EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES i

EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES DE
EUCALIPTO (eucalyptus), CASCARA DE LIMON (citrus limén) Y MANDARINA (citrus

reticulata) EN DOS TIPOS DE BACTERIAS PATOGENAS

MAGALY ELIZABETH TOBAR DELGADO

UNIVERSIDAD DE NARINO
FACULTAD DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
PROGRAMA INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
SAN JUAN DE PASTO

2016



EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES i

EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES DE
EUCALIPTO (eucalyptus), CASCARA DE LIMON (citrus limén) Y MANDARINA (citrus

reticulata) EN DOS TIPOS DE BACTERIAS PATOGENAS

MAGALY ELIZABETH TOBAR DELGADO

Trabajo de grado bajo la modalidad de diplomado presentado como requisito parcial para optar

al titulo de Ingeniero Agroindustrial

Asesor:

Esp M.Sc FRANCISCO EMILIO ARGOTE VEGA

UNIVERSIDAD DE NARINO
FACULTAD DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL
PROGRAMA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

PASTO

2016



EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES iii

NOTA DE RESPONSABILIDAD
Las ideas y conclusiones aportadas en este Trabajo de Grado son Responsabilidad de los
autores.
Articulo 1 del Acuerdo No. 324 de octubre 11 de 1966, emanado por el Honorable Concejo

Directivo de la Universidad de Narifio.



EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES iv

NOTA DE ACEPTACION

Esp M.Sc Francisco Emilio Argote Vega

Asesor

M.Sc. Zully Ximena Suarez Montenegro

Jurado

Ph.D. Andrés Mauricio Hurtado Benavides
Jurado

San Juan de Pasto, Noviembre de 2016



EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES v

RESUMEN
En el desarrollo de estas nuevas investigaciones, muchos subproductos de la industria
alimentaria  son una fuente potencial de componentes bioactivos con  propiedades
antimicrobianas que resultan ser de gran interés para la industria (Aruma et.,al 2012). De acuerdo
a esto la posibilidad de aprovechar los subproductos generados en las empresas alimentarias
como una opcién que contrarreste el uso de productos quimicos en los alimentos ofrece una
alternativa diferente de conservacion de alimentos y asi mismo contribuye a mejorar la

problemética medioambiental.
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ABSTRACT
In the development of these new investigations, many by-products of the food industry are a
potential source of bioactive components with antimicrobial properties that are of great interest to
the industry (Aruma et al., 2012). Accordingly, the possibility of taking advantage of by-products
generated in food companies as an option that counteracts the use of chemicals in food offers a

different alternative of food preservation and also contributes to improve environmental issues.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se pueden definir como el sindrome
originado por la ingesta de alimentos, incluida el agua, que contienen agentes etioldgicos en
cantidades tales que afectan la salud del consumidor a nivel individual o en grupos de poblacion;
de acuerdo a lo anterior es importante considerar la presencia de microorganismos de caracter
patdgeno que son los responsables de dichas enfermedades y la aparicion de graves
intoxicaciones alimentarias.

El Ministerio de Salud reporta algunos microorganismos asociados a las ETA tales como
Escherichia coli, Clostridium botulinum, C. perfringens, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica, Shigella sp., Salmonella sp.,
Listeria monocytogenes entre otros, que se encuentran principalmente en alimentos contaminados
0 que no han pasado por un proceso adecuado de produccion o conservacion.

Estos casos han tenido relevancia por la industrializacion de la produccion alimentaria, la
elaboracion de alimentos de consumo inmediato, practicas higiénicas inadecuadas y la
distribucion masiva del comercio alimentario. Como medida principal de prevencion se hace
necesario mantener vigilancia sanitaria pero también es importante conocer que los habitos de
consumo alimenticio han pasado por grandes cambios en muchos paises creando nuevas
necesidades de consumo y perfeccionando las técnicas convencionales de conservacion de
alimentos.

Los métodos de conservacion de alimentos que estén exentos de productos quimicos pero que
contengan compuestos antimicrobianos seguros y eficaces abren paso a numerosos estudios con
productos naturales como es el caso de los aceites esenciales de plantas ya que los conservantes
guimicos aunque son usados como control microbiano, generan gran debate por los efectos

secundarios sobre la salud humana. En este contexto en los Gltimos afios los aceites esenciales
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naturales se han convertido en un tema de investigacion en beneficio de la industria alimentaria
puesto que el deterioro de los alimentos causada por microorganismos durante el procesamiento y
almacenamiento podria ser manejado con este tipo de procedimientos por aportar agentes
antimicrobianos. (Prakash et al., 2015).

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos que se obtienen por medio de
diferentes métodos de extraccion a partir de material vegetal (flores, tallos, raices, hojas, frutos,
y semillas), algunos de estos y otros extractos de plantas poseen caracteristicas antibacterianas y
antifungicas que han sido evaluadas como una fuente potencial de nuevos compuestos
antimicrobianos, como alternativas para la preservacion de alimentos y para el tratamiento de
enfermedades infecciosas (Solorzano et al., 2011). De la misma manera los subproductos
generados en las empresas tipo alimentarias de frutas y verduras generan una gran cantidad de
residuos organicos que trae consigo considerables pérdidas econémicas y medioambientales, sin
embargo tienen un amplio potencial de aprovechamiento que debe ser empleado de manera
eficiente, dentro de ello la extraccion de aceites esenciales como estrategia que permita reducir y
limitar la presencia de patégenos en alimentos. (Viuda et., al 2008).

Por lo tanto, en este estudio se evalu6 la capacidad inhibitoria de tres aceites esenciales de
eucalipto, cdscara de limén y mandarina en bacterias ATCC Escherichia coli Y Staphylococcus
aureus a través del método de micro dilucién en caldo colorimétrico. Este trabajo servird de
insumo para futuras investigaciones relacionadas con la prevencion de ETA, la inocuidad y la

salud publica.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los productos alimenticios estdn frecuentemente propensos a la contaminacion causada por
agentes patdgenos algunos de ellos generados durante el almacenamiento, el transporte o el
procesamiento después de la cosecha lo que trae consigo pérdidas significativas en la calidad,
cantidad, composicion de nutrientes, y finalmente se reduce su valor en el mercado, segin la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién los casos registrados
de pérdidas de alimentos en mal estado en los que se incluye cereales, granos, nueces, frutas,
verduras carnes y especias se reportan en cifras equivalentes a toneladas métricas de alimentos
cada afo; para Colombia la pérdida y desperdicio de alimentos equivale a 9.76 millones de
toneladas al afio de los cuales 6.2 millones se pierde y 3.54 millones de toneladas se desperdician
(DNP 20186).

