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RESUMEN

Actualmente se sabe que los aceites esenciales derivados de plantasy especias tienen efectos
antimicrobianos. Se ha identificado que estos efectos estan relacionados con los componen-
tes quimicos presentes. Debido a esto, se busca estandarizar métodos que determinen el
efecto antimicrobiano y los componentes quimicos presentes en los aceites esenciales en
fase vapory por contacto directo. Entre los métodos mas empleados para la evaluacion anti-
microbiana se incluyen: dilucion, difusion, caja Petri invertiday cimara hermética. La técnica
mas utilizada para determinar y cuantificar los componentes quimicos es la cromatografia;
esta en conjunto con otras ha mostrado resultados repetibles. El objetivo de este trabajo fue
realizar una revision bibliografica de los métodos mas empleados para determinar la compo-
sicion quimica y la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales. Las técnicas revisadas
presentan ventajas y desventajas, la seleccion de la técnica mas apropiada dependera de las
caracteristicas del aceite y del microorganismo objetivo.
Palabras clave: aceites esenciales, agentes antimicrobianos, composicién quimica.

ABSTRACT

Now days are well know that essential oils derived from plants and spices have antimicrobial
effects. These effects are related to the chemical components. Because of this, standardize the
methods that determining the antimicrobial effect and chemical constituents of essential oils
present in the vapor phase or by direct contact is a constant search. The most common me-
thods used for the antimicrobial evaluation include: dilution, diffusion, sealed chamber and
inverted Petri dish. The technique most often used to identify and quantify major components
is chromatography; this method in conjunction with other techniques has shown repeatable

results. The aim of this paper was to review the methods used to determine the chemical com-
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position and the antimicrobial activity of essential oils. The techniques show advantages and

disadvantages, the selection of the most appropriate technique for evaluate the antimicrobial

activity depends on the characteristics of essential oil as well as the target microorganism.
Keywords: essential oils, antimicrobials agents, chemical composition.
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Introduccion

La conservacién de alimentos ha sido utilizada desde hace va-
rios siglos con el fin de preservar diversos productos; hoy en
dia, la demanda por alimentos naturales, seguros y de buena
calidad ha conducido a estudiar nuevas tecnologias, las cuales
garanticen la inocuidad de los alimentos. Por un lado, las tec-
nologias emergentes como las altas presiones, pulsos eléctri-
cos, o ultrasonido de baja frecuencia, estan siendo estudiadas
con el objetivo de inactivar microorganismos (Leistner, 2000).
Por otro lado, los agentes antimicrobianos tienen como prin-
cipal objetivo inhibir a los microorganismos presentes en el
alimento por medio del control en los procesos naturales del
deterioro de los alimentos, para poder asi preveniry controlar
el crecimiento de microorganismos patégenosy aquellos cau-
santes del deterioro (Tajkarimi, Ibrahim y Cliver, 2010).

Actualmente se sabe que los aceites esenciales derivados
de plantas aromaticas y algunas especias han mostrado tener
efecto antimicrobiano sobre levaduras, mohos y bacterias,
con laventaja de que su extraccion, en algunos casos, no dafia
al medio ambiente (Adam, Dobids, Pavlikovay Ventura, 2009).

Por otra parte, dado que los aceites esenciales tienen un
uso potencial en alimentos, especialmente en frutas y vege-
tales frescos, pueden llegar a convertirse en una alternativa
parareducir o supliralosagentesantimicrobianos tradiciona-
les (Fishery Phillips, 2008). Sin embargo, tanto los métodos de
evaluacion como los mecanismos por los cuales actiian no se
han definido del todo (Burt, 2004; Tajkarimi et al.,, 2010); esto
repercute en su éxito al utilizarlos como agentes antimicro-
bianos, debido a la dificultad para comparar los resultados de
diferentes investigaciones (Lopez-Malo, Palou, Parish y David-
son, 2005).

Debido a esto, hay un esfuerzo cada vez mayor por estan-
darizar métodos rapidos, fiables y reproducibles que deter-
minen el efecto que ejercen los aceites esenciales en su fase
vapor y por contacto directo sobre el crecimiento microbia-
no. Ademas, nuevas técnicas para muestrear y determinar sus
componentes quimicos han empezado a emplearse, con lo
que sera posible identificar alos componentes mayoritariosy,
por lo tanto, relacionarlos con la accion antimicrobiana (Riz-
zolo, Gerli, Prinzivalli, Buratti y Torreggiani, 2007).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es realizar una
revision bibliografica de los métodos mayormente utilizados
para determinarlacomposiciéon quimicaylaactividad antimi-
crobiana de los aceites esenciales.

