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Resumen

El estudio de los aceites esenciales en fase vapor surge debido a la demanda de los consumidores sobre
disminuir el uso de aditivos sintéticos en los alimentos y por lo tanto, la industria de alimentos estd
tratando de cambiarlos por aditivos naturales y sin modificar su perfil sensorial. Se ha reportado que los
aceites esenciales en fase vapor tienen potencial como agentes antimicrobianos, al igual que las mezclas
de los componentes principales presentes en los aceites esenciales, pero sus estudios son escasos. El
objetivo de este trabajo es revisar investigaciones recientes acerca del potencial del empleo como agentes
antimicrobianos de mezclas que incluyen aceites esenciales y sus componentes principales en fase vapor,
para dar un panorama del posible desarrollo de sinergias, antagonismos, o aditividad al utilizar mezclas
relevantes para la industria alimentaria.
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Abstract

The study of essential oils in vapor phase has gained importance because of the consumer’s demand to
reduce the use of synthetic additives in food. Thus, the food industry is trying to replace them by natural
additives without modifying the food product sensory attributes. It has been reported that essential oils in
vapor phase have the potential to act as antimicrobial agents, as well as the main components present in
the essential oils; however, their study is scarce. The aim of this work is to review current research about
of the potential use as antimicrobial agents of combinations that include essential oils and their major
components in vapor phase, to present an overview of possible synergy, antagonism or additivity when
using combinations relevant for the food industry.

Keywords: essential oil, vapor phase, natural antimicrobial, combinations.

Introduccion se encuentra en una constante busqueda de
nuevos y mejores agentes antimicrobianos,
Uno de los principales objetivos de la que cumplan con las demandas de los
industria de alimentos es la seguridad o consumidores, los cuales exigen el uso de
inocuidad alimentaria. Por ello, esta industria  aditivos naturales que sustituyan a los aditivos
— ) o . sintéticos, con altos estdndares de calidad
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78



M. A. Olivares — Cruz et al. / Temas Selectos de Ingenieria de alimentos 7 — 1 (2013): 78 - 86

Debido a estas demandas, los aceites
esenciales se han estudiado como agentes
antimicrobianos por su amplio espectro de
inhibicién microbiana y su origen natural. El
enfoque principal de estos estudios radica en la
aplicacion directa de estos aceites y, en menor
escala, el empleo en fase vapor. Actualmente,
existe poca informacion sobre el efecto
antimicrobiano de emplear mezclas de aceites
esenciales en fase vapor o sobre su interaccion
con otros componentes presentes en los
alimentos.

En el estudio de las mezclas de aceites
esenciales y en la combinacién con otros
aditivos en alimentos, es de gran importancia
determinar si la mezcla o combinacién resulta
en situaciones sinérgicas, antagénicas o de
aditividad, ya que estas situaciones ocurren
entre los componentes que forman los aceites
esenciales (Rocha, 2012). Es por ello que el
objetivo de este trabajo es revisar
investigaciones actuales acerca de los efectos
antimicrobianos de mezclas de aceites
esenciales, componentes principales en fase
vapor, y mezclas de aceites esenciales con
aditivos en alimentos que dan como resultado
sinergia, antagonismo o aditividad.

Revision bibliografica
1. Agentes antimicrobianos

Un aditivo es aquella sustancia que se agrega
intencionalmente al alimento durante las

etapas de  produccién, envasado y
conservacion. Los aditivos pueden ser de
origen natural o sintético (Badui, 2006).

Dentro de los aditivos se encuentran los
agentes antimicrobianos, que se definen como
las  sustancias que pueden inactivar
microorganismos o controlar su crecimiento en
los alimentos (Prescott et al., 2002). Los
antimicrobianos que son agregados a los
alimentos tienen que ser GRAS (por sus siglas
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en inglés Generally Recognized as Safe), como
lo ha establecido la FDA (Food and Drug
Administration) de los Estados Unidos y
aunque otros lugares no se guien por esta
regulacién, la lista de sustancias GRAS es
aceptada en muchos paises. Algunos ejemplos
de antimicrobianos agregados a alimentos son
los siguientes: acetaldehido, &cido acético,
acido ascorbico, acido benzoico, acido citrico,
quitosano, CO2, diacetil, EDTA, H20z2,
nitritos, acido sérbico, sulfitos, entre muchos
otros (Ray y Bhunia, 2008).