Gran cantidad de bacterias patdgenas se encuentra ampliamente distribuidas en la naturaleza
en reservorios acuaticos y animales los cuales son una importante fuente de reserva de
patdgenos, entre estos, Escherichia coli ha sido identificado como el principal agente etioldgico
responsable de los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (Musa et al., 2008). Estas
bacterias estan asociadas a enfermedades gastrointestinales producto del consumo de alimentos
contaminados tanto en origen como en proceso por falta de higiene e inadecuadas practicas de
procesamiento y conservacion. Las infecciones vienen acompafiadas de fiebre e inflamacion
intestinal con diarrea acuosa y en ocasiones con sangre, ademas de las manifestaciones después
de la infeccion, se han presentado lesiones cutaneas, infecciones de las vias respiratorias inclusive
neumonia e infeccidn del tracto urinario. (Park, 2008)

La Organizacion Mundial de la Salud afirma que las enfermedades transmitidas por el agua y
los alimentos presentan un problema creciente y generalizado de salud puablica, se estima que

afecta a 1 de cada 3 personas al afio en todo el mundo, y dar lugar a 2,2 millones de muertes
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afectando mayoritariamente a la poblacion infantil y desencadenando asi el problema de salud
publica mas extendido mundialmente; en Colombia para el afio 2015 segun datos del Instituto
Nacional de Salud se reportaron 795 brotes de ETA y 32 brotes en el departamento de Narifio.

A pesar de conocer y utilizar los métodos de conservacion de los alimentos y las practicas de
almacenamiento, la contaminacion y el deterioro de los mismos sigue siendo un problema
importante a la hora de evaluar la inocuidad alimentaria ya que se conoce que el empleo de
diferentes productos quimicos han contribuido de manera significativa como conservantes en el
control de los alimentos, pero asi mismo la mayoria de estos presentan efectos secundarios en la
salud humana (Angiolillo et., al 2013). De esta manera el consumo de alimentos que han sido
conservados mediante métodos quimicos ha generado de alguna manera cierta inconformidad por
parte de los consumidores y las industrias alimentarias los cuales actualmente tienen tendencias
de consumo mas saludables que contribuyen a mejorar su calidad de vida y por lo tanto los
alimentos frescos, minimamente procesados o conservados sin aditivos quimicos han creado una
necesidad de gran importancia dentro del mercado.

De acuerdo con lo anterior el presente estudio plantea la siguiente pregunta de investigacion:
¢es viable la inhibicion de las bacterias Escherichia coli Y Staphylococcus aureus a partir de

aceites esenciales de eucalipto, cascara de limon y mandarina?
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2. JUSTIFICACION

Con el fin de garantizar la seguridad alimentaria, existe la necesidad de contar con medidas de
control eficaces como conservantes antimicrobianos que generen inocuidad en los alimentos y
que de la misma manera no traigan efectos secundarios debido a su consumo. En la actualidad se
evidencia una demanda importante de alimentos que no contienen productos quimicos artificiales
perjudiciales, y en cuanto a la prevencion de enfermedades transmitidas por alimentos ha crecido
el interés de investigacion relacionado con la busqueda de alternativas a los antibidticos como
son los antimicrobianos naturales para extender la vida util y el deterioro de los alimentos a
causa de agentes patogenos. (Varona et., al 2013)

En el desarrollo de estas nuevas investigaciones, muchos subproductos de la industria
alimentaria  son una fuente potencial de componentes bioactivos con  propiedades
antimicrobianas que resultan ser de gran interés para la industria (Aruma et.,al 2012). De acuerdo
a esto la posibilidad de aprovechar los subproductos generados en las empresas alimentarias
como una opcién que contrarreste el uso de productos quimicos en los alimentos ofrece una
alternativa diferente de conservacion de alimentos y asi mismo contribuye a mejorar la
problemética medioambiental.

De esta manera los productos de origen natural como los aceites esenciales han sido
estudiados como inhibidores potenciales de crecimiento bacteriano en la conservacién de los
alimentos demostrando eficacia bactericida, antioxidante y antifungica, (Varona et., al 2013). Por
lo tanto es evidente que en cuanto a seguridad alimentaria hoy en dia se hace necesario el
desarrollo de nuevas estrategias que permitan eliminar o reducir la presencia de patdgenos en los
alimentos y para esto se plantea la posibilidad de utilizar aceites esenciales de plantas y

subproductos de la industria alimentaria como una opcion de conservacion de alimentos.
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El desarrollo de la presente investigacion permitira generar un aporte cientifico importante a
las proximas investigaciones que se realicen en cuanto a la inhibicion bacteriana con aceites

esenciales con una alta pertinencia en salud puablica.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad inhibitoria de aceites esenciales de Eucalipto (eucalyptus), céscara de
limén (citrus limén) y mandarina (citrus reticulata) en dos tipos de bacterias patdgenas.
3.2 Objetivos especificos
» Determinar los pardmetros de la emulsion para cada uno de los aceites esenciales.
» Determinar la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales en las cepas
bacterianas de Escherichia coli Y Staphylococcus aureus mediante el método de

microdilucion en caldo colorimétrico.
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4. ESTADO DEL ARTE

Los aceites esenciales son compuestos volatiles naturales presentes en las plantas, hierbas,
especias que cumplen un amplio espectro de actividades tales como bactericidas, virucida,
fungicida y medicinal, muchos de estos han sido ampliamente estudiados demostrando tener
efecto antimicrobiano contra los patdgenos transmitidos por los alimentos. (Gyawali e Ibrahim,
2014; Prakash et al., 2015; Brenes y Roura, 2010).

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende de su composicion quimica en
donde los frutos citricos tienen aproximadamente 400 compuestos cuyo contenido depende de los
métodos especificos de cultivo, extraccion y separacion (Nannapaneni et al., 2010). Dado que los
aceites esenciales de citricos se encuentran principalmente en la cascara de la fruta, su extraccion
es econémicamente sostenible, porque la cascara constituye una pérdida para la industria de jugos
de frutas; en consecuencia el interés de estos como agentes antimicrobianos y conservantes en los
alimentos abre una posible alternativa para sustituir los conservantes y antibioticos
convencionales utilizados para extender la vida Gtil de los productos alimentarios y eliminar la
carga patogena.

Algunas de las aplicaciones en cuanto a inhibicion microbiana a partir de aceites esenciales
han demostrado eficacia frente a varios patdgenos comunes en la industria alimentaria dentro de
los cuales se encuentran E. coli, Salmonella typhimurium, S. aureus, Listeria monocytogenes,
Campylobacter, Enterococcus fecalis, Vibrio parahemolyticus y otros (Callaway et al., 2011).

Los aceites de frutos citricos han sido evaluados como posibles alternativas a los
antimicrobianos basados en productos quimicos, es importante dar a conocer que las propiedades
antimicrobianas de los aceites citricos se han estudiado relativamente hace poco mostrando ato
interés debido a que su principal componente es el limoneno el cual ejerce un amplio espectro en

cuanto a la actividad antimicrobiana y ha demostrado ser eficaz frente a S. aureus, L.
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monocytogenes, S. enterica y Saccharomyces bayanus, (Chikhoune et al., 2013 y Settanni et al.,
2012).

Moreira et al., 2009. Estudiaron la minima concentracion inhibitoria para aceites de frutos
citricos que como principales componentes se encuentran el limoneno y lilanol frente a bacterias
patégena donde demostraron eficacia contra cepas de E.coli en caldo de infusion de cerebro y
corazon (BHI) a 37 ° C. EIl linalol es otro componente de aceites citricos que presenta
propiedades antimicrobianas, fue evaluado frente a cepas de Shigella sonnei y Salmonella
flexneri demostrando eficacia bactericida.

