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RESUMEN

Los aceites esenciales son los antimicrobianos naturales més utilizados para mantener
la inocuidad de los alimentos, debido a la actividad antimicrobiana de los componentes
qguimicos de cada aceite esencial. El objetivo de este trabajo fue determinar la
composicion quimica, la concentracién minima inhibitoria y el efecto antimicrobiano de
las mezclas binarias de los aceites esenciales de albahaca (Ocimum basilicum), zacate-
limén (Cymbopogon citratus), menta (Mentha piperita) y jengibre (Zingiber officinale) en
fase de vapor contra Salmonella serovar Montevideo. La composicién quimica de cada
aceite esencial se determind a través de una cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-SM), una vez obtenidos los patrones de fragmentacion
de masas estos se compararon con los almacenados en el NIST (Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia). El efecto antimicrobiano de cada aceite esencial en fase de
vapor se evaluo por la técnica de placa invertida y la presencia de crecimiento
bacteriano en la placa, con la finalidad de obtener la concentracion minima inhibitoria
de cada aceite esencial. Para evaluar el efecto de la mezcla binaria se realizaron
combinaciones de los aceites esenciales a partir de la concentracion minima inhibitoria
individual y del modelo tablero de ajedrez, se aplico la técnica de placa invertida y con
los resultados obtenidos se calculo el indice de concentracion minima inhibitoria el cual
determiné el efecto que present6 la mezcla binaria. Como resultados se obtuvieron los
principales componentes de cada aceite esencial asi como su componente mayoritario,
linalol, B-citral, mentona y canfeno para los aceites esenciales de albahaca (Ocimum
basilicum), zacate-limén (Cymbopogon citratus), menta (Mentha piperita) y jengibre
(Zingiber officinale). Asi mismo, se concluye que los aceites esenciales de albahaca
(Ocimum basilicum) y zacate-limén (Cymbopogon citratus) tiene un mayor efecto
inhibitorio que menta (Mentha piperita) y jengibre (Zingiber officinale) contra Salmonella
serovar Montevideo debido a que se necesitO menos concentracién para inhibir el
crecimiento en la placa y por ultimo en la evaluacion de las mezcla binaria de albahaca
(Ocimum basilicum) y zacate-limén (Cymbopogon citratus) presentaron un efecto

aditivo contra Salmonella serovar Montevideo.
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INTRODUCCION

Los casos de brotes de enfermedades por el consumo de alimentos contaminados han
ido en crecimiento en los ultimos afios. Virus como norovirus o la hepatitis A, Aspergillus
y Fusarium entre otros hongos, Trichinella spiralis, Taenia solium, Taenia saginata
como principales parasitos se encuentran facilmente en los alimentos cuando la calidad
sanitaria es deficiente. C. perfringenes, Bacillus cereus, S. aureus, L. monocytogenes,
E. col y Salmonella las principales bacterias responsables de estas enfermedades, ya
gue se encuentras en alimentos como huevos, vegetales, carnes crudas e incluso
alimentos procesados. Siendo S. Typhimurium el principal microorganismo asilado.
Aungue actualmente se estd dando un aumento de brotes de salmonelosis por otras

serovariedades como S. Montevideo, aislada por primera vez en Uruguay.

El estilo de vida saludable conlleva muchas decisiones, entre ellas, llevar una
alimentacion correcta. Actualmente, el consumo de alimentos en la poblacién se por
tendencias en crecimiento, una actualmente es ingerir alimentos naturales o lo mas
naturales posibles sin que contengas quimicos. El uso de antimicrobianos naturales ha
permitido que esto se logre poco a poco. Entre los antimicrobianos naturales mas
utilizados son los aceites esenciales obtenidos de plantas aromaticas. Debido a su
composicion, ya que tienen componentes que presentan actividad antimicrobiana
contra ciertos microorganismos, la composicion de un aceite esencial va a depender de
la especie de la planta, factores agronémicos y tratamientos que reciba. Existe una gran
variedad de aceites esenciales, entre los principales estan orégano, tomillo, albahaca,
mostaza, menta, etc. Aunque en la mayoria de estos aceites esenciales ain no se han
tenido en uso por parte de la industrias alimentarias. La aplicacion de mezclas binarias
de 2 0 mas aceites esenciales buscan ser una técnica efectiva para poder ser aplicada
en distintos alimentos, ya que, es posible presentar mejores resultados que si se
utilizaran de manera individual. Una fase de vapor permite a los componentes volatiles
de los aceites esenciales tener un mejor efecto antimicrobiano, debido a las condiciones
creadas, por lo que relacionar mezclas binarias y una atmosfera creada a partir de una

fase de vapor traera resultados positivos.