1.1.  Antimicrobianos naturales

Los métodos convencionales de conservacion
para prolongar la vida de anaquel de
alimentos, como lo son el calor, el empleo de
atmoésferas modificadas, empaques al vacio o
refrigeraciéon, no eliminan el total de
microorganismos inicialmente presentes en el
alimento, o no garantizan (dependiendo de la
intensidad del método o factor de
conservacion aplicado) la extension de la fase
lag para cumplir con la vida ttil del producto.
Por ello, los procesos se combinan con la
aplicacion de agentes antimicrobianos (la
mayoria de ellos sintetizados quimicamente)
para el control de microorganismos. En
algunos casos y si los antimicrobianos
quimicos exceden la normativa vigente,
pueden tener un potencial toxicolégico (Sagar
et al., 2012). Debido a ello, la industria de
alimentos busca nuevas fuentes de agentes
antimicrobianos, que cumplan ademds con el
requisito de ser naturales.

En afios recientes se ha observado la
tendencia para usar agentes antimicrobianos
naturales, para tener una oferta de alimentos
frescos, naturales, minimamente procesados y
garantizar que €stos sean inocuos (Sagar et al.,
2012). Ademas, existen otras razones
importantes para buscar alternativas. Una
razon es que la sociedad experimenta una
tendencia ‘“verde” de consumo, con una
demanda de menos aditivos sintéticos
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afadidos a los alimentos, pero mayor
seguridad y calidad (Nedorostova et al., 2009).

La accién antimicrobiana puede ser lograda
mediante algunos compuestos quimicos
naturalmente presentes en los alimentos, y en
cantidades suficientes, como la lisozima
presente en el huevo y algunos dcidos
organicos en frutas. En algunos casos se
pueden formar durante el procesamiento,
como el 4cido lactico durante la fermentacion
de la leche para la produccién del yogur (Ray
y Bhunia, 2008). Existe una amplia variedad
de alimentos que contiene antimicrobianos
naturales o biocomponentes que pueden actuar
como antimicrobianos, que abarcan desde la
sal comun, pasando por alimentos como la
zanahoria, rdbanos picantes, ajo, cebolla, entre
muchos otros. De la misma forma, se
encuentran especias y hierbas con accion
contra bacterias y mohos como: tomillo, clavo,
orégano, romero, o canela, entre otras
(Marcen, 2000). Los aceites esenciales de
plantas y frutas también tienen una accidn
antimicrobiana, los cuales también pueden ser
agregados como antimicrobianos naturales a
los alimentos.

2. Aceites esenciales y su aplicacion

Los aceites esenciales son componentes de
plantas; estdn compuestos de una mezcla de
terpenos, terpenoides, aldehidos y alcoholes,
de los cuales un porcentaje alto es volatil
(Laird y Phillips, 2011); estos compuestos son
los responsables de su actividad
antimicrobiana. Los estudios sobre aceites
esenciales cobran mds auge, ya que un
porcentaje considerable de ellos, fueron
nombrados como sustancias GRAS en el afio
2005 por la FDA (Espina et al., 2011).

2.1. Fuentes de aceites esenciales
Existen diversos tipos de aceites esenciales

que han sido reportados con efectos
antimicrobianos.
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Los aceites esenciales pueden variar en
algunas de sus propiedades fisicas (por
ejemplo densidad, viscosidad), rendimiento, y
sobre todo, en la composicién de compuestos
volatiles con actividad antimicrobiana. EI tipo
de material vegetal del cual se extraiga el
aceite esencial afectard las caracteristicas del
mismo, pero también la diversidad de lugares,
formas y condiciones de cultivo de la hierba,
fruta o especia afectard la composicién del
aceite esencial y por lo tanto su actividad
antimicrobiana (Lopez-Malo et al., 2005).
Algunos ejemplos de fuentes de aceites
esenciales son:

1) Frutos citricos. Espina et al. (2011)
extrajeron aceites de naranja (Citrus sinensis),
limén (Citrus lemon) 'y mandarina (Citrus
reticulata), los cuales mostraron actividad

antimicrobiana contra microorganismos
patégenos (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa 'y Salmonella enterica).

2) Hierbas. Se ha reportado el efecto
antimicrobiano de sus aceites esenciales en
sobre al menos una bacteria, como: Allium
sativum (ajo), Armoracia rusticana (rdbano),
Caryopteris  clandonensis  (espirea azul),
Hyssopus officinalis (hisopo), Mentha villosa
(menta), Nepeta faassenii (hierba gatera),
Origanum majorana (mejorana), Origanum

vulgare  (orégano),  Satureja  montana
(ajedrea), Thymus pulegioides (tomillo
sanjuanero), y Thymus vulgaris (tomillo)

(Nedorostova et al., 2009).