Revision bibliografica

1. Aceites esenciales como antimicrobianos

Los aceites esenciales (AE) son liquidos viscosos semivolati-
les, obtenidos de material vegetal como hierbas, flores, hojas,
semillas, ramas, y cortezas, entre otros (Burt, 2004). Antigua-
mente, los AE se habian estudiado solamente desde el punto
de vista aromatico y como saborizantes. Sin embargo, en afios
recientes, los AE y sus componentes quimicos han ganado un
creciente interés debido asu posible uso como agentesantimi-
crobianosy antioxidantes (Sacchetti et al., 2005).

Sibien las propiedades antimicrobianas de los AE han sido
reconocidas durante afios; hoy en dia, debido alagran deman-
day a los cambios de legislacion por alimentos seguros y de
buena calidad, los AE parecen ser una alternativa natural para
la conservacion de alimentos (Fishery Phillips, 2008); ademas
de que muchos de ellos ya han sido reconocidos como seguros
(GRAS) por la FDA (Turek y Stintzing, 2013).

En laactualidad, la mayoria de los estudios han encontrado
que los AE son efectivos tanto en su fase vapor como por con-
tacto directo contra numerosas bacterias patogenas, Gram-ne-
gativas y Gram-positivas, asi como contra mohos, levaduras
(Lopez, Sanchez, Batlley Nerin, 2005) e incluso algunos mohos
productores de micotoxinas (da Cruz-Cabral, Fernandez-Pinto
y Patriarca, 2013). En la misma linea, recientes investigacio-
nes han reportado que dichas propiedades se deben principal-
mente a los compuestos quimicos presentes en los AE, siendo
los monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos los posibles
responsables de las propiedades aromaticas, antioxidantes y
antimicrobianas de los AE (Kalembay Kunicka, 2003).

Considerando la gran variedad de compuestos quimicos
presentes en los aceites esenciales, es muy probable que su
actividad antimicrobiana no sea atribuible a uno especifico,
sino a la accion combinada de varios de ellos sobre distintas
partes de la célula microbiana.

Es por esto, que diversos investigadores mencionan que la
actividad antimicrobiana depende principalmente de tres ca-
racteristicas: el caracter hidrofilo o hidréfobo del A, los com-
ponentes quimicos presentes y el tipo de microorganismo al
que debe atacar (Kalembay Kunicka, 2003; Holley y Patel, 2005;
Fisher y Phillips, 2008; Solérzano-Santos y Miranda-Novales,
2012). El caracter del AE podria indicar si este tiene la capaci-
dad de alterar y penetrar en la estructura lipidica de la mem-
brana celular del microorganismo, lo que conduce a la desna-
turalizacion de las proteinasyaladestrucciéon de lamembrana
celular, haciéndola mas permeable, terminando en ruptura o
fuga del material del citoplasma, lisis celular y por ende, en
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la muerte del microorganismo. Respecto a los componentes
quimicos presentes, estos pueden actuar como agentes que
interfieren con la translocacion de protones y la fosforilacion
del ATP (Holley y Patel, 2005; Fisher y Phillips, 2008). Confor-
me al tipo de microorganismo que debe atacar, Tajkarimi et al.
(2010) mencionan que las bacterias Gram-negativas son ge-
neralmente menos sensibles a los AE debido a los lipopolisa-
caridos presentes en su membrana externa, lo que restringe la
difusion de compuestos hidréfobos; no obstante, esto no sig-
nifica que las bacterias Gram-positivas sean siempre mas sus-
ceptibles. Fishery Phillips (2008) afirman que en las bacterias
Gram-negativas sélo hay un retardo del efecto, por lo que para
alcanzar el mismo efecto letal en ambos tipos de bacterias se
requeriria de un mayor tiempo de exposicion a los AE.

Como se menciond anteriormente, existe una relacion di-
recta entre los componentes quimicos presentes y la efectivi-
dad de los AE. Esto supone que la presencia de un componen-
te mayoritario de un AE, tanto en una atmosfera controlada
como en un alimento, es la principal responsable de laaccion
antimicrobiana del AE.

2. Métodos utilizados para la determinacion de
la actividad antimicrobiana

Nilos mecanismosdeaccion nilos métodos para determinarla
actividad antimicrobiana que tienen los AE se han definido del
todo. En consecuencia, existen diferentes métodos que inclu-
yen las determinaciones de las concentraciones minimas in-
hibitorias (cm1), la eficacia antimicrobianay la evaluacion de
espectro antimicrobiano, entre otros. La tabla | muestra estu-
dios realizados con los métodos mas utilizados en los tltimos
afos, a fin de determinar las cm1'y, por lo tanto, la actividad
antimicrobiana de los AE.