2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1- Inocuidad alimentaria

De la Fuente y Barbosa (2010) sefialan que las caracteristicas nutricionales,
sensoriales, comerciales y la inocuidad son los cuatro grupos basicos de caracteristicas
gue componen un alimento de calidad como se observa en la Figura 1. Mientras que
para Avendafio y Col. (2006) la inocuidad alimentaria se entiende como la
implementacion de medidas para reducir los riesgos provenientes de agentes
biolégicos, fisicos y quimicos, para proteger a los consumidores de peligros

involuntarios.

Caracteristicas
Comerciales

Alimento

Caracteristicas
Nutricionales

Caracteristicas
Sensoriales

con
calidad

Inocuidad

Figura 1. Caracteristicas de la calidad total de un alimento (De la Fuente y Barbosa,
2010).

La FAO (2003) determino6 que la calidad de un alimento es una caracteristica compleja
gue determina su valor y aceptacion por parte del consumidor. Implican tanto los
atributos negativos como es el estado de descomposicidén, contaminacién por suciedad,
decoloracion y olores desagradables, entre otros y los atributos positivos como el
origen, caracteristicas sensoriales y métodos de elaboracion de los alimentos. La FAO
es la Unica organizacion internacional que supervisa toda la cadena alimentaria

permitiendo ofrecer una mejor vision sobre la inocuidad alimentaria.



La FAO (2003) explica los distintos factores de inclusion de inocuidad en los alimentos,

en los que destacan:

e El crecimiento de enfermedades trasmitidas por alimentos y la aparicion de
nuevos peligros en los alimentos.

e Cambios rapidos en la tecnologia de produccién, elaboracion y comercializacién
de los alimentos.

e Innovacion y desarrollo de nuevas mejores técnicas de andlisis e identificacion
de microorganismos.

e EI comercio internacional de alimentos y la necesidad de equilibrar las normas
de inocuidad y calidad de los alimentos.

e Cambios en los estilos de vida (Proceso de urbanizacion).

e Crecientes requerimiento o tendencias por parte de los consumidores.

De la Fuente y Barbosa (2010) mencionan que los alimentos sufren variaciones en su
composicion quimica, valor nutritivo y caracteristicas sensoriales (color, aroma, textura,
durante su proceso de cosecha, almacenamiento, manipulacion o consumo, por causas
provocadas no deliberadamente, de tal manera que su aceptabilidad para el consumo
gueda disminuida, aunque estos permanezcan inocuos. Arispe y Tapia (2007) indican
gue lainocuidad es un componente esencial de la calidad total, por lo tanto, la inocuidad
de los alimentos debe considerarse como prioridad maxima. La inocuidad de un
alimento es uno de los requisitos no escritos incluido en las especificaciones de los
consumidores, esto es evidente y no es negociable a diferencia de otras caracteristicas

(como el sabor, textura, olor, sabor y el costo).

Todos los alimentos estan expuestos a diversos agentes y asi perder su inocuidad. De
la Fuente y Barbosa (2010) clasifican a estos agentes en fisicos, quimicos y bioldgicos,
gue pueden provocar un afo en la salud del consumidor. Entre los diferentes agentes
fisicos estan: luz, temperatura, agentes mecanicos, humedad, huesos, plastico o
cristales. En los agentes quimicos encontramos los productos de limpieza, insecticidas,
pesticidas, sustancias toxicas entre otros mas. Insectos, numerosos parasitos, virus o

toxinas son muy relevantes pero principalmente bacterias como Salmonella spp., E.



coli, Listeria monocytogenes entre otras mas se consideran contaminantes bioldgicos
en los alimentos ya que usan a estos como vehiculos de enfermedades para el hombre.
En la Tabla 1 se enlistan los distintos agentes que se pueden encontrar en los

alimentos.

Tabla 1. Alteracion de los alimentos, origenes y consecuencias.

Agentes Factores que intervienen en la

alteracion de los alimentos

Agentes Fisicos Agentes mecénicos
Temperatura
Humedad, sequedad
Aire
Luz

Agentes Quimicos Los agentes quimicos miden la reaccion
de oscurecimiento
Oxidacion de vitaminas
Descomposicién proteica (Mal olor)
Fermentacion glucosidos (Sabor
picante)
Enranciamiento de lipidos

Agentes Bioldgicos Enzimaticos
Parasitos
Bacterias
Hongos

Levaduras

Fuente: Aguilar, 2012.