3) Especias. Algunas especias han sido
utilizadas para el control microbiano, como la
canela (Cinnamomum zeylaicum Blume) y el
orégano  Mexicano (Lippia  berlandieri
Schauer). El aceite esencial de canela ha
demostrado en pruebas in vivo que controla el
desarrollo de hongos enddgenos del trigo
(Triticum spp.), ademds de que puede inhibir
la produccién de aflatoxinas (Camarillo,
2006). El orégano es la especia mads
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comunmente estudiada con actividad
antimicrobiana (Portillo-Ruiz et al., 2012).

Con lo anterior, podemos notar que existe
una amplia variedad de fuentes de aceites
esenciales, estos aceites deben ser estudiados
para saber su capacidad antimicrobiana e
investigar las posibles interacciones que
pueden presentarse al combinarlos o al
mezclarlos con otros aditivos que se afiaden a
los alimentos.

2.2. Métodos de obtencion

Los aceites esenciales son obtenidos por
diferentes métodos como prensado, extraccion
con solventes y maceracion. Existen otros
métodos como el de extraccion por medio de
di6xido de carbono liquido en condiciones
supercriticas, los cuales dan un mayor
rendimiento y mejores atributos, pero el costo
es mayor. El método mas usado es destilacion
por arrastre con vapor y recientemente se ha
implementado  extraccion  asistida  por
microondas. Otro método de obtencion de los
aceites esenciales es por medio de solventes,
este método puede influir en la accién
antimicrobiana, ya que los aceites esenciales
extraidos con hexano han demostrado mayor
eficacia antimicrobiana que los destilados por
arrastre con vapor (Burt, 2004). Sin embargo,
existe un costo extra asociado a la separaciéon
del solvente por lo que es una técnica poco
utilizada para la obtencion de aceites
esenciales.

2.3. Aceites esenciales en adicion directa y en
fase vapor

Los aceites esenciales son aplicados
principalmente de dos maneras: uno en fase
directa (liquida) y otra en fase vapor. Cabe
mencionar que la aplicacién se ha probado en
sistemas modelos que tratan de simular las
condiciones en  alimentos, 'y  pocas
investigaciones reportan la aplicacion de los
aceites esenciales en alimentos reales.
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Para la aplicacién en fase directa, el aceite
esencial se coloca en el sistema modelo,
generalmente a base de agar (el cual puede
variar de acuerdo al estudio). Se ajusta a las
concentraciones que se desean evaluar, y en
cada una de las concentraciones se inocula la
cepa que se quiere estudiar.

Un ejemplo de aplicacion en fase directa es
el reportado en el estudio realizado por
Portillo-Ruiz et al. (2012), para la evaluacién
de la actividad antimicrobiana del orégano
mexicano (Lippia berlandieri Schauer). Este
trabajo fue realizado en un medio de
laboratorio (agar), al cual después de la
esterilizacion se le agrego el aceite esencial del
orégano mexicano diluido en alcohol, en
diferentes concentraciones 50, 100, 150 y 200
mg/kg. Posteriormente, los medios fueron
inoculados con cepas de algunos mohos
(Aspergillus, Penicillium, y Rhizopus spp.) en
el centro de las cajas. Se incubaron a
temperatura ambiente, teniendo un monitoreo
cada 48 h por 40 dias. Las concentraciones que
lograron la inhibicién fueron 150 mg/kg para
Rhizopus spp, 150 mg/kg para Aspergillus spp.
y 200 mg/kg para Penicillium spp.

Por otra parte, la aplicacion en fase vapor,
se lleva a cabo generando una atmoésfera al
colocar el aceite esencial en un sistema
herméticamente cerrado (Fig. 1) en donde se
colocan cajas Petri inoculadas con las cepas
microbianas a evaluar y en el fondo el aceite
esencial en diferentes concentraciones
permitiendo su volatilizacion (mL/L de aire,
mmol/L. de aire o puL/L de aire) sin tener
contacto directo con los cultivos (Velazquez-
Nuiez et al., 2013).