La minima concentracion inhibitoria se define como la concentracién méas baja de un
compuesto activo que inhibe el crecimiento visible de los organismos de prueba; Se determind la
minima concentracion inhibitoria mediante el método de dilucion en medio liquido con aceites
esenciales de citricos como naranja (Citrus sinensis), limon (limon Citrus) y mandarina (Citrus
reticulata), los cuales fueron estudiados para examinar su actividad antimicrobiana frente
microorganismos patdgenos, a través de espectrometria de masa y cromatografia de gases se
pudo identificar 65 compuestos como principales constituyentes volatiles, el limoneno era el
componente principal en los tres aceites esenciales y los resultados obtenidos mediante la técnica
de la minima concentracién inhibitoria evidenciaron que el aceite esencial de mandarina era el
mejor inhibidor del crecimiento de microorganismos Gram-negativos con valores de MCI:10-30
puL/mL; los aceites esenciales de limon y naranja mostraron actividad antimicrobiana
significativa frente a las células bacterianas Gram-positivas; sin embargo su uso en combinacion
con tratamientos térmicos podria dar como resultado productos mas seguros y con mejores
propiedades. (Espina et al., 2011).

Por otra parte el aceite esencial de eucalipto tiene como principal componente el terpeno 1,8-

cineol, también conocido como eucaliptol, la cantidad de este compuesto depende de la especie
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especifica y se sabe que poseen actividad antimicrobiana significativa (Goldbeck et al., 2014). El
aceite esencial de eucalipto es uno de los aceites esenciales de mayor comercializacion en el
mundo y debido a esto existe un creciente interés en su aplicacion como un aditivo natural para
alimentos, medicamentos y cosméticos, tanto en la investigacion cientifica y la industria.
(Goldbeck et al., 2014 y Ishnava et al., 2013).

Se estudio la actividad antimicrobiana del aceite esencial de eucalipto para diferentes cepas
bacterianas dentro de las que se encuentra E. coli entre otras; los resultados de las
concentraciones de inhibicion varian de 4 hasta 30 uL/mL, lo cual indica que este aceite podria
ser explotado como antibi6tico natural. (Angelo et. al., 2015)

De la misma manera Bachir y Benali, (2012) examinaron la actividad antimicrobiana in vitro
del aceite esencial de las hojas de Eucalipto frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
los resultados obtenidos mostraron que este aceite esencial tiene actividad antimicrobiana contra

las bacterias Gram negativas (E. coli), asi como bacterias Gram positivas (S. aureus).
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5. MARCO TEORICO
5.1 Bacterias patogenas en alimentos.

Las enfermedades transmitidas por alimentos se originan por consumir alimentos
contaminados con toxinas microbianas o0 con una o varias bacterias patégenas. Esta
contaminacion usualmente se presenta por la incorrecta manipulaciéon de los alimentos en el
medio que estd en contacto directo con ellos, sin embargo las enfermedades entéricas no solo se
adquieren de esta manera, sino que la gravedad del problema se pone en evidencia al considerar
que los agentes patdgenos potenciales se encuentran en diversos ambientes, incluyendo la presién
osmatica elevada y la humedad reducida, lo que explica por qué pueden sobrevivir y desarrollarse
en las secreciones nasales del portador. Ademas, la contaminacion del alimento puede ser
enddgena o de lo contrario el alimento se contamind en algin punto de su transformacién
(Mercado et., al 2012).

5.1.1 Escherichia coli:

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa, en forma de bacilo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae que se encuentra en una gran variedad de ecosistemas incluido el tracto
gastrointestinal del ser humano y de los animales de sangre caliente, es uno de los patdgenos
mayormente asociados a los brotes por intoxicacion alimentaria, su importancia como problema
de salud publica se hizo patente en 1982, después de un brote registrado en los Estados Unidos.
Este microorganismo es capaz de actuar como bacteria oportunista causando una gran variedad
trastornos infecciosos como, infecciones del tracto urinario, meningitis, infecciones de heridas
entre otras, ademas, puede actuar también como patdgeno primario en el tracto intestinal. Se
habla de diversos tipos de E. coli causantes de enteritis y de brotes epidémicos, la bacteria se

transmite al hombre usualmente por el consumo de alimentos que estén contaminados tales como



EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES 23

productos de carne cruda o poco cocida, leche cruda, hortalizas y semillas germinadas crudas
contaminadas.(OMS, 2011)

Esta bacteria puede crecer a temperaturas que oscilan entre 7 °C y 50 °C, con una temperatura
Optima de 37 °C. Algunos tipos de E. coli pueden proliferar en alimentos &cidos, hasta a un pH de
4,4, y en alimentos con una actividad de agua minima de 0,95. Se destruye cociendo los
alimentos hasta que todas las partes alcancen una temperatura de 70 °C o0 mas. E. coli es un
patdgeno de importancia por su impacto en la salud pablica implicado frecuentemente en brotes y
casos esporadicos. (Mercado et., al 2012).

5.1.2 Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia Gram positiva, considerada como un
importante patégeno transmitido por los alimentos debido a la capacidad que poseen para
producir enterotoxinas estafilocécicas.

La intoxicacion alimentaria estafilococica se caracteriza por un inicio repentino de los
sintomas, con vomitos, dolor abdominal y calambres en el estomago siendo este el mas comdn
(Murray, 2005).Tipicamente, una intoxicacion alimentaria estafilococica se produce después de la
ingestion de alimentos que estan contaminados con S. aureus por un manejo inadecuado y el
posterior almacenamiento a temperaturas no 6ptimas. La intoxicacién causada por esta bacteria es
una de las principales causas de brotes transmitidos por alimentos pero la incidencia real del
microorganismo es probablemente subestimada debido a entre otras razones los brotes menores
no reportados, muestras que se recogen incorrectamente y los examenes de laboratorio que
usualmente no van mas alla de los examenes de rutina sin llegar a confirmar el patdgeno causante
de la enfermedad (Argudin et al., 2010).

Los alimentos que favorecen el crecimiento de esta bacteria, son por ejemplo, los de origen

animal con alto contenido en proteinas, como leche, productos lacteos, carne, productos carnicos
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y ensaladas, productos de panaderia, en particular los pasteles rellenos de crema y pasteles que
han sido con frecuencia con asociados a los brotes de S. aureus (Hennekinne y col ., 2012).
5.2 Aceites esenciales.

Los aceites esenciales son componentes de plantas compuestos por una mezcla de terpenos,
terpenoides, aldehidos y alcoholes a los que se atribuye su actividad antimicrobiana. En la
actualidad existen muchos estudios tomando como insumo los aceites esenciales debido a se
plantea la posible alternativa de una sustitucion a los conservantes y antimicrobianos quimicos.
(Espina et al., 2011).

Los aceites esenciales con efectos antimicrobianos han sido numerosas veces estudiados y
reportados por lo cual se ha encontrado que pueden variar en algunas de sus propiedades tales
como la densidad, viscosidad, rendimiento y sobre todo, en su composicién quimica debido a que
esto depende en gran parte de del tipo de material vegetal del cual se extraiga asi como también
diversos lugares, formas y condiciones de cultivo.