Arispe y Tapia (2007) sefialan que la instauracion de un sistema de Analisis de Peligros
y Puntos de Control Criticos (HACCP), actualmente es un sistema fundamental para
alcanzar los requisitos de inocuidad, e idealmente deberia vincularse a un sistema de

gestion de la calidad integral. El sistema HACCP tiene como finalidad mejorar el



proceso de inocuidad y calidad alimentaria de contaminantes microbiol6gicos u otros
posibles que puedan provocar un malestar en el consumidor. Mercado (2007) considera
gue los sistemas de inocuidad y calidad dan prioridad al control de materias primas,
procesos y productos mediante ensayos fisicos, quimicos y bioldgicos. El control de los
procesos productivos se realiza mediante técnicas estadisticas y procesos de

mantenimiento y control de los equipos utilizados en los procesos de produccion.
2.2- Conservacion de los alimentos

Evoluciéon de las distintas técnicas de conservacion en los alimentos a través de la
historia (Tabla 2). Aguilar (2012) afirma que las escasas oportunidades de obtener
alimento para el hombre primitivo lo orillaba sélo a la caza. El hombre consumia los
alimentos en estado natural; no obstante, durante su evolucion comenzé a cocinarlos.
Desde hace mucho tiempo existen diferentes métodos o técnicas de conservacion, los
cuales se han consolidado y se han perfeccionado con el paso de los afos; entre los
métodos de conservacion de alimentos mas comunes estan: el salado, el curado, el
ahumado, el escabeche, el refrigerado y el calor. Vasquez y Col. (2009) mencionan que
actualmente, se han identificado serios problemas relacionados directamente con las
limitadas formas de conservar los alimentos, sumado el hecho de la continua exigencia
por disminuir y prohibir cada vez mas el uso de conservadores y aditivos quimicos en
los alimentos, debido a los efectos adversos que pueden presentar al consumidor. Esto
obliga a la busqueda de metodologias alternativas para conservar los alimentos. La

Figura 2 muestra la clasificacion de los distintos métodos de conservacion utilizados.



Tabla 2. Los métodos de conservacion de los alimentos a través de la historia.

Epoca

Método utilizado

Tiempos primitivos

Region egipcia

Reino de los persas
Griegos

Antigua roma
Anterior al siglo XV

Siglo XVIII

Siglo XIX

Siglo XX

Se utilizaba sal comun, hielo, col, aire.

Se utilizaban liquidos como el aceite, derivados de

vinagre, y en algunos lugares se usaba miel.
Adicion de azucares.

Grajeado de frutas y hortalizas.

Adicién de didxido de azufre (SO2) al vino
Empleo de adobo.

Empleo de boérax.

Aplicacion de sulfitos a carne.
Pasteurizacion.

Descubrimientos como el papel de los acidos
organicos: bérico, férmico, salicilico y benzoico.
Congelacién de los alimentos.
Conservadores quimicos.

Irradiacion.

Liofilizacion

Envasado aséptico

Procesos no térmicos: alta presion, pulsos

eléctricos, etc.

Fuente: Aguilar, 2012.
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Figura 2. Clasificacion universal de los métodos de conversacion (Aguilar, 2012).



Berastegui (2010) menciona que conservar los alimentos conlleva en bloquear la accion
de los agentes (microorganismos o0 enzimas) que pueden alterar las caracteristicas
originarias de un alimento. Estos agentes pueden ser ajenos a los alimentos
(microorganismos del entorno como bacterias, mohos y levaduras) o estar en su
interior, como las enzimas naturales presentes en ellos. Por lo tanto, se define a la
conservacion de los alimentos como la aplicacion de tecnologias y procesos
tradicionales que se encargan de prolongar la vida atil y disponibilidad de los alimentos
para su consumo, protegiéndolos de microorganismos patdgenos y garantizar sus
caracteristicas sensoriales, nutrientes y otros aspectos. Si el alimento no mantiene
estas caracteristicas la conservacion no ha cumplido su propdsito. Por su parte, Aguilar
(2012) define la conservacion de alimentos como la aplicacion de tecnologias que se
encargan de prolongar la vida util y disponibilidad de los alimentos para el consumo
humano y animal, protegiéndolos de microorganismos patdégenos y otros agentes

responsables de su deterioro, y asi garantizar su consumo futuro.

Aguilar (2012) sefala que los alimentos vegetales y animales son sistemas acuosos de
hidratos de carbono, proteinas y grasas, disueltos en agua con sales minerales,
vitaminas y pigmentos, pero de distinta composicion, a ello se debe la diversidad de
métodos de conservacion que se pueden aplicar. Guevara y Col. (2008) expresan que
para conservar los alimentos se deben considerar los factores externos e internos
causantes del deterioro del alimento. Dentro de los factores externos se encuentra la
temperatura, oxigeno, humedad relativa y/o actividad del agua (aw), luz, presion,
vibracion y esfuerzos mecéanicos. Mientras que como factores internos es comudn
controlar el pH o acidez, °Brix, contenido de sal, entre otros. La Tabla 3 describe como

actua el método de conservacion sobre los microorganismos.



Tabla 3. Accidn que ejercen los diferentes métodos de conservacion de los alimentos

sobre los microorganismos.