Esta técnica se describe en el estudio hecho
por Tunc et al. (2006), donde se utilizdé un
sistema (frasco) herméticamente cerrado que
contiene cajas Petri de 8.5 cm de didmetro
descubiertas en el centro del sistema. Las cajas
contenian 10 mL del medio de ensayo (agar)
inoculadas en el centro con 10* esporas del
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Fig. 1. Diagrama esquematico de un sistema herméticamente cerrado para la aplicacion de aceites

esenciales en fase vapor.

microorganismo evaluar  (Penicillium
notatum), los compuestos carvacrol,
cinamaldehido y alil-isotiocianato (AITC),
constituyentes mayoritarios de los aceites
esenciales de orégano, tomillo y de plantas de
la familia Cruciferae, respectivamente, se
introdujeron en un papel filtro sin tener
contacto directo con el indculo. La respuesta
de crecimiento del moho fue evaluada
diariamente, encontrando que la concentracién
minima inhibitoria (CMI) fue de 32.5 pmol/L
de aire para el carvacrol, de 3.9 umol/L de aire
para el cinamaldehido y de 3.8 umol/L de
AITC.

a

3. Mezclas que incluyen aceites esenciales o
sus componentes en fase vapor.

3.1. Interacciones de las mezclas

Los conceptos de sinergia, antagonismo y
aditividad estdn muy ligados a los posibles
efectos antimicrobianos del empleo de mezclas
de agentes antimicrobianos.

Goiii et al. (2009) mencionan que la
sinergia se presenta cuando el efecto de las
sustancias combinadas es mayor que la suma
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de los efectos individuales; el antagonismo se
observa cuando el efecto de la mezcla es
menor que cuando se aplican individualmente
y un efecto aditivo se observa cuando el efecto
combinado es igual a la suma de los efectos
individuales.

Por lo cual, al combinar los aceites
esenciales entre ellos mismos o con otros
aditivos, se pueden encontrar varias formas de
interaccion, las cuales tienen importancia en la
industria de alimentos.

3.2 Aplicaciones de mezclas

Los aceites esenciales son muy volatiles, por
lo cual son ideales para ser evaluados en fase
vapor. Varias investigaciones sugieren que
algunos compuestos presentes en los aceites
esenciales, como lo son los terpenos, tienen
una mayor actividad antifingica en fase vapor
(Vilela et al., 2009). La actividad inherente del
aceite esencial se relaciona con su
composicion quimica y la interaccién entre sus
componentes. Algunos estudios mencionan
que los aceites esenciales en su conjunto
tienen una actividad antimicrobiana mayor que
las mezclas de sus componentes mayoritarios,
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demostrando que los componentes que
conforman al aceite esencial son los
responsables de la actividad antimicrobiana y
por lo tanto pueden presentar efectos
sinérgicos (Rocha, 2012).

La informacion reportada en la literatura
sobre las posibles mezclas que se pueden dar
entre aceites esenciales es muy diversa, pero
también existen reportes en donde la
combinacién se evalda entre aceites esenciales
y compuestos quimicos, o con peliculas
comestibles, entre otros posibles aditivos.

Estudios llevados a cabo por Goiii et al.
(2009) mencionan que las mezclas de vapores
generados por la combinacién de aceites
esenciales de canela y clavo tienen accion
antimicrobiana sobre bacterias (Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas
aeruoginosa y Salmonella choleraesuis). Las
Concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
para las mezclas de aceites de canela y clavo
(1:1) obtenidas se muestran en la Tabla I
Estos autores encontraron un efecto
antagonista entre el aceite esencial de canela y
clavo para E. coli pero encontraron efectos
aditivos para las demds bacterias, Y.

enterocolitica, S. choleraesuis, B. cereus, L.
monocytogenes, E. faecalis y S. aureus;
mientras que usando las concentraciones de la
maxima inhibicién (Tabla 1), encontraron tres
situaciones de sinergia contra B. cereus, L.
monocytogenes y Y. enterocolitica y efectos
aditivos para las demads bacterias, E. coli, S.
choleraesuis, E. faecalis, y S. aureus.

Loépez et al. (2007) evaluaron diferentes

aceites esenciales y mezclas con sus
componentes quimicos mds relevantes, para
probar posibles interacciones entre los

componentes. El aceite esencial de canela fue
combinado con cinamaldehido y el aceite
esencial de tomillo con timol. Los resultados
de los efectos de sinergia, antagonismo y
aditividad  sobre los  microorganismos
evaluados se muestran en la Tabla II.

Por otro lado, también existen reportes
sobre las combinaciones de aceites esenciales
0 sus componentes mayoritarios con otros
aditivos como el diéxido de azufre y los
vapores de etanol, que han sido usados para
prolongar la vida de anaquel de productos de
panaderia; sin embargo, el uso de estos
aditivos conlleva efectos adversos (dafios a los

Tabla I. Concentraciones minimas inhibitorias y de méxima inhibicién para

varios microorganismos.