5.2.1 Métodos de obtencion.

Los aceites esenciales se obtienen mediantes métodos como prensado, extraccion con
solventes, extraccion por medio de dioxido de carbono liquido en condiciones supercriticas donde
se han demostrado buenos rendimientos. EI método de mayor uso es destilacion por arrastre con
vapor y también es importante nombrar la extraccion asistida por microondas. En el método de
extraccion con solventes no tiene mayor pertinencia en cuanto al tema de inhibicion bacteriana
debido a que se ha encontrado que los aceites esenciales extraidos con hexano resultan tener
mayor eficacia antimicrobiana. (Burt, 2004).
5.2.1.1 Destilacion por arrastre de vapor:

En la destilacién por arrastre de vapor de agua se lleva a cabo la vaporizacion selectiva del

componente volatil de una sustancia por medio de la accién directa del vapor de agua en la
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mezcla al cual se lo denomina vapor de arrastre, su funcion ademas de arrastrar el componente
volétil es la de condensarse para formar otra parte inmiscible que cedera su calor latente a la
mezcla que se va a destilar para lograr su evaporacion. Durante la extraccion se tendra la
presencia de dos fases inmiscibles que son la organica y la acuosa donde cada uno ejerce su
propia presion de vapor y corresponde a la del liquido puro a una temperatura de referencia. La
destilacién por arrastre de vapor es un método sencillo y de bajo costo pero necesita de largos
periodos de tiempo y general mente tiene bajos rendimientos en comparacion con otros metodos.
(Guan et al., 2011).

Cuando se usa vapor saturado, pero la materia prima esta en contacto con el agua se denomina
hidrodestilacion y se describe de la siguiente manera: el estado de la materia prima puede ser
molido, cortado, entero o la combinacién de éstos. El vapor de agua se puede generar a través de
un hervidor, caldera o base del recipiente, la materia prima se calienta y se va liberando el aceite
esencial contenido y éste, a su vez debido a su alta volatilidad se va evaporando. Al ser soluble en
el vapor circundante, es arrastrado y la mezcla, vapor saturado y aceite esencial fluye hacia un
condensador mediante un cuello de cisne o prolongacion curvada del conducto de salida. En el
condensador, la mezcla es condensada y enfriada, hasta la temperatura ambiente. A la salida del
condensador, se obtiene una emulsion liquida inestable, esta es separada mediante decantacion, el
aceite esencial se va acumulando debido a su casi inmiscibilidad en el agua y a la diferencia de
densidad y viscosidad con el agua. El proceso termina, cuando después de varias decantaciones el
volumen del aceite esencial acumulado en el no varia con el tiempo. (Palomino y Cerpa, 2000)
5.2.2 Extraccion con disolventes.

En este método la muestra se seca y es molida para ponerla en contacto con disolventes
organicos como alcohol, generalmente este procedimiento se realiza a escala de laboratorio ya

que nivel industrial no genera tanta rentabilidad.
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Los disolventes utilizados para la extraccion tienen diferentes tipos de restricciones en cuanto
a los residuos méximos que puedan dejarse cuando los aceites esenciales son la materia prima
principal. Las muestras obtenidas mediante este método usualmente son de color mas oscuros
debido a que arrastran algunos pigmentos mas sin embargo se recuperan muchos compuestos de
tipo aromatico. En el proceso de extraccion el disolvente con el aceite esencial se filtra y se
evapora a presion atmosférica y/o al vacio.

En este tipo de procedimientos se obtienen masas viscosas dependiendo de la materia prima
dentro de esto, los métodos maés utilizados a nivel de laboratorios son extraccion por flujo y
mediante equipo sosxhlet o extraccion alcoholica. (Chua et al., 2009).

5.2.3 Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos es una operacion unitaria que explota el poder
disolvente de fluidos supercriticos en condiciones encima de su temperatura y presion critica. Es
posible obtener extractos libres de disolventes utilizando fluidos supercriticos y la extraccion es
mas rapida que con la utilizacion de disolventes organicos convencionales. Estas ventajas son
debidas a la alta volatilidad de los fluidos supercriticos (gases en condiciones ambientales
normales) y las propiedades de transporte mejoradas (alta difusividad y baja viscosidad).
Particularmente usando didxido de carbono el tratamiento es a temperatura moderada y es posible
lograr una alta selectividad de microcomponentes valiosos en productos naturales. La extraccion
de compuestos fenolicos y pigmentos se ve favorecida con el uso de codisolventes como el etanol
junto al CO2 (Vatai et al., 2009). Entre las ventajas de la extraccion por fluidos supercriticos se
encuentran entre otras, que los tiempos de extraccion se reducen, se obtienen mayores
rendimientos, es posible seleccionar sustancias y la composicién de los extractos cambiando los

parametros de extraccion, se requiere de menos energia.
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5.2.4 Extraccion por microondas.

El uso de microondas es otra alternativa de extraccion de aceites esenciales. Esta técnica
puede utilizarse asistiendo un método convencional como la hidrodestilacion o adaptando un
equipo para establecerlo como método independiente, como la extraccién por microondas sin
disolvente, en esta técnica no se necesita agregar ningun disolvente o agua si se emplea material
fresco , los equipos para llevar a cabo esta técnica se pueden adaptar modificando un horno de
microondas convencional, haciendo un orificio en la parte superior que conecte el matraz de
fondo plano con una aparato de refrigeracion. La extraccién por microondas tiene beneficios
como una reduccién considerable del tiempo y del consumo de energia. (Bousbia et al., 2011).

5.3 Emulsiones.

La definicion de una emulsién se refiere a una dispersién coloidal de gotas de un liquido en
otra fase liquida. Estos sistemas de dispersion estan constituidos por dos liquidos inmiscibles en
los que la fase dispersa se encuentra en pequefias gotas distribuidas en la fase continua o
dispersante.

Por lo general las emulsiones son sustancias cuyas moléculas contienen una parte no polar y
otra polar, por lo que es posible que se disuelvan tanto en agua como en disolventes organicos y
aceites. Dependiendo del dominio de una de las partes de la molécula sobre la otra, el emulgente
tendré un carécter lipofilico o lipofébico y por consiguiente, presentara una mayor afinidad por el
agua o por los aceites. (McClements, 200).

Varios sistemas coloidales se pueden utilizar para incorporar compuestos hidrofobos en
sistemas acuosos donde se incluyen las emulsiones la cuales son termodindmicamente estables y
generalmente las mezclas isotropicas de agua, aceite y los tensoactivos se utilizan para mejorar la
carga de fase dispersa. Las emulsiones se han estudiado para disolver compuestos hidréfobos en

sistemas de caracter alimentario, la industria farmacéutica, cosmética y las aplicaciones de
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recuperacion de petroleo (Rao y McClements, 2011) de donde estudios recientes han demostrado
la potencial aplicacion de emulsiones formadas con aceites esenciales como conservantes
antimicrobianos para mejorar la seguridad microbioldgica, la calidad de los productos frescos y
como antioxidantes para mejorar la alimentacion (Wang et al., 2014)

5.3.1 Fendmenos involucrados en la desestabilizacion de una molécula.

Cuando ocurre la colision entre gotas de una emulsion, pueden ocurrir varios comportamientos
dependiendo de las propiedades de los componentes de la emulsién. (Danielsson y Lindman,
1981).