Accioén sobre los

microorganismos

Destruccion

Efecto barrera

Eliminaciéon

Forma de actuacion

Por accién de calor

Por radiaciones ionizantes
Por accion de antisépticos

Por accién mecanica
Por accién mixta: calor-
mecanica

Por bajas temperaturas

Por utilizacion de atmosferas
pobres en oxigeno (O2)

Por reduccién del contenido
de agua

Proteccion de incorporacion
y recubrimiento con
inhibidores

Por separacion fisica

Método empleado

Pasteurizacion
Esterilizacion
Irradiacion

Alcohol

Acidos

Conservantes quimicos
Altas presiones

Coccion-extrusion

Refrigeracion
Congelacion

Vacié

Mezclas de gases inertes
Atmoésferas controladas
Deshidratacion
Liofilizacién
Concentracion

Salaz6n

Inmersion en salmuera
Recubrimientos con
materias grasas
Recubrimiento con azlcar
(frutas escarchadas)
Inmersion en acido
Filtracion esterilizante
Ultrafiltracion

Fuente: Aguilar, 2012.

2.3- Microbiologia de los alimentos

Palomino-Camargo y Gonzalez-Muiioz (2014)

indican que

las enfermedades

transmitidas por los alimentos (ETA) son un problema de salud publica en todo el mundo

y son una causa importante de morbilidad, lo cual supone una carga econdémica

significativa para las naciones, peligro para los consumidores y un impacto negativo al



comercio internacional de productos alimenticios. Ray (2003) clasifica a los microbianos
de los alimentos en grupos que consisten en varios géneros y especies de bacterias,
levaduras, mohos y virus. Aunque algunas algas y protozoos, asi como algunos

gusanos son importantes en los alimentos.

Ray (2003) expresa que los microorganismos entran en los alimentos tanto de fuentes
naturales como de fuentes externas con las que un alimento entra en contacto desde
el momento de la produccién hasta el momento de consumo. Por su parte, Blanco-Rios
y Col. (2011) afirman que la contaminacion de los alimentos es una consecuencia
directa derivada de las deficiencias sanitarias presentes durante el proceso de
elaboracién, manipulacién, transporte, almacenamiento y las condiciones en que son
proporcionados al consumidor. Los microorganismos provenientes de distintas fuentes
de contaminacion, son transferidos a la superficie de los alimentos donde encuentran

los nutrientes necesarios para proliferar.

Ray (2003) apunta que los tejidos internos de plantas sanas y animales son
esencialmente estéril. Sin embargo, los alimentos crudos y procesados (excepto
estériles) contienen diferentes tipos de bacterias, virus, mohos y levaduras. Los
microorganismos entran en los alimentos tanto de fuentes naturales (incluidas las
internas) como de fuentes externas, a las que se entra en contacto desde el momento

de la produccion hasta el momento del consumo:

e Fuentes naturales en alimentos de origen vegetal incluyen las superficies de
frutas, verduras, y los poros de algunos tubérculos (por ejemplo, rabano y
cebolla).

e Fuentes naturales para los alimentos de origen animal incluyen la piel, el pelo,
las plumas, el tracto gastrointestinal, el tracto urinogenital, el tracto respiratorio y

los conductos mamarios (canal del pezén) en las ubres de los animales lecheros

Se sabe que alrededor de 40 diferentes patégenos de origen alimentario provocan
enfermedades en humanos (Tabla 4). Mas del 90% de los casos confirmados y las
pérdidas humanas han sido causa de bacterias. Entre las bacterias mas comunes se

encuentran; C. botulinum, E. coli, Salmonella spp., S. aureus, Shigella spp., L.
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monocytogenes, Y. enterocolitica, B. cereus, y C. jejuni. No obstante, aproximadamente

el 98% de los microorganismos encontrados en los alimentos no son patdégenos

(Palomino-Camargo y Gonzalez-Mufioz, 2014).

Tabla 4. Principales enfermedades transmitidas por los alimentos en E. U.

_ Principales Fuentes de Num. de Num. de
Bacteria ] S
sintomas contaminacion casos muertes
Bacillus cereus  Diarrea acuosa, Productos carnicos, 27,360 0
dolor abdominal, leche, vegetales
nauseas pescado y pan
Campylobacter  Diarrea acuosa, Pollo crudo, leche 1,963,141 99
spp. fiebre, dolor de cruda, carne de
cabeza, nduseas cerdoyvacay
y dolor abdominal pescado.
Clostridium Colicos Carne, productos 248,520 7
perfringenes abdominales carnicos, salsas
intensos, diarrea
Listeria Nauseas, vomito  Leche, carney 2,493 499
monocytogenes y diarrea vegetales crudos,
queso, pescado
ahumado y crudo.
Salmonella spp  Fiebre, dolor de Carnes crudas, 1,341,873 553
cabezay leche y productos
abdominal lacteos, huevos,
pescado y
ensaladas.
Shigella spp Dolor abdominal, Ensaladas, 89,648 14
diarrea, fiebre, macarrones pollo,
vomitos vegetales crudos,
leche y productos
lacteos.
Staphylococcus Nauseas, vomitos Carnes y productos 185.060 2
aureus y dolor abdominal carnicos, huevos,
ensaladas, leche y
productos lacticos.
Yersinia Fiebre, diarrea, Carnes, ostiones 86,731 2

enterocolitica

vomitos y dolor
abdominal

leche cruda y
pescado.