Concentraciones minimas Concentracion de la maxima

inhibitorias (mg/L) inhibicién (mg/L)
E coli 90 90
Y. enterocolitica 18 90
S. choleraesuis 135 180
B. cereus 36 135
S. aureus 54 135
L. monocytogenes 90 180
E. faecalis 90 135

Adaptado de Gofli et al . (2009). Las concentraciones son de aceite esencial de clavo

y canela (1:1)
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Tabla II. Sinergia, antagonismo y aditividad de mezclas de aceites esenciales
y compuestos fénolicos contra diversos microoganismos.

Compuestos Sinergia Antagonismo Aditividad

canela + cinamaldehido A. flavus S. choleraesuis L. monocytogenes,
C. albicans

tomillo+ timol L. monocytogenes, C. albicans

S. choleraesuis,

A. flavus

Adaptado de Coutinho et al. (2011)

alimentos, sabores desagradables y alergias).
Ejemplo de ello es el trabajo de Tunc et al.
(2006) donde utilizaron mezclas de diversas
concentraciones de diéxido de azufre y etanol
con componentes de aceites esenciales en fase
vapor contra Penicillium notatum, encontrando
seis situaciones sinérgicas: etanol/carvacrol,
diéxido de azufre/carvacrol, didoxido de azufre/
(ITC, diéxido de azufre/ cinamaldehido,
AITC/cinamaldehido, y  cinamaldehido/
carvacrol. La mezcla etanol (0.86 mmol/L) y
carvacrol (10 pmol/L) supone una accién
sinérgica contra P. notatum, con potencial
para ser usada en alimentos; el etanol (3.4
mmol/L) se combind con cinamaldehido (3.1
pumol/L) y solo se observé un aumento en el
tiempo para observar el crecimiento del moho
(fungistatico), la mezcla SO (0.16 mmol/L) y
carvacrol (1.6 umol/L) tuvo una accién
sinérgica.

Estas acciones sinérgicas tienen un impacto
importante al reducir las concentraciones de
los aditivos quimicos y mejorar los atributos
sensoriales del alimento usando
antimicrobianos naturales.

Por otra  parte, la adicion de
antimicrobianos naturales a empaques de
alimentos ha tomado una gran importancia a
nivel mundial. Kurek er al. (2013) probaron
diferentes  composiciones de  peliculas
comestibles a base de quitosano, con
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diferentes concentraciones de carvacrol (su
uso como antimicrobiano es reconocido,
reportando también actividad en fase vapor)
evaluando a los microorganismos: Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Listeria innocua y
Salmonella enteritis, (los indculos no tuvieron
contacto directo con la pelicula de quitosano).
Se obtuvieron resultados favorables para las
peliculas formuladas con quitosano y carvacrol
en las siguientes concentraciones: 4.62 x 10
g/mL y 641 x 10® g/mL de carvacrol,
mostrando un fuerte efecto antimicrobiano
contra casi todos los microorganismos
probados, pero no contra S. enteritidis.

De manera similar, se probd la eficacia de
la fase vapor del aceite esencial de canela
combinada con peliculas pléasticas de
polietileno y polietilentereftalato, las cuales
tampoco tuvieron contacto directo con el
in6culo. La pelicula activa, empezé a tener
actividad cuando se afadieron 2% y 4% de
aceite esencial de canela (0.071 g/m? y 0.142
g/m?), estas concentraciones produjeron
inhibicién total de Aspegillus flavus (Manso et
al., 2013).

Conclusiones

Las combinaciones entre los aceites
esenciales, sus componentes y aditivos en
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alimentos, son muy importantes y de gran
utilidad, ya que ayudan a reducir la cantidad
de aditivos sintéticos necesarios para eliminar
o inhibir microorganismos patégenos o
causantes del deterior de alimentos, y asi
cumplir con las expectativas del consumidor
que demanda alimentos minimamente
procesados, libres de aditivos sintéticos y que
continde la tendencia “verde” que experimenta
la sociedad. Estas combinaciones de aceites
esenciales en fase vapor reportadas hasta el
momento han mostrado actividad
antimicrobiana, la efectividad de estas
combinaciones se dan mayoritariamente por
los componentes que constituyen a los aceites
(timol, cinamaldehido, carvacrol, etc.)

Aunque existe casos reportados de sinergia,
aditividad y antagonismo, son necesarios mas
estudios en donde la aplicacion se evalie en
alimentos y no solo en sistemas modelo, por lo
cual la linea de investigacién se encuentra
abierta para encontrar mds interacciones entre

diferentes tipos de aceites esenciales y
combinaciones con aditivos. Ademds, las
mezclas que han sido reportadas como

sinérgicas en sistemas modelo deben aplicarse
en alimentos para posteriormente evaluar los
efectos sobre la calidad sensorial y con ello la
aceptacion del consumidor.
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