La mayoria de los métodos in vitro consisten en afiadir un
volumen conocido del At diluido (principalmente en etanol o
metanol) o no, directamente en un tubo o caja Petri que con-
tenga el medio adecuado para el microorganismo en prueba, o
bien tenerel medio estéril y despuésinocularel microorganis-
mo de interés (Lépez et al., 2005).

El problema de utilizar un método u otro es la dificultad
para comparar los resultados de diferentes investigaciones, lo
cual,amenudo hace dificil determinar el éxito potencial de los
AE como agentes antimicrobianos en un alimento (Lépez-Ma-
lo et al., 2005). Debido a la insolubilidad en aguay volatilidad
de los AE, su evaluacion es compleja, ya que sus propiedades
pueden reducir la capacidad de dilucién o causar separacion
de fases en los medios en los que se requiere evaluar. Ademas,
periodos muy largos de incubacion pueden dar lugar a la eva-
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poracion o descomposicion de algunos de los componentes
quimicos presentes en el AE durante su evaluacion (Kalemba
y Kunicka, 2003). Por otra parte, la efectividad de cada méto-
do puede ser afectada por diferentes factores tales como el
origen del AE, el volumen del indculo, |a fase de crecimiento
del microorganismo, el medio de cultivo utilizado, el tiempo
de incubacion, latemperatura, el pHy la actividad de agua del
medio, entre muchos otros factores (Burt, 2004).

A continuacion se describen los métodos mayormente
utilizados para evaluar la actividad antimicrobiana de los AE,
por medio de la determinacidn de la concentracién minima
inhibitoria (cm1), tanto en fase vapor como por contacto di-
recto. La cmi se define como la menor concentracion reque-
rida del AE que tenga la capacidad de frenar el crecimiento
del microorganismo (propiedades bacteriostaticas o fungis-
taticas) (Smith-Palmer, Stewart y Fyfe, 1998) o la concentra-
cion minima letal que asegure la reduccion de un 99.9% de
la poblacion del microorganismo (propiedades bactericidas
o fungicidas) (Burt, 2004). Ademas, la actividad de los aceites
esenciales contra mohos también puede ser evaluada por el
control en lainhibicion de la esporulacién o la produccién de
toxinas (Kalembay Kunicka, 2003).

2.1. Contacto directo

Los métodos de evaluacion de los AE mediante el contacto di-
recto han sido probablemente los mas utilizados en los diver-
sos estudios, ya que se busca remplazar a los conservadores
sintéticos; los cuales son afiadidos durante la formulacion de
un alimento, de tal manera que los aceites esenciales se eva-
luan al afadirlos directamente en forma liquida, ya seaen un
producto alimenticio o un medio sintético.

2.1.1. Dilucién en agar
El método de dilucion en agar es utilizado generalmente para
determinarsiel AE es letal contra un microorganismo, ademas
se usa con microorganismos aerobicos o microaerofilicos con
una velocidad variable de crecimiento. Para esta técnica, se
preparan diferentes diluciones de los AE; posteriormente, las
diluciones se afiaden a los agaresy estos son puestos en cajas
Petri para su solidificacion. Finalmente, los microorganismos
en prueba previamente diluidos son inoculados en los agares
eincubadosa su temperaturay tiempo 6ptimos (de 16-24 h).
Para esta técnica, la cMI es considerada como la menor
concentracion que inhiba el crecimiento visible. Entre las
principales ventajas se incluyen la posibilidad de evaluar mu-
chos microorganismos a la vez, la facilidad para detectar con-
taminacion y el hecho de que el agar puede contener mate-
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Tablal. Estudios de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales realizados con los diferentes métodos