5.3.2 Sedimentacion.

Se produce cuando parte de la emulsion se separa en sentido descendente por la accion de la
gravedad formando una fase liquida en la parte inferior, en este fenémeno las gotas mas grandes
se mueven a mayor velocidad hacia la superficie si la densidad de la fase dispersa es menor que
la de la continua. En los casos extremos, las gotas se concentran en la superficie, las gotas no
pierden su individualidad y el proceso es reversible.

5.3.3 Floculacion.

Es la adhesion de las gotas sin fusionarse, no existe una variacion en la distribucion de tamafio
de gotas, es un proceso de agregacion de gotas sin que éstas cambien el diametro promedio de las
mismas.

5.3.4 Coalescencia.

Este proceso implica la union de varias gotas para formar otras mas grandes, lo que finalmente

conduce a la separacion de las fases. Para que se produzca la coalescencia, es necesario que la

pelicula interfacial que rodea las gotas, asi como el surfactante sufra un completo deterioro.
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5.4 Tensoactivos.

Este tipo de sustancias poseen una doble afinidad polar- apolar; la parte polar tiene afinidad
por los solventes polares en particular el agua y se denomina comdnmente parte hidréfila o
hidrofilica, el grupo apolar se llama parte hidrofoba, hidrofobica o lipofilica, este tipo de
moléculas muestran una fuerte tendencia a migrar a las interfaces, de tal forma que su grupo polar
se encuentra dentro del agua y su grupo apolar se encuentra orientado hacia un solvente orgéanico.
La accion del emulgente o tensoactivo es disminuir la tension superficial hasta que empiecen a
formarse agregados moleculares “micelas”. (Moulik y Paul 1998).

5.5 Minima Concentracion inhibitoria

La minima concentracion inhibitoria hace referencia a la concentracién mas baja a la que se
inhibe el crecimiento bacteriano, de esta manera cuando se determina la minima concentracion
inhibitoria de un aceite esencial esta puede estar en cualquier lugar entre la concentracion mas
baja y la siguiente en la que se observe crecimiento. ES importante tener en cuenta que las
diferencias en los valores de la minima concentracion inhibitoria en estudios contra el mismo
organismo podria ser debido a diferencias en la composicién de aceite, que plantean las
diferencias regionales de temperatura, de humedad o crecimiento de la fruta cuando se extrajeron
los aceites y el diferente método de extraccion (Fisher y Phillips, 2006).

Las concentraciones minimas inhibitorias de aceites esenciales pueden ser evaluadas
mediante algunos mecanismos como el método de dilucion en agar, dilucién en caldo o difusién
en disco. (Burt, 2004).

5.5.1 Dilucion en agar.

En estos métodos se incorpora el antimicrobiano a evaluar a un medio con agar. El

antimicrobiano se afiade cuando el medio aun estad fundido. Para lograr el rango de dilucion

deseado se prepara una serie de placas, cada una con una determinada concentracién de
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antimicrobiano. EI nimero de placas de cada concentracion a preparar vendréa dado por el nimero
de microorganismos que se vaya a estudiar. (Lorian, 2005)
5.5.2 Método de microdilucion.

En el método de microdilucién se utiliza una placa de microtitulacion con pocillos de fondo en
“U”. Teniendo en cuenta que la mayoria de placas disponibles tienen 96 pocillos (12x8), por lo
que permite hacer ensayos con cada uno de ellos, y para el mismo microorganismo 8
antimicrobianos y 11 diluciones, la Gltima columna se suele utilizar como control de crecimiento
0 viceversa. En ocasiones se preparan placas con 12 diluciones de antimicrobiano y se utiliza una
placa adicional para realizar los controles. El volumen final de cada pocillo es habitualmente de
100-150 pL, por lo que antes de la inoculacion de la placa, cada pocillo debe contener 100 pL de
caldo con antimicrobiano (volumen de inéculo menor de 10 uL). Se empieza a llenar las placas
con solucion més baja de antimicrobiano en la columna 11 después de los controles,
posteriormente se afiade el volumen del caldo en las columnas 2 a 11. (Rodriguez etal., 2000)
5.5.3 Método de difusion en disco.

Consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa de petri previamente inoculada con
el microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan
pronto el disco impregnado de antibi6tico se pone en contacto con la superficie himeda del agar,
el filtro absorbe agua y el antibiotico difunde al agar. Transcurridas 18-24 horas de incubacion
los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion. La concentracidn de antibiotico en la
interfase entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como concentracion
critica y se aproxima a la concentracion minima inhibitoria obtenida por métodos de dilucion, sin
embargo, los métodos disco-placa no permiten una lectura directa del valor de la concentracion

minima inhibitoria (Rodriguez etal., 2000)
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Este proceso implica la union de varias gotas para formar otras mas grandes, lo que finalmente
conduce a la separacion de las fases. Para que se produzca la coalescencia, es necesario que la

pelicula interfacial que rodea las gotas, asi como el surfactante sufra un completo deterioro.
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6. METODOLOGIA
6.1 Parametros de formulacion de la emulsion.

Las emulsiones se formaron a partir de tres tipos de aceites esenciales: Eucalipto (eucalyptus),
cascara de limon (citrus limén) y mandarina (citrus reticulata) los cuales fueron proporcionados
por el grupo de investigacion TEA de la Universidad de Narifio, se hicieron diferentes
extracciones mediante el método de hidrodestilacion trabajados en la planta piloto de la Facultad
de Ingenieria Agroindustrial.

Para la preparacion de las emulsiones se realizé una mezcla del aceite esencial el cual es de
caracter lipofilico y por lo tanto es la parte dispersa de la emulsién mas el medio de cultivo
bacteriano liquido de infusién cerebro y corazén (BHI) apto para el crecimiento de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, este es de caracter hidrofilico y constituye la fase continua de
la emulsion; como surfactante se utilizé Tween 20.

En la formulacién de la emulsion se mantuvo constantes las variables de operacion las cuales
fueron la temperatura, velocidad y tiempo de agitacion. Se realizaron ensayos por triplicado con
una unidad muestral de 3 ml de emulsién, en donde se vari6 la proporcion del Aceite respecto al
Tween 20 asi: 1:0,5; 1:1; 1:2; 1:3. La emulsion resultante se observé al microscopio a un objetivo
de 40x y 100 x.

La mezcla de aceite/agua se obtuvo homogenizando los componentes de la emulsion por
medio de agitacion mecanica en Vortex (Type: V-1 plus, Alemania) a maxima velocidad durante
cinco minutos, posteriormente las muestras se llevaron a calentamiento en bafio Maria a 60°C por
tres minutos, finalmente se mezclaron en vortex a la misma velocidad durante cinco minutos y se
dejo reposar.

Para determinar la variacion de las concentraciones de aceite esencial se realizd un intervalo

de datos con limites inferior y superior de acuerdo a las concentraciones en mg/mi
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correspondientes al antibi6tico que contrarresta la resistencia de la bacteria al mismo; para
Staphylococcus aureus se utilizd oxacilina 5 mg/mL y para Escherichia coli ampicilina 2 a 8
mg/mL. (CLSI, 2012); de la misma manera también se tuvo en cuenta la densidad de los aceites
esenciales la cual fue de 0,95 g/mL para cada uno de estos.