Fuente: Scientific Status Summary, 2004.

La capacidad de los microorganismos (excepto los virus) para proliferar en un alimento

es determinado por el entorno alimentario, asi como el entorno en el que los alimentos
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se almacenan, designado como el entorno intrinseco y extrinseco de los alimentos
respectivamente. Entre los factores intrinsecos de un alimento se incluyen los
nutrientes, factores de crecimiento e inhibidores, actividad del agua, pH y etc. Mientras
que en los factores extrinsecos en el crecimiento microbiano en un alimento incluyen el
medio ambiente, siendo la temperatura, humedad relativa y gases, entre otros. (Ray,
2003).

Las enfermedades transmitidas por alimentos se clasifican en dos (Rodriguez y Col.,
2015):

e Infecciones alimentarias: cuando el patdgeno esta presente en el alimento, se
establece y prolifera en el consumidor

e Intoxicaciones alimentarias: las bacterias producen toxinas que se han
multiplicado hasta cierta concentracion en el alimento, tal aspecto es controlado

por las mismas a través del quorum sensing.

2.3.1- Salmonella

Barreto y Col. (2016) sefalan que el género Salmonella pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y esta constituido por bacterias Gram negativas, son facultativas,
gue se han clasificado en las especies S. enterica y S. bongori. Sin embargo, el
potencial patogénico esta representado por la especie S. enterica y por su gran
variedad de serotipos descritos hasta la fecha (Tabla 5). S. enterica se divide en 6
subespecies (enterica o |, salamae o I, arizonae o llla, diarizonae o lllIb, houtenae o IV
e indica o VI) en base a sus caracteristicas bioquimicas y de estas S. enterica,
subespecie enterica (0 subespecie |) se aisla en humanos en la mayoria de los casos

(Protocolo de Vigilancia y Alerta de Salmonelosis, 2012).

El género Salmonella fermenta glucosa, presenta produccion de gas, no fermenta
lactosa ni sacarosa; produce de forma irregular el acido sulfhidrico (H2S) en el agar
Triple azucar hierro (TSI), no hidrolizan urea, no produce indol, ni B-galactosidasa y
generalmente descarboxila la lisina (Organizacion internacional de normalizacion,
2002). Para Bayona (2009) las especies de Salmonella corresponden a patdgenos para

humanos y animales, adquiridos por via oral, causando enteritis, infeccién sistémica y
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fiebre entérica. Se asocian con la ingestion de alimentos contaminados o manipulados

inapropiadamente.

Tabla 5. Taxonomia de Salmonella.

Especie Subespecie Numero de serovariedades
S. entérica entérica 1443 (Typhimurium, Montevideo, etc.)
salamae 488
arizonae 94
diarizonae 323
houtenae 70
indica 11
S. bongori 20

Fuente: Garcia y Labbé, 2001.

Barreto y Col. (2016) mencionan que S. enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) y S.
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) poseen un amplio rango de hospederos
y provocan una enfermedad gastrointestinal en el ser humano en la mayoria de casos.
Otros serovares en cambio, tienen una alta especificidad hacia cierto hospedero y
generalmente causan la enfermedad en una Unica especie animal, como es el caso de
S. enterica serovar Typhi (S. Typhi), que afecta solo al ser humano provocando fiebre
tifoidea, una enfermedad sistémica. La epidemiologia de transmision de Salmonella
varia de cada serovariedad y de las distintas fuentes de contaminacion. S. Typhimurium
ha sido el serotipo mas identificado en los casos y representa cerca del 20% de los

aislados comunicados por afio a los CDC (Koneman, 2008).

La infeccion por Salmonella spp esta relacionada con la ingesta de alimentos
preparados de manera inadecuada o que se han contaminado durante su manipulacion.
Salmonella se encuentra principalmente en aves de corral, ganado ovino y vacuno,
cerdos, aves, burros e incluso mascotas siendo estas, las fuentes principales de
contaminacién de salmonelosis no tifoidea en humanos. Barreto y Col. (2016) sefialan
gue Salmonella se transmite por la ruta fecal-oral, ya sea directamente, o
indirectamente, a través de los alimentos. Es capaz de sobrevivir la acidez del

estbmago y la alta osmolaridad del intestino delgado, induce su internalizacién por las
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células epiteliales intestinales de ileon y resiste la fagocitosis mediada por las células
dendriticas y macréfagos, logrando colonizar el tejido linfoide subyacente y los ganglios
linfaticos mesentéricos. Contreras-Soto y Col. (2019) indican como otro factor
importante de Salmonella, su resistencia a antibi6ticos, lo que aumenta el riesgo de
infecciones en humanos y animales debido a la presencia de clones multirresistentes,
dificultando mas el tratamiento terapéutico de estas enfermedades. En la Tabla 6 se

muestran los resultados a pruebas bioquimicas de las distintas especies de Salmonella.