Método

S Aceite esencial  Nombre cientifico Microorganismo cmi Referencia
utilizado
Origanum glandulosum Staphylococcus aureus 79.25 pg/mL
Origanum glandulosum Listeria monocytogenes 58 ug/mlL
Escherichia coli
, . 79.25 pg/mL Bendahou
o Orégano Origanum glandulosum
Difusion sal T . ] etal, 2008
almonella 2 m
en agar 4.25 pg/
Origanum glandulosum Thyphimurium 52.25 pg/mL
Origanum glandulosum Aspergillus flavus 4.5mg/mL
Eucalipto Escheriachia coli Tyagiy Malik
Eucalyptus globulus . . 2.25mg/mlL '
blanco YPHE g Bacillus subtilis sme/ 2011
Difusion Canelade cassia  Cinnammomum cassia Pseudomonas putida 0.05 % p/v Oussalah et al.,
enagar Mejorana Origanum majorana Pseudomonas putida 0.4 % p/Vv 2006
Cinnamomun osmophloeum Samonella sp 500 pg/mL
Difusion ; .y ;
en seriada Canela Cinnamomun osmophloeum Escherichia coli 250 pg/mL Chang et al, 2001
Cinnamomun osmophloeum Staphylococcus aureaus 250 pug/mL
Microdilucién Tormil Thymus vulgaris Staphylococcus aureaus 0.03 % V/v Hammer et al,
. omillo
seriada Thymus vulgaris Escherichia coli 0.03 % V/vV 1999
) Thymus zygis Escherichia coli 12.5 ug/L deaires
Tomillo ; - Inouye et al,
Thymus zygis Staphylococcus aureus 6.25 ug/L deaires 001
Camara Romero Rosmarinus officinalis Staphylococcus aureus 100 pg/L deaires
; i . : . ) . . . Velazquez-Nufiez
hérmetica Naranja Citurs sinensis var. Valencia Aspergillus flavus 8oo pg/L de aires d
etal, 2013
Oregano oo . . 1,470.6 pg/L de Goémez- Sanchez
g. Lippia berlandiere Sachauer Aspergillus flavus 47 e/
mexicano aires etal, 2011
Canel Cinnamomum zeylanicum Bacillus cereus 17.5 ug/Ldeaires
anela
Cinnamomum zeylanicum Staphylococcus aureus 34.9 ug/L deaires
; ; . Lopez
) Thymuus vulgaris L. Aspergillus flavus 17.5 pg/L deaires P
Caja petri Tomillo , — ; etal, 2007
invertida Thymuus vulgaris L. Listeria monocytogenes 26.2 pg/L deaires
or¢ Origanum vulgare L. Aspergillus niger 62.5 pg/L deaires
régano
: Origanum vulgare L. Salmonella Enteritidis 62.5ug/Ldeaires  Kloucek
Canela Cinnamomum aromaticum Nees  Staphylococcus aureus 250 ug/Ldeaires  etal, 2012

riales opacos sin afectar los resultados, a diferencia de otros
métodos que evalian mediante turbidez o lectura de absor-
bancia (Lopez-Malo et al., 2005).

2.1.2. Dilucién y micro-dilucion en caldo

El método de dilucion y microdilucion seriada se Ileva a cabo
en tubos o pocillos con medios liquidos (caldos), los cuales
contienen concentraciones crecientes (serie de dilucion do-
ble) de AE diluido en el caldo, en el cual se inocula un numero
definido de células bacterianas. El volumen final de Ia prueba
define si el método se denomina de dilucién (cuando se utili-
zan tubos con unvolumen total de 1-10 mL) o de microdilucion

(siserealizaen placas de pocillos usando un maximo de 500 pL
por pocillo). Posterior a la incubacion (16-24 h dependiendo
del microorganismo), la presencia de turbidez o sedimenta-
cionindicacrecimiento del microorganismo. Finalmente, para
rectificar lainhibicion, se toman alicuotas de los tubos o poci-
llos sin turbidez y se hace un sembrado en agar.

La cMI en esta técnica se determina de acuerdo a la con-
centracion mas baja que impida el crecimiento visible del mi-
croorganismo. Estos métodos son mayormente utilizados en
estudios con bacterias (Lopez-Malo et al, 2005; Wiegand, Hil-
perty Hancock, 2008).
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2.1.3. Difusion en agar

El método de difusion en agar ha sido probablemente el mas
utilizado para determinar la actividad antimicrobiana con-
tra microorganismos aerdbicos. En este método, existen dos
formas de identificar la difusion y, por lo tanto, la efectividad
del AE. En la primera, el agar solidificado se inocula con la sus-
pension requerida del microorganismo; un papel filtro es im-
pregnado con unasolucion de concentracion conocida del AE,
el cual es colocado en la superficie del agar. En la segunda, se
perfora el agar solidificado y previamente inoculado, usando
un perforador estéril,y se vierte una solucion de cierta concen-
tracion del AE en las perforaciones.

Posteriormente, las cajas Petri son incubadas a la tempera-
tura y tiempo optimos. El principio es la difusion del AE hacia
todo el agar, lo que conducealainhibicion del crecimiento bac-
teriano mediante la formacion de zonas de inhibicién. Lo ante-
rior supone que el diametro de las zonas aumentara al incre-
mentar la concentracién del AE (Bonev, Hoopery Parisot, 2008).

