al., 2015)

Para cuantificar el porcentaje de inhibicion del crecimiento, se empled la metodologia descrita por
Arce et al. (2019) a través de la técnica de difusién en agar. Las unidades experimentales se
prepararon inoculando 150 pl de una solucion de patdgenos en placas de Petri de 9 cm de didmetro,
utilizando Agar sal manitol para Staphylococcus aureus y Agar VRBL para coliformes totales. La
solucién se distribuyd homogéneamente en toda la placa con un asa bacterioldgica estéril,
incub&ndose a una temperatura de 27 °C hasta su crecimiento. Posteriormente, se colocé en el centro
de cada placa un disco de papel filtro de 5 mm de didmetro, impregnado con extracto etandlico de
orégano a concentraciones del 10 %, 15 %y 20 %. EI control consistio en un disco de papel filtro
impregnado con agua estéril, que se ubico en la placa petri junto con los microorganismos.

Luego, fueron medidos los diametros de las colonias a los 1, 2, 3 y 4 dias con una regla graduada,

restando el diametro del disco sembrado y utilizando la ecuacion:

% inhibici diametro colonia control — diametro colonia tratada 100
o Innibicion = > - X
diametro colonia control
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Resultados

El anélisis de ANOVA mostré que las concentraciones del extracto etandlico de orégano tuvieronun
efecto estadisticamente significativo en la inhibicion del crecimiento (p<0,05). El tipo de
microorganismoy a interaccion entre las variables AXB no presentaron significancia representativa
(p>0,05) (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen ANOVA porcentaje inhibicion del crecimiento

Variable Concentracion del Tipo de microorganismo Interaccion
extracto (A) (B) (AxB)

%IC dial <0,0001** 0,1679 " 0,9967 "

%IC dia?2 <0,0001** 0,3113 " 0,2511"

%IC dia 3 <0,0001** 0,3166 " 0,1852 "s

%IC dia 4 <0,0001** 0,6321 " 0,2559 "

* Significativo **Muy significativo NS=No significativo

Los valores en los contrastes ortogonales para la variable porcentaje de inhibicidn del crecimiento,
indican una alta variabilidad en la comparacion entre los controles y sus respectivos tratamientos
(Tabla 4). Lo que representa una clara efectividad de los tratamientos propuestos versus sus testigos.

Tabla 4. Contrastes ortogonales de inhibicion del crecimiento micelial

Contraste Promedio del contraste
Testigo contra tratamientos dia 1 <0,0001**
Testigo contra tratamientos dia 2 <0,0001**
Testigo contra tratamientos dia 3 <0,0001**
Testigo contra tratamientos dia 4 <0,0001**

Como se apreciaen la Figura 1, en la prueba de subconjuntos de Tukey, indica que a medida que se
incrementa la concentracion del extracto de orégano la inhibicion tiende aumentar, por ello el

tratamiento mas 6ptimo para inhibir Staphylococcus aureus fue el T3 (extractoal 20 %).
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Figura 1. Prueba Tukey para inhibicion de Staphylococcus aureus
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La prueba de Tukey con la Figura 2, muestra que en el caso de los coliformes que su inhibicion fue

directamente proporcional a la concentracion del extracto de orégano, por tal motivo, el mejor

tratamiento para este microorganismo fue T6 (extractoal 20 %).

Figura 2. Prueba Tukey para inhibicion de Coliformes
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Discusion

Los extractos de orégano y sus componentes individuales han mostrado de manera constante
propiedades antimicrobianas in vitro contra diversos patdgenos, ademas in vivo de impulsar el
sistema inmunoldgico del huésped, lo que contribuye a la erradicacion de estos microorganismos.
(Seylam & Celebi, 2021). En modelos in vitro se ha observado que el orégano y algunos de sus
componentes suprimen los patégenos que causan el deterioro de los productos agricolas o
alimenticios que contribuyen a las enfermedades humanas y animales; tanto el aceite esencial como
otros extractos de orégano pueden suprimir el crecimiento de bacterias grampositivas y
gramnegativas, levadurasy algunos hongos (Hammer et al., 1999)