Tabla 6. Caracteristicas diferenciales de las especies y subespecies de salmonelas.

Especie S. enterica S. bongori

Subespecie | Il A B v vV
Enterica  Salamae  Arizonae Diarizonae Houtenae Indica

Pruebas bioguimicas

Dulcitol + + - - - D

ONPG - - + + - D +
Malonato - + + + - - -
Gelatinasa - + + + + + -
Sorbitol + + + + +/- - +
KCN - - - - + - +
D-tartrato + - - - - - -
Galacturonato - + - + + + +
MUG D D - + - D -
Mucato + + + (70%) - + +
Salicina - - - - + - -
Lactosa - - (75%) + (75%) - D -

+: 90% 0 mas cepas positivas, -: 90% o0 mas cepas negativas, D: Diferentes reacciones
por diferentes serovariedades.
Fuente: Koneman, 2008
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La deteccién de Salmonella spp por el método tradicional ISO 6579:2002 (Figura 3.) en

los alimentos se consiste en distintas etapas:

Pre-enriquecimiento

Enriquecimiento
selectivo

Siembra en placa

Confirmacion

Figura 3. Deteccion de Salmonella spp segun el método tradicional (Organizacién

internacional de normalizacion, 2002).
e Pre-enriquecimiento en medio selectivo no liquido:

En condiciones asépticas, se toma entre 15-50 gramos de muestra, se multiplica por 9,
obteniendo asi la cantidad de diluyente necesarios para la dilucion 1:10. Se tritura y
homogeniza el alimento en agua peptonada con ayuda de un stomacher. Se deja
incubar en un recipiente estéril a 37+1°C durante 18-20 horas (Organizacion

internacional de normalizacion, 2002).
e Enriquecimiento en medio selectivos:

Transcurrido el tiempo de incubacién, se siembra la muestra con volumen total de 0.1
ml y se distribuyen 3 gotas de manera separada y a la misma distancia con ayuda de
una pipeta automatica con punta estéril desechable, en una placa de caldo Rappaport-
Vassiliadis peptona de soja (Caldo RVS), cultivo selectivo semisélido, previamente
aditivado con una solucién de novobiocina. Se incuban las placas en posicion invertida
a 41.5x1°C por 24 horas. Paralelamente, se transfiere 1 ml de la misma muestra

incubada a un tubo de 10 ml de caldo Muller-Kauffmann Tetrationato Novobiocina,
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previamente aditivado con una solucion de novobiocina y una solucion de yodo-yoduro
potasico. Se dejan incubar los tubos a 37+£1°C por 24 horas (Organizacion internacional

de normalizacion, 2002).
e Siembra en placa en agar selectivo

Se utilizan dos medios solidos selectivos, agar XLD y agar Hektoen. Se siembra 1 pl
con ayuda de una asa de siembra desechable estéril dentro del borde del halo opaco
de crecimiento y se inocula en la superficie de una placa XLD y al mismo tiempo una
placa Hektoen con una estria de agotamiento, para obtener colonas aisladas. Se dejan
incubar las placas a 37+1°C por 24 horas en posicion invertida (Organizacion

internacional de normalizacion, 2002).
e Aislamiento en agar no selectivo

Se toma una colonia y se vuelve a aislar en la superficie de agar nutritivo con una asa
de siembra, se realiza una estria por agotamiento para obtener colonias, se invierten
las placas y se incuban a 37x1°C por 24 horas (Organizacion internacional de

normalizacion, 2002).
e Confirmacion de las colonias presuntivas de Salmonella.

Transcurrido el tiempo de incubacion y obtenidas las colonias en el agar nutritivo, se
realiza una siembra en un tubo de agar de hierro Kliger, con ayuda de la asa de Nicrom
estéril se realiza una primer siembra en picadura en el agar y una segunda siembra en
forma de zigzag en la superficie inclinada del medio. Se incuban los tubos a 37+1°C

durante 24 horas (Organizacién internacional de normalizacion, 2002).

e Confirmacioén bioquimica: RapiD ONE/API 20E

Se realiza la prueba de oxidasa a partir del tubo de Kliger para definir si es necesario
hacer una confirmacion bioguimica posterior. Si la zona impregnada vira a un color lila
la prueba es oxidasa positiva y por lo tanto Salmonella negativa pero si no vira es
oxidasa negativa y se prosigue con una confirmacién bioquimica final. El test RapiD

ONE se basa en un micro método cualitativo para la identificacion de Enterobacterias y

16



bacilos Gram negativos y negativos a oxidasa. Est4 formado por una galeria que
contiene 18 pocillos de reaccién. Mediante el liquido de inoculacion RaplD se realiza
una suspension bacteriana que permite rehidratar los pocillos. Se incuba la galeria por
4 horas a 37+1°C. Transcurrido el tiempo de incubacion se examina la galeria segun

el cambio de color (Organizacion internacional de normalizacién, 2002).