Los resultados de la prueba de difusion en agar son gene-
ralmente cualitativos. La susceptibilidad del microorganismo
en prueba esta relacionada con el tamafio de la zona de in-
hibicion en milimetros. Los microorganismos se denominan
susceptibles cuando el diametro de la zona es mayor a 30-35
mm, intermedios cuando el diametro de lazonavaria entre 20
y30mm, o resistentes con unazona cuyo didmetro es menora
15-20 mm (Lépez-Malo et al., 2005).

Por otra parte, este método no es tan apropiado para to-
doslosAE, debidoa que sualtavolatilidad causara que algunos
componentes quimicos se evaporen durante la incubacion;
ademas, su hidrofobicidad impedira la difusion de todos los
componentes. Debido a lo anterior, aunque la determinacion
de la CMI puede obtenerse mediante esta técnica, otros mé-
todos darian mejores resultados (Kalemba y Kunicka, 2003;
Lépez-Malo et al., 2005).

2.1.4. Sembrado en espiral

La técnica de sembrado en espiral se ha utilizado para enume-
rar células en suspension microbiana; no obstante, también se
haempleado para determinarlas CMI de algunos agentes anti-
microbianos (Lopez-Malo et al., 2005).

El método se basa en dispensar continuamente un volu-
men decreciente de una concentracion conocida de AE en un
medio sélido (agar) por medio del patron de espiral de Arqui-
medes. Esto resulta en un gradiente del AE con una alta con-
centracion cerca del centro de la caja Petri; el indculo es sem-
brado radialmente sobre la superficie de la caja desde el borde
exterior hasta el centro de la placa. Posterior a la incubacion,
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se mide y registra la distancia desde el final del crecimiento
del microorganismo hasta donde comenzé. La cMI se puede
calcular a partir del radio en el que se detiene el crecimiento.
La distancia se utiliza para calcular ladilucién tanto del inécu-
lo como del AE, en comparacion con un control (Lépez-Malo
etal., 2005).

Aunque el método ha tenido bajo impacto tanto en la de-
terminacion de la actividad antimicrobiana como de la cmi
de los AE, se ha demostrado su utilidad al evaluar la actividad
de algunos compuestos como son el timol y el eugenol contra
diferentes bacterias (Holley y Patel, 2005).

2.2. Fase vapor

El uso potencial que tienen los AE al utilizarlos de manera di-
recta, se ha limitado principalmente por las alteraciones que
causan en las caracteristicas organolépticas de los alimentos.
Por lo anterior, recientes investigaciones han planteado al-
gunas soluciones a este problema, entre las cuales destaca la
utilizacion de los vapores generados por los AE; lo que resulta-
ria en una menor modificacion sensorial en el producto final
(Suhry Nielsen 2003; Raybaudi-Massilia, Solivay Belloso., 2006
y Gofii etal., 2009). En este caso, el uso potencial de losvapores
de losaceites esencialesseria un sistemaen el que interactien
el producto, elambientey un empaque; sin tener que afiadirlo
como un aditivo alimentario (Kuorwel et al,, 2013).

Las técnicas de fase vapor se basan en la generacion de
vapores de los AE y la creacion de una atmdsfera a una cier-
ta temperatura, o un microambiente dado por los propios AE
(Lopez et al, 2005). Si bien el efecto que ejercen los vapores
de los AE esta siendo estudiado recientemente, los principales
métodos utilizados se describen a continuacion.

2.2.1. Caja Petri invertida

La técnica de caja Petri invertida consiste en colocar los agares
inoculados de forma separada de los AE. Para ello, papel filtro
impregnado con el AE previamente disuelto en acetato de etilo
0 en otro solvente, es colocado sobre la tapa de una caja Petri;
posteriormente, |a caja Petri que contiene en la base el agar
solidificado einoculadoyen latapael papel filtro, se colocade
manera invertida. Con esto se espera una volatilizacion de los
AE condireccional microorganismo en prueba (Suhry Nielsen,
2003; Kloucek et al. 2012).