A continuacion se muestra el rango de valores calculados en los cuales se varia la cantidad de
aceite esencial en la emulsion.
Tabla 1.
Rango de valores calculados para la cantidad de aceite esencial en la emulsion

(Staphylococcus aureus).

Concentracion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

de aceite (uL)

84 (10,2 |12,0 |13,8 |156 (17,4 |19,2 (21,0 |22,8 |26,4

Fuente. Este estudio



EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES 34

Tabla 2.

Rango de valores calculados para la cantidad de aceite esencial en la emulsion (Escherichia

coli).

Concentracion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

de aceite (uL)

6,3 |11,0 |15,7 |20,4 |252 |29,9 |34,6 |39,3 |44,0 (48,8

Fuente. Este estudio

Con estos valores se calculd las concentraciones en pL/mL del aceite esencial y se realizaron
emulsiones de un volumen total igual a 3 mL variando las cantidades de Tween 20 en la relacion
que resultd tener mayor estabilidad y menor cantidad de surfactante.

Tabla 3.

Concentraciones de los aceites esenciales (UL/mL) para Staphylococcus aureus.

Concentracion | C1 |C2 C3 |C4 C5 C6 C7 C8 |C9 |C10

de aceite

(uL/mL) 28 |34 40 |46 |52 |58 (64 |70 |76 |88

Fuente. Este estudio



EVALUACION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE ACEITES ESENCIALES 35

Tabla 4.

Concentraciones de los aceites esenciales (pL/mL) para Escherichia coli.

Concentracion | C1 C2 C3 | C4 C5 C6 C7 C8 | C9 | C10

de aceite

(uL/mL) 2,1 |36 52 168 (84 (99 115 |13,1 |14,6 |16,2

Fuente. Este estudio

Se verifico la estabilidad de la emulsion mediante un seguimiento fotografico a traves del
microscopio con el fin de evidenciar si esta se ve desestabilizada por defectos tales como la
sedimentacion, coalescencia y la floculacion lo que resulta en alteraciones de la distribucion del
tamafo de particula y posible separacion de fases durante el almacenamiento (McClements,
2012).

Las emulsiones preparadas se almacenaron a temperatura ambiente. Su aspecto se examino
durante 48 horas evaluando principalmente:

e Apariencia de la emulsion: emulsiones que presenten una ligera capa cremosa en la

superficie debido a la presencia del aceite esencial.

e Presencia de algunas gotitas de aceite en la superficie de las emulsiones, lo que indica el

principio de coalescencia.

¢ Anillo de aceite en la superficie de las emulsiones.

e A través del microscopio se determind el didmetro promedio de la molécula.
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6.2 Microorganismos y condiciones de crecimiento

La capacidad de inhibicidn bacteriana de los aceites esenciales de Eucalipto, cascara de limén
y mandarina se evalu6 frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) las cuales fueron proporcionadas por el Instituto Departamental de Salud
de Narifio y se mantuvieron almacenadas a temperatura de refrigeracion previamente a su
activacion.

Para la activacion bacteriana se realizaron indculos en tubos de ensayo adicionando 10 pL de
cada bacteria en 10 mL del medio de cultivo liquido de infusion de cerebro y corazén (BHI);
después de la inoculacion los tubos se incubaron durante 24 horas a 37°C y se estandariz6 a una

poblacion de Mc Farland de 0,5 que equivale a 1.5 x 108 UFC (Taraco et al., 2011).

_— — S

: Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Fotografia 1. Escherichia coli y Staphylococcus aureus
Fuente. Este estudio

6.3 Evaluacion de las pruebas de inhibicion mediante el método de microdilucion en caldo
colorimetrico en caja de elisa

Se utilizo el método microdilucion en caldo para medir la concentracion minima de inhibicién
de las bacterias utilizando como agentes antimicrobianos los tres aceites esenciales de eucalipto,

cascaras de limon y mandarina.
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Con las emulsiones obtenidas se realizd el indculo en cada uno de los pozos de la caja
variando las concentraciones de aceite con el fin de encontrar la minima concentracion
inhibitoria. Las concentraciones mas altas y méas bajas de la prueba fueron 2,8 y 16,6 pL, también
se prepararon dos controles en las primeras columnas para tener un parametro de comparacion:
el control positivo se trata de un pozo en el cual se encuentra el indculo bacteriano (10 pL) mas
100 pL de medio de cultivo BHI y 10 pL del antibi6tico especifico para cada bacteria; el control
negativo consiste en un pozo que contiene Unicamente el inoculo bacteriano (10 pL) mas el
medio de cultivo (100 pL).

La caja de Elisa tiene 96 pozos (12x8) con una capacidad de volumen de 200 pL por pozo, de
tal manera que cada pozo equivale a una concentracion diferente del agente antimicrobiano, en
este sentido el volumen de cada pozo en el ensayo fue de 120 pL, de los cuales 10 pL
corresponden al indculo bacteriano previamente activado y estandarizado a una poblacién de
1.5 x 108 UFC mas 100 pL de cada emulsion y 10 pL del indicador colorimétrico; las pruebas se
realizaron con cuatro repeticiones para cada concentracion de aceite.

Como indicador colorimétrico se utilizé solucion de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide) (M2128-100MG Sigma aldrich) el cual se prepar6 24 horas antes de la prueba de
inhibicidn adicionando 5 mg por cada mL de agua estéril y homogenizando durante 5 minutos en
vortex, una vez preparado se almaceno en frio y evitando la luz.

En el ensayo de inhibicién, se adicion6 10 pL del indicador colorimétrico en cada pozo, las
muestras se incubaron a 37°C por una hora para mirar el cambio de color en donde una apariencia
de color rojo intenso indicd que hay crecimiento de microorganismos, es decir que hay bacterias
viables; si por el contrario no se presentd cambio de color significa que no hubo crecimiento
bacteriano, por consiguiente la minima concentracién inhibitoria corresponde al pozo que

contenga la concentraciéon minima de aceite donde no se evidencié ningin cambio de color.
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6.4 Prueba confirmatoria.

Se inoculd 10 pL de las muestras que no presentaron cambio de color en agar Muller Hilton y

se incub6 a 37°C durante 18 horas para confirmar la ausencia de bacterias viables.

e Diagramas de flujo del proceso.

' ™
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|/ :
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Emulsificante (Tween
20) (12 05); (1:1): (1:2)

+Variables de

operacién:

*Temperatura 40°C

= Agitacion en vorfax
(Type: V-1 plus,)
maxima velocidad

*Tiempo de agitacion:
10 minutos

*vaolumen total 3 mL

PREPARACION
DE LA

EMULSION

+Los concentracidnes de
aceite esencial se calculan
de acuerdo a valores de
densidad del aceite y el
anfibigtico gue confrarresta
la resistencia bacteriana

*Para 5. aursus :Oxaciling &
mg/mL

*Para E. coli :Ampicilina 8

mg/mL

CONCENTRACION
DE LOS ACEITES |

ESENCIALES

* Apariencia de la
emulsidn: Prasencia de
anile de acsite, o gotas
en la lo gue indica
fenomenos de
desestabilizacion.