Salmonelosis es una enfermedad bacteriana que se caracteriza por un cuadro clinico
gue asociado a manifestaciones gastrointestinales o sistémicas que pueden
evolucionar. En humanos, las infecciones de salmonelosis no tifoidea se asocian con el
consumo de alimentos contaminados, siendo Salmonellas no tifoideas identificadas en
estos brotes. Los sintomas de salmonelosis comienzan en forma de diarrea que puede
ir acompafada de fiebre, nduseas, vomitos, cefalea, mialgias y otros sintomas de 3 a 7
dias de duracion. La enfermedad es auto limitada para la mayor parte de los casos,
aunque también puede evolucionar a una septicemia o una infeccion localizada

(Protocolo de Vigilancia y Alerta de Salmonelosis, 2012).

La salmonelosis es considera como un problema de salud mundial, afecta a gran
numero de paises y se encuentra relacionada con el consumo de diversos tipos de
alimentos. Quesada y Col. (2016) apuntan que la intoxicacibn ocasionada por
Salmonella es una de las zoonosis de mayor prevalencia en paises desarrollados y una
de las principales causas de enfermedades gastrointestinales en el hombre. El nUmero
de infecciones humanas por Salmonella spp aproximadamente es superior a
93,800,000 casos anuales, con 155,000 muertes en todo el mundo. En América Latina,
Asia y Africa la incidencia reportada de salmonelosis es de 200 a 500 casos por 100,000
habitantes por afio. Rincon (2011) refleja que México es el pais mas afectado por
salmonelosis, ya que su Secretaria de Salud reporta anualmente un promedio de
68,000 casos de infecciones causadas por bacterias del género Salmonella. La Tabla

7 muestra los casos de infecciones por Salmonella en México de afios previos.
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Tabla 7. Diversidad de serotipos de Salmonella en México aislados de diferentes
fuentes desde 1968 hasta 2018.

Origen de asilamiento

Serotipo Animal Humanos Medio Alimentos  Alimentos  Total %
ambiente  animales  vegetales

Enteritidis 7 190 1 53 6 257 6.61
Typhimurium 47 63 38 100 29 247  6.52
Anatum 25 38 18 120 4 205 541
Agona 3 67 5 106 8 189 4.99
Meleagidris 1 41 0 118 0 160 4.22
Oranieburg 32 43 50 2 0 127 3.35
Derby 14 4 0 66 0 84 2.21
Infantis 4 35 7 36 0 82 2.16
Ohio 0 67 0 2 0 69 1.82
Havana 8 0 49 0 59 1.55
Arizonae 24 0 0 1 12 37 0.97
Typhi 0 0 6 11 3 20 0.52
Montevideo 2 0 4 0 0 6 0.16
Otras 739 251 173 958 124 2,245 59.51

Fuente: Contreras-Soto y Col., 2019.

El control de Salmonella en la cadena alimentaria es bastante complicado, esto es
debido a las interrelaciones entre la manipulacion por parte del hombre, la
contaminacion ambiental y el origen del alimento. Barreto y Col. (2016) sefalan que las
funciones de virulencia y supervivencia que estan codificadas en las islas de
patogenicidad, la capacidad de formar biopeliculas y el progresivo aumento de la
resistencia contra los antimicrobianos, constituyen elementos que permiten a
Salmonella su amplia diseminacién y distribucion en la naturaleza, transformandose en
una amenaza para la salud publica que persiste en el ambiente, en los alimentos y en

un amplio rango de hospederos.
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La salmonelosis se presenta bajo dos sindromes en la especie humana (Adelantado,
2008):

1. Fiebre entérica, incluyendo la fiebre tifoidea causada por Salmonella enterica
subs. enterica serotipo Typhi y la fiebre paratifoidea, patologia similar a la tifoidea
pero con sintomatologia menos grave, causada por Salmonella enterica subs.
enterica serotipos Paratyphi A, B o C. La fiebre enterica implica una infeccion
sistematica, debido a la capacidad invasiva de las cepas.

2. Gastroenteritis, causada por diversos serotipos de Salmonella enterica. Este tipo

de infecciones no se acompafia generalmente de una infeccién sistematica.

La prevencion de Salmonella exige el control de todas las etapas de produccién de los
alimentos preparados y destinados al consumo humano, tanto en las industrias como

en los hogares (Protocolo de Vigilancia y Alerta de Salmonelosis, 2012):

Cocinar a temperaturas que ronden los 65°C en el centro del producto.

- Las comidas ya preparadas deben refrigerarse a temperaturas menores
a los 5°C.

- Evitar la contaminacion cruzada de alimentos crudos de los cocidos.

- Mantener limpias superficies y utensilios una vez se haya cocinado.

- Lavarse las manos con frecuencia al manipular alimentos.

- Establecer programas de control de Salmonella.