La cMi seralamenor concentracion probada que inhiba el
crecimiento del microorganismo. Esta técnica es mayormen-
te utilizada para bacterias, las cuales tienen mayor velocidad
de crecimiento en comparacion con los mohos (Edris y Farrag,
2003).
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2.2.2. Camara hermética

Latécnicade camara hermética consiste en crear una atmosfe-
raa partirde AE; para ello se utilizan camaras de plastico (apro-
ximadamente de 1-2 L) con tapa hermética transparente; en su
interiory en el centro se coloca una cantidad conocida del AEy
sobre unarejillase colocan agares previamente inoculados. Las
camaras se mantienen a una temperatura controlada; en con-
diciones estandar para mohos a 25°C durante 72 horas (Suhr
y Nielsen, 2003; Gomez-Sanchez, Palouy Lopez-Malo, 2011) 6
37°Cdurante 18-24 horas para bacterias (Kloucek et al,, 2012).
De tal manera que los vapores generados por los AE entran en
contacto con los microorganismosy dan lugar azonas de inhi-
bicion, disminucién del crecimiento o reduccion en el nime-
ro de colonias. La CMI en esta técnica es la menor concentra-
cion de AE utilizada que logre inhibir el crecimiento visible de
los microorganismos. Este método se usa principalmente para
mohos, ya que su velocidad de crecimiento es lenta.

3. Determinacion cualitativa y cuantitativa de
los componentes quimicos de los AE

Existe una variacion en los componentes quimicos mayorita-
rios de los AE presentes en diferentes entornos tales como un
sistema modelo, una atmosfera controlada o un alimento. Asi-
mismo, también existen diferencias en composicion de acuer-
doalasdiferentes partes de la planta de donde se obtuvo el AE
o de la especie de la misma. Entre los principales componen-
tes quimicos presentes en los AE se encuentran las diferentes
clases de monoterpenos, sesquiterepenosy diterpenos (Figura
1) como son los alcoholes, cetonas, oxidos, aldehidos, fenoles
o ésteres (tabla 1) (Aridogan et al,, 2002).

Debido a la gran importancia que tienen los compuestos
quimicos de los AE, se han empleado diferentes métodos fi-
sicos y quimicos que ayuden a determinarlos y cuantificarlos
(Tureky Stinzing, 2013).

Los métodos de cromatografia acoplados a diferentes sis-
temas son los mas utilizados para determinar la composicion
quimica de los AE, obteniendo informacion de identidad, po-
sibles impurezas, adulteraciones, reacciones de degradacion,
asi como de parametros de calidad. Ademas, son una opcion
para una rapida separacion cuantitativa de macro y micro-
componentes con estructuras quimicas simples o complejas
(Marriott, Shellie y Cornwell, 2001).

3.1. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC por sus siglas en inglés) es una
técnicaque permite separar e identificarlos componentes qui-
micos de una muestra. Esta técnica utiliza un gas inerte como

Tabla Il. Componentes volatiles de acuerdo al grupo funcional del
aceite esencial

Grupo Quimico Funcional Componentes

Carvacrol
Eugenol
Timol

Fenoles

Citral

Citronela
Benzaldehido
Perilaldehido
Cinamaldehido

Aldehidos

Terpenos
Borneol
Mentol
Geraniol
Linalol
Feniletanol

Alcoholes

Farnecol
Cedrol

Alcanfor
Carvona
a-tujona

Alcoholes sesquiterpenos

Cetonas

Acetato de linalilo
Salicilato de metilo
Etil acetano

Anetol

Esteres

Metil timol
Esteresy Oxidos Anetol
Cineol

Careno
[-cariofileno
a-pineno
Limoneno

Hidrocarburos

Adaptada de Inouye et al. (2006)

fase movily un liquido como fase estacionaria en una colum-
na capilar; la fase movil esta constantemente recorriendo el
sistema. Otro aspecto caracteristico de la GC es que trabaja en
un amplio rango de temperaturas (-70 a 400°C). La muestra a
evaluar debe ser volatilizada antes de ingresar a la columna
cromatografica. En esta técnica pueden darse los fenomenos
de adsorcion y de particion (Hernandez-Molina, 2007).

La GC es uno de los métodos de analisis mas eficaces, ya
que permite la separacion de cantidades muy pequefias; ade-
mas se usa generalmente para analisis cuantitativo. La prin-
cipal limitante para esta técnica es la termoestabilidad de la
muestra, es decir, que mantenga su estructura a la temperatu-
ra de trabajo (Hernandez-Molina, 2007).