= Atrovés del microscopio
se determing el digmetro
promedio de la molécula.

SEGUIMIENTO

(48 HORAS)

Diagrama 1. Pardmetros de formulacion de la emulsion.

Fuente. Este estudio
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Diagrama 2. Microorganismos y condiciones de crecimiento

Fuente. Este estudio
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Indicador colorimétrico: MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide) (M2128-100MG Sigma aldrich)

Diagrama 3. Minima concentracion inhbitoria mediante microilucion en caja de Elisa

Fuente. Este estudio
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Formacion de la emulsion

En los ensayos realizados se determind que la relacion 1:1 entre aceite esencial y Tween 20
mostrd estabilidad hasta 48 horas durante las cuales se realiz6 el seguimiento, como pardmetro
adicional se midié el tamafio promedio de particula el cual se mantuvo entre un rango de 30 a 70
micras durante el tiempo.

El principal problema a la hora de determinar la resistencia de los aceites esenciales en cuanto
a las propiedades antibacterianas es su naturaleza hidrofoba que los hace insolubles en medios a
base de agua. En este sentido con el fin de obtener una mezcla homogénea del antibacteriano y el
medio de dilucion se puede resolver realizando una emulsién que permita la coexistencia de sus
componentes los cuales generalmente son sustancias hidrofilicas e hidrofobicas mas
emulsionantes tales como Tween 20 o 80 solo o0 en combinacién con acetona, polietilenglicol o
etanol (Burt, 2004; Fisher y Phillips, 2006)

En la tabla 5 y 6 se muestra las proporciones de cada componente dentro de la emulsién
asignada para los microorganismos de estudio conservando la relacion 1:1 de aceite y Tween 20

planteada inicialmente.
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Tabla 5.

Cantidades en pL de cada componente de la emulsion para Staphylococcus aureus.

MEDIO DE
ACEITE (uL) CULTIVO (uL) TWEEN 20 (uL)
84 2983,2 8,4
10,2 2979,6 10,2
12,0 2976 12,0
13,8 2972,4 13,8
15,6 2968,8 15,6
17,4 2965,2 17,4
19,2 2961,6 19,2
21,0 2958 21,0
22,8 294546 22,8
26,4 2947,2 26,4

Fuente. Este estudio
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Tabla 6.

Cantidades en uL de cada componente de la emulsion para Escherichia coli.

MEDIO DE
ACEITE (uL) CULTIVO (uL) TWEEN 20(pL)
6,3 2987,4 6,3
11,0 2977,9 11,0
15,7 2968,6 15,7
20,4 2959,2 20,4
25,2 2949,6 25,2
29,9 2940,2 29,9
34,6 2930,7 34,6
39,3 2921,4 39,3
44,0 2912,0 44,0
48,8 2902,4 48,8

Fuente. Este estudio

Debido a los parametros que se determinaron para la formacion de la emulsion se puede
atribuir que ésta presentd algunas propiedades significativas para el estudio como es la minima
cantidad de tensoactivo en la emulsion lo cual se debe considerar ya que se pudo evidenciar
estabilidad hasta los dos dias y por otra parte se evidencié que el tamafio de particula no vario
considerablemente como se muestra en la fotografia 2 , en este sentido el tamafio reducido de la
particula permite penetrar con mayor facilidad la membrana celular con lo que aumenta la

actividad antimicrobiana(Weiss, Gaysinksy, Davidson, y McClements, 2009).
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Fotografia 2. Diametro medio y distribucion de la molécula en la emulsion evaluada a 40X en

24y 48 horas
Fuente. Este estudio

Las emulsiones de aceite en agua son vehiculos importantes para el suministro de compuestos
hidréfobos en una gama de productos alimenticios, nutracéuticos, cosméticos y farmacos
(McClements, 2004). De la investigacion realizada, la metodologia basada en la preparacién de
mezclas de aceites naturales y el agua o el medio de cultivo liquido tiene un enfoque que genera
una alternativa para preparar nuevas formulaciones a escalas minimas en este caso de un
compuesto antimicrobiano que podria ser adoptado para para reemplazar o incluso, reducir al
minimo la dependencia excesiva de las los agentes antibacterianos quimicos cuyos efectos
secundarios estan bien establecidas.

7.2 Inhibicién bacteriana

En este trabajo se evalué la minima concentracion inhibitoria de los aceites esenciales de
eucalipto (eucalyptus), cascara de limoén (citrus limén) y mandarina (citrus reticulata) contra
cepas ATCC de microorganismos patdgenos Escherichia coli Y Staphylococcus aureus

seleccionados por su relevancia como contaminantes alimentarios.
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Fotografia 3: Resultados prueba de susceptibilidad bacteriana-caja de Elisa
Fuente. Este estudio

En la fotografia 3 se muestran los resultados de la prueba de inhibicion bacteriana a través de
microdilucion en caja de Elisa; a la izquierda ensayos con aceite esencial de limén y mandarian
para E.coli; en la parte central S. aureus con los aceites de mandarina y eucalipto; a la izquierda
S. aureus con aceite esencial de limén y E.coli; con aceite de eucalipto. Los pozos donde no se
observa ningn cambio de color indican la ausencia de bacterias viables.

Tabla 7.
Minima concentracion inhibitoria de aceites esenciales de eucalipto, cascara de limon y

mandarina

7 7: Minima concentracién inhibitoria (uL/mL) de aceites esenciales de
Eucalipto, cascara de Limén y Mandarina

Aceite Esencial S.a E.c
Eucalipto 6.4C7) 13,1(G8)
Limén 7,6(C9) 14,6(C9)
Mandarina 7.0(C8) 13,0(C8)

5. a :Staphylococcus aureus; E. c: Escherichia coli

Fuente. Este estudio

En la Tabla 7 se muestra la concentracion minima de inhibicion de cada aceite esencial frente
a las bacterias patdgenas, el aceite esencial de eucalipto presenta la mayor eficacia antibacteriana

frente a Staphylococcus aureus con la menor concentracion inhibitoria (6,4 pL/mL); frente a la
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bacteria patdgena Escherichia coli esta presentd la misma susceptibilidad (13,1 pL/mL) tanto
para el aceite esencial de eucalipto como para el de c&scara de mandarina.

los resultados encontrados no son diferentes a otros estudios que se han realizado en cuanto a
inhibicion bacteriana ya que se ha demostrado que las bacterias Gram positivas son mas
susceptibles a diferentes tipos de aceites esenciales que las bacterias Gram negativas, esto se
evidencia claramente en el resultado de la minima concentracion de aceite para inhibir a la
bacteria Staphylococcus aureus como bacteria Gram positiva;  Escherichia coli fue mas
resistente frente a las concentraciones propuestas, sin embargo los aceites esenciales de eucalipto
y la céscara de mandarina lograron inhibir el crecimiento de esta como otras bacterias Gram
negativas. (Angelo et al., 2015)

La tendencia de consumo actual esta inclinada hacia el reemplazo de los conservantes
quimicos por alternativas naturales que brinden seguridad alimentaria, en este sentido se propone
la utilizacion de los aceites esenciales de plantas y frutos citricos como una solucion para mejorar
los métodos de conservacion de alimentos en la industria alimentaria.