Las bacterias grampositivas son méas sensibles a los extractos de orégano que las gramnegativas
(Przybytek & Karpinski, 2019), debido a la complejidad de su membrana externa, que confiere a la
superficie bacteriana mas compleja, actuando como barrera respecto a la permeabilidad de la
membrana celular (Smith et al., 1998). Dafiando directamente la membrana celular de las bacterias
grampositivas, provocando la ruptura de la membrana celular, el bloqueo de los sistemas enzimaticos
y lainterrupcidn del intercambio idnico, este tipo de dafio de la permeabilidad de lamembrana celular
suele ser letal y es conocida como muerte celular (Sakkas & Papadopoulou, 2017).

Ghosh et al. (2022) argumentan que los extractos hidroalcohdlicos, en presencia de hongos, presentan
mecanismos que inhiben el crecimiento de los micelios, alterando su morfologia y afectando la
permeabilidad de las membranas celulares, pudiendo interferir en la biosintesis fungica de ergosterol
(Xu etal., 2019). Esto provoca una permeabilidad en la membrana plasmatica fangica, lo que lleva a
la liberacidén de componentes como proteinas o cidos nucleicos, resultando en su muerte.

Las capacidades inhibitorias se deben a los compuestos volatiles carvacrol (isopropil-o-cresol o 5-
isopropil-2-metilfenol) y timol (isopropil-m-cresol) principales constituyentes de los aceites
esenciales de orégano, en los extractos alcoholicos estdn presentes compuestos bioactivos
identificados como los acidos fenolicos (acido cafeico, acido p-cumarico), el &cido rosmarinicoy sus
derivados cafeoilicos, el acido ursdlicoy el acido carnosico, asi como una mezcla de flavonoides
(Singletary, 2010). Asimismo, la actividad antimicrobiana esta influenciada por la concentracion del
extracto, la duracién del tratamiento y el tipo de microorganismo involucrado (Bouzahouane et al.,
2021).
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Kosakowska et al. (2021) elaboraron pruebas in vitro con extractos hidroalcohdlicos de orégano
frente a las bacterias gram positivas, logrando una concentracién minima inhibitoria de 3,2 % en
Staphylococcus aureus, para Listeria monocytogenes requirieron 2 % y 1 % en Bacillus cereus
respectivamente; con las gram negativas Escherichia coli y salmonella enteritidis se requirieron 6,4
% para su inhibicion. Los extractos etandlicos manifestaron inhibicion también frente a Salmonella

tiphy, Bacillus subtilis, y Streptococcus mutans (Martinez et al., 2012).

Conclusiones

El estudio sobre la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de orégano (Origanum vulgare)
revela su potencial como un agente natural eficaz contra Staphylococcus aureus y coliformes totales.
Los resultados mostraron que las concentraciones del 10 %, 15 % y 20 % del extracto inhibieron
significativamente el crecimiento de estos microorganismos, siendo la concentracion del 20 % la més
efectiva. Este hallazgo es relevante, dado el aumento de la resistenciabacterianaa los antibioticosy
la necesidad de alternativas naturales en la industriaalimentariay agricola, la capacidad del orégano
paraactuar como un conservante natural no solo podria mejorar la seguridad alimentaria, sino también
contribuir a practicas agricolas mas sostenibles. Ademas, el uso de extractos vegetales como el
orégano se alinea con las tendencias actuales hacia productos menos invasivos y mas amigables con
el medio ambiente. Por lo tanto, este estudio no solo respalda el uso del orégano en aplicaciones
antimicrobianas, sino que también abre nuevas vias para investigaciones futuras sobre su formulacion
y aplicacion en la industria biotecnoldgica, promoviendo asi una mayor seguridad y calidad en los

productos consumidos.
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