Por otra parte, la cromatografia de gases acoplada a espec-
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Al. Mirceno A2. a-Pineno

T

B1. Cariofileno

(1. Geranilgeraniol

HO

A3.Carvoneno A4. Limoneno

OH

B2. Farnesol

C2. Lanosterol

Fig. 1. Algunas estructuras quimicas de (A) Monoterpenos, (B) Sesquiterpenosy (C) Diterpenos

trometria de masas (GC-MS por sus siglas en inglés) permite
obtener el espectro de masas de cada componente, con el cual
se obtiene el peso molecular e informacién estructural, por lo
que se logra identificarlos, ya que existen bases de datos con
los espectros de masas de muchos componentes (Marriott et
al,, 2001; Cserhati, Forgacs, Deyl y Miksik, 2005). La GC-Ms da
como resultado un cromatograma, que muestra los compues-
tos separadosy el area del pico de cada uno de ellos, la cual es
proporcional asu concentracion (Cserhati et al., 2005).
Numerosos estudios han empleado la Gc-Mms a fin de de-
terminar cualitativa y cuantitativamente la composicion qui-
mica de los AE; estos estudios reportan resultados adecuadosy
repetibles. Avila-Sosa, Palou, Jiménez-Munguia, Nevarez-Mo-
rillény Navarro-Cruz. (2012) identificaron al eugenol (3.402 g/
ml) y al cinamaldehido (0.652 g/ml) como componentes ma-
yoritarios del AE de canela (Cinnamomum verum). Asimismo,
determinaron que en el AE de orégano mexicano (Lippia ber-
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landieri Schauer L) el timol (2.103 g¢/ml) y el carvacrol (0.533
g/ml) son los componentes presentes en mayor proporcion.
Por otra parte, Tian et al. (2011) identificaron 45 componen-
tes en el aceite esencial de |a cicuta (Cicuta virosa L. var. la-
tisecta Celak) y determinaron que el y-terpineno (40.92%),
p-cimeno (27.93%) y el cuminaldehido (21.200%) son los
componentes mayoritarios. Bendahou et al. (2008), por su
parte, determinaron que timol (41.6%), y-terpineno (27%o),
y p-cimeno (17.1%) son los componentes mayoritarios en el
AEde orégano (Origanum glandulosum). La mayoriade lasin-
vestigaciones que reportan la composicion quimica de los AE
utilizan Gc-Mms.

Si bien la Gc-ms puede emplearse para identificar y cuan-
tificar componentes quimicos que pueden ser volatilizados, la
correcta determinacion y cuantificacion de los componentes
quimicos presentes en una matriz de un alimento, en un pro-
ducto empacado o en el AE recién obtenido, depende de un



F. Reyes-Jurado, E. Palouy A. Lopez-Malo
Temas Selectos de Ingenieria de Alimentos 8 - 1 (2014): 68 - 78

adecuado muestreo o extraccion del mismo (Hui, 2002; San-
chez-Cabreray Pino, 2011).

3.2. Influencia de los métodos de

extraccion en la composicion quimica

Para la determinacion de los compuestos quimicos de los AE
relacionados con el sabor, efectos antimicrobiana y antioxi-
dantes, se han empleado diferentes métodos de extraccion;
entre los mas utilizados se encuentran la extraccion con sol-
ventes organicos, la hidrodestilacion (HD por sus siglas en in-
glés) (Périno-Issartier, Huma, Abert-Vian y Chemat, 2010), la
extraccion asistida con microondas (MAE por sus siglas inglés),
laextraccion con microondaslibre de solvente (SFMEpor sus si-
glaseninglés) (Sparry Bjorklund, 2000) y la extraccion asistida
con ultrasonido (UAE por sussiglas en inglés) (Vilkhu, Mawson,
Simonsy Bates 2008).

El uso de cualquier método de extraccion para la posterior
determinacion de la composicién quimica, ha sido criticado
debido a los posibles procesos de transformacion que sufren
los compuestos por la influencia del calor y el vapor de agua
(Richtery Schellenberg, 2007).

Diversas investigaciones han referido que entre los méto-
dos de extraccion mas efectivos se encuentra MAE, debido a
que requiere poca energia y hay una mejor retencion de los
compuestos quimicos.

Uno de los estudios que fundamentan lo anterior, es el de
Flamini et al. (2007) quienes determinaron y compararon los
componentes quimicos presentes en el AE de laurel (Laurus
nobilis L) obtenido por HD y por MAE, utilizando GC-MS para
la cuantificacion de los componentes; en este estudio conclu-
yeron que los monoterpenos se obtenian solo con MAE. En la
misma linea, Bendahou et al. (2008) determinaron la compo-
sicion quimica del AE de orégano (Origanum glandulosum)
extraido por medio de HD, MAE y SFME utilizando GC-ms; iden-
tificaron al timol, y-terpineno, p-cimenoy carvacrol como los
principales compuestos del AE, siendo la MAE el método de ex-
traccion que mejor retuvo los compuestos quimicos. Por otro
lado, en un estudio realizado por Lucchesi, Smadja, Bradshaw,
Louw y Chemat (2007), se evalud la influencia de HD y SFME en
la composicion quimica del AE de cardamomo (Elletaria car-
damomum L.); se encontrd que con SFME Se obtuvierob mayo-
res cantidades de compuestos oxigenados y menores cantida-
des de hidrocarburosy monoterpenos en comparacion con HD.