Los aceites esenciales de los citricos se extraen de la piel de las frutas frescas, por lo tanto
constituyen un subproducto de este tipo de industria alimentaria y la utilizacion de estos como
agentes antimicrobianos contra bacterias patégenas no solo nos proporciona una alternativa de
conservante natural sino que también maximiza el uso de los recursos existentes y minimiza los
efectos adversos de los subproductos en el medio ambiente.

Se sabe que un aceite esencial es una mezcla de numerosos componentes y su bioactividad se
relaciona con su composicion y las interacciones entre sus componentes las cuales desempefian
un papel importante en cuanto al efecto bactericida, en este sentido numerosos estudios
cromatograficos obtenidos en varios ensayos confirman que el componente mas abundante en los

citricos como la naranja, limén y mandarina es el limoneno, monoterpeno que representa 65 a
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97% del aceite, dependiendo de varios factores, principalmente el método de extraccion, el
tiempo de la recoleccion del material vegetal, y sobre todo el origen geogréafico del aceite; para el
caso del eucalipto como principal componente se destaca el eucliptol (Chutia et al., 2009, Fisher
y Phillips, 2010, Bachir y Benali, 2012).

Los resultados obtenidos en cuanto a inhibicion bacteriana tienen similitud con otros estudios
realizados ya que los aceites esenciales de cascara de mandarina y eucalipto demostraron mayor
eficacia bactericida frente a las bacterias estudiadas. (Settanni et al., 2012, Chikhoune et al.,
2013 y Angelo et al., 2015), sin embargo es importante tener en cuenta que la susceptibilidad de
los microorganismos a los aceites esenciales se debe a diversos factores entre los cuales se
destaca principalmente la composicién del aceite esencial y la propia especie microbiana, es
importante resaltar que la variabilidad en la composicién quimica de los aceites esenciales puede
cambiar de acuerdo a diferentes situaciones tales como: ambientales (climéticos, estacionales y
geogréficos), variaciones genéticas, el estado nutricional de la planta, el tiempo de la cosecha y el
método de extraccion (Azizi et al., 2010). Los aceites esenciales de las pruebas demostraron
actividad antimicrobiana contra las bacterias transmitidas por alimentos, sin embargo S. aureus
fue la bacteria mas susceptible, mientras que E. coli mostré mayor resistencia. Algunos autores
afirman que la mayor resistencia en las bacterias Gram-negativas podria atribuirse a la las
diferencias en la membrana celular de estos grupos de bacterias, de esta manera la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas tiene superficies altamente hidrofilicas, mientras que los
extremos lipofilicos de la membrana celular de las bacterias Gram-positivas pueden facilitar la
penetracion por un compuesto hidréfobo (Sokovic et al., 2010).

El modo de accion de los aceites esenciales ha sido estudiado mas sin embargo hasta hoy no se
tiene total claridad de ello, en varias investigaciones se ha propuesto que la accion antimicrobiana

de los aceites esenciales se puede atribuir a su capacidad de penetrar a través de membranas
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bacterianas con el interior de la célula y asi las propiedades funcionales de esta se ven
interrumpidas, de esta manera cuando los compuestos del aceite esencial rompen la membrana
celular empiezan a interactuar con los organélos que constituyen la bacteria interfiriendo en el
metabolismo celular. (Bajpai et al., 2012; Guinoiseau et al., 2010).

Una de las caracteristicas importantes de los aceites esenciales y sus componentes es la
hidrofobicidad ya que permite separar los lipidos de la membrana celular bacteriana y asi hacerla
mas permeable, la interaccion de los componentes de los aceites esenciales con membranas
celulares microbianas permite la inhibicion del crecimiento de algunas bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas. (Friedly et al., 2009), dentro de las bacterias gram-positivas se destaca
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus las cuales son méas susceptibles
a los aceites esenciales que las bacterias Gram-negativas como Escherichia coli y Salmonella
Enteritidis (Sokovi¢ et al., 2010). En base a esto, células Gram-negativos deben ser mas
resistentes a la accion de los aceites esenciales de plantas debido a que poseen una pared celular
exterior hidrofilica, que ayuda a prevenir la penetracion de compuestos hidrofébicos
(Ravichandran et al., 2011 y Kim et al., 2011).

Por otra parte la naturaleza fendlica de los aceites esenciales también provoca una respuesta
antimicrobiana frente a bacterias patdgenas; los compuestos fendlicos interrumpen la membrana
celular e inhiben las propiedades funcionales de la célula provocando la muerte celular, de la
misma manera los compuestos fendlicos pueden alterar la permeabilidad celular microbiana,
dafar las membranas citoplasmaticas, interferir con la energia celular en el sistema de
generacion de ATP e interrumpir la fuerza motriz de protones y con la permeabilidad alterada de
la membrana citoplasmatica se puede provocar la muerte celular (Bajpai et al., 2012, friedly et

al, 2009 y Li et al, 2011).
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7.3 Prueba confirmatoria

Transcurridas las 24 horas de incubacion no se observd crecimiento de las bacterias como se

puede observar en las siguientes imagenes.

Inéculo ) “Inbculo Inécuio bacteriano a
bacteriano a concentracion bacteriano a concentracion  concentracion 7.0 uL/mL de aceite
6.4 uL/mL de aceite esencial 7.6 pL/mL de aceite esencia. esencial de cascara de mandarnna
de eucalipto en de cascara de limon en en Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

Inbeulo ) Inbeuio Inbculo
bacteriano a concentracion bacteriano a concentracion bacteriano a concentracion
13,1 uL/mL de aceite 14,6 uL/mL de aceite 13,1 uL/mL de aceite esencial
esencial de eucalipto en esencial de cascara de de cascara de mandarina

Escherichia coli limén en Escherichia coli Escherichia coli
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8. CONCLUSIONES

El presente estudio nos ha permitido comparar la actividad antimicrobiana de tres tipos de
aceites esenciales, el método microdilucion en caldo colorimétrico a pesar de que no se trata de
un proceso de deteccion cuantitativo es una herramienta adecuada para la seleccion e
identificacion de las concentraciones en las cuales se present6 inhibicién bacteriana

Con la proporcion 1:1 de aceite esencial y Tween 20 se logré consigue una emulsion de un
didmetro de particula que va de 30 a 70 micras, y su estabilidad fue de 48 horas.

Las concentraciones minimas inhibitorias fueron: para Staphylococcus aureus, con eucalipto
6,4 uL/ml; limén 7,6 uL/ml; mandarina 7,0 uL/mL; para Escherichia coli, con eucalipto 13,1
puL/mL, limén 14,6 pL/mL, mandarina 13,1 uL/mL.

Se logr6 comprobar que los aceites esenciales de eucalipto, cascara de limén y mandarina
tienen capacidad inhibitoria para las bacterias Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus
aureus (ATCC 25923).

Por altimo, el estudio sefiala el interés acerca del aprovechamiento de los productos de
desecho de la industria de jugos y frutas, maximizando el uso de los recursos existentes y

minimizar los efectos adversos de los subproductos en el medio ambiente.
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9. RECOMENDACIONES
Se recomienda complementar este estudio con un analisis mediante técnicas cuantitativas para

determinar la reduccion de la poblacion bacteriana.
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