Finalmente, se ha observado que los diversos métodos de
extraccion ademas de afectaralaretencion de los componen-
tes quimicos, también pueden producir cambios fisicos dis-
tinguibles en la materia prima (Lucchesi et al., 2007).

3.3. Muestreo selectivo de analitos

Como se describié previamente, en la evaluacion del efecto
antimicrobiano de losaceites esenciales en fase vapor, el AE en
estado liquido se coloca en unsitio cercano al medio de culti-
vo inoculado con el microorganismo en prueba, de tal mane-
ra que los compuestos volatiles del aceite entran en contacto
con el microorganismo y ejercen su efecto sobre este; todo lo
anterior se lleva a cabo dentro de un recipiente cerrado. En
consecuencia, la determinacion de la composicién del aire en
el espacio de cabeza de dicho recipiente, es fundamental para
obtener informacion importante sobre los compuestos que
pueden afectaral microorganismo. Para esto, es necesario to-
mar una muestra delaire en equilibrio con el Ag, mediante una
jeringa, para luego inyectarlo en el puerto de un cromatdgrafo
de gases. En este caso, el aire contendra todos los compuestos
volatiles que se hayan difundido tanto del aceite hacia el aire
como del medio de cultivo hacia el aire, es decir, los analitos
conactividad antimicrobiana no seran los tinicos recolectados.
En este sentido, un nuevo enfoque para la toma de muestras
es la técnica de microextraccion en fase solida (SPME por sus
siglas en inglés) que fue desarrollado por Pawliszyn en 1989
(Pawliszyn, 2000). Esta técnica ha sido ampliamente utilizada
en diferentes campos de la quimica analitica y de alimentos
(Hui, 2002). La SPME tiene ventajas significativas, tales como la
reduccion de consumo de solventes organicosy lano degrada-
cion de la muestra; ademas, es de bajo costo, rapida, sensible
y selectiva, cuando es combinada con métodos de deteccion
apropiados (Adam et al., 2009).

El instrumento usado en esta técnica consta de una fibra
de silica fundida recubierta por un material capaz de retener
solo cierto tipo de analitos (por ejemplo polidimetilxiloxa-
no). Esta fibra esta protegida por una aguja retractable. Para la
toma de los analitos, a aguja se inserta a través de un septum
en un espacio de cabeza, lo cual causa que la aguja se retracte
y deje la fibra expuesta. Entonces el recubrimiento de la fibra
retiene losanalitos compatibles con él. En seguida, la fibra con
los analitos es retirada del espacio de cabeza, siendo nueva-
mente protegida por la aguja, y transferida al puerto de inyec-
cién de un ¢, donde losanalitos son térmicamente liberados,
para luego seridentificados (Hui, 2002 y Vas Vékey, 2004).

Entre los estudios que han utilizado la sPME para el ana-
lisis de AE, puede mencionarse el de Popovici, Bertrand, Bag-
narol, Fernandez y Comte (2008), quienes utilizaron dos tipos
de fibra; en este estudio identificaron 57 compuestos volati-
les en el AE de mirto de brabante (Myrica gale L.). Asi mismo,
Fang, Qi, Li, Shao y Fu (2006), usaron SPME para muestrear los
compuestos volatiles del AE de hinojo (Foeniculum vulgare).
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Ambos estudios muestran la eficacia de la SPME cuando se re-
quiere muestrear selectivamente compuestos volatiles de un
AE; ademas refieren alatécnica como simple, rapiday factible.

Conclusiones y comentarios finales

La determinacion de la concentracién minima inhibitoria es
la forma mas comun para reportar la efectividad de los aceites
esenciales como agentes antimicrobianos.

Los métodos de evaluacién antimicrobiana de los aceites
esenciales, tanto en fase vapor como por contacto directo,
muestran ventajas y desventajas dependiendo principalmen-
te del tipo de microorganismo objetivo. El utilizar la técnica
adecuada permitiria obtener informacion certera sobre |a
efectividad del aceite esencial y la posibilidad de usarlo como
agente antimicrobiano.

Los métodos instrumentales para la determinacion de los
compuestos quimicos son herramientas relevantes para la
identificacion de los compuestos responsables del efecto an-
timicrobiano. Finalmente, el ahorro en tiempo, la reduccion
desolventesylaaparente simplicidad de las técnicas de mues-
treo selectivo de analitos contintian atrayendo el interés en el
areadealimentos.
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