- Educar a la poblacién, de manera que se evite el consumo de huevos

crudos, sucios, rotos o que hayan sido cocinados de forma incompleta.
2.3.1.1- Salmonella serovar Montevideo

Allard y Col. (2012) indican que Salmonella enterica subespecie enterica serovar
Montevideo es uno de los diez serovares mas comunes asociados con alimentos
contaminados. Lalsiamthara y Hwa (2017) sefialan que en los ultimos afios se ha
observado un aumento de las infecciones humanas y los brotes de un serotipo en
particular, Salmonella Montevideo (SM), en todo el mundo. Se ha informado en los EE.
UU., Europa, Australia y Asia, incluidos Corea y Japén. En 2002, se identificaron los

primeros brotes de SM en Australia y Nueva Zelanda y, desde entonces, se han
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notificado 68 personas infectadas. En 2010, se informé de un brote de SM asociado
con un complemento alimenticio dietético en Alemania, y se identificaron 15 infecciones
de SM inusuales. En los EE. UU., de 2009 a 2015 se informaron varios brotes de SMy
los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) registraron mas de 500
casos durante este periodo. Salmonella enterica serovar Montevideo esté
constantemente en la lista de los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC) de los 20 serovares de Salmonella que causan enfermedades
humanas. Las fuentes de los brotes de Montevideo varian, con casos recientes

atribuidos a granos de pimienta negra y roja, tahini y pistachos (Nguyen y Col., 2018).

2.4- Antimicrobianos

Calvo y Martinez (2009) mencionan que el descubrimiento de la penicilina en 1929 y su
posterior introduccion en clinica supuso una verdadera revolucion en el tratamiento de
la patologia infecciosa. Desde entonces, se han incorporado a la practica clinica
decenas de familias de antimicrobianos, con actividad frente a bacterias, hongos,
parasitos y virus. Los mecanismos por los que los compuestos con actividad
antibacteriana inhiben el crecimiento o causan la muerte en bacterias son muy variados.
Los antimicrobianos ejercen su accion estructuras o funciones bacterianas, pueden
inhibir la sintesis de la pared bacteriana, alterando la integridad de la membrana
citoplasmica, impidiendo la sintesis proteica o bloqueando la sintesis o las funciones de

acidos nucleicos.

Quifones (2017) apunta que desafortunadamente, la evolucion en la produccion de
antimicrobianos se ha acompafado en un incremento importante de la resistencia de
bacterias, hongos, parasitos, incluso virus, a diferentes familias de antimicrobianos.
Entre los distintos mecanismos de resistencia bacteriana a los antimicrobianos

encontramos:

e Enzimas inactivantes de antibiotico.
e Impermeabilidad de la membrana.
e Alteracion de porinas y/o polisacarido.

e Bombas de expulsion.

20



e Modificacién del sitio blanco (diana donde actia el antibiotico).
e Vias metabdlicas alternativas.

e Proteccion citoplasmética del sitio blanco.
2.4.1- Antimicrobianos naturales

Pastrana-Puche y Col. (2017) sefialan que existe la necesidad de disminuir o eliminar
los agentes patdgenos o alterantes en los alimentos a través de nuevas metodologias
de higiene y seguridad, evitando que disminuya la calidad de un alimento o afecte la
salud del consumidor. Rodriguez (2011) indica que la demanda de productos frescos
sin tratamiento quimico estd en aumento, asi como el interés por usar agentes
antimicrobianos de origen natural, por esto actualmente se busca la combinacion de
dos o mas factores que interaccionen aditiva o sinérgicamente, controlando la poblacion
microbiana y permitiendo con esto, productos semejantes al producto fresco pero con
menos aditivo. El uso de aditivos alimentarios de origen natural implica la incorporacion
de dichos compuestos a los alimentos con fines antimicrobianos, sin que afecte
negativamente a las caracteristicas del alimento. En la Figura 4 se muestras algunas

tendencias de mercado por parte de la poblacién.

Tendencias ] Caracteristicas

actuales
Convenientes y de Féaciles de
alta calidad almacenar

[ calentamiento menops )
Procesos menos intenso y dafio minimo

severos por congelacién

Menos aditivos Uso antimicrobianos
naturales, timol,

artificiales ) | carvacrol, eugenal, etc. |

Mas frescos Uso de congelacion

Con menos grasas

Mas saludables saturadas y menos
cantidad de azucares

Figura 4. Tendencias de los consumidores que tienen impacto directo en la tecnologia

y conservacion de alimentos (Welti, 1997).
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Los antimicrobianos naturales se pueden obtener principalmente de hierbas, plantas, y
especias. Lo mas dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho
antimicrobiano al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad (Beuchat y
Golden, 1989). Nychas (1995) indica que el uso de antimicrobianos es una préctica
comun dentro de la industria alimentaria, por muchos afios se han utilizado
antimicrobianos sintetizados quimicamente (que en ciertos casos han causado dafio a
la salud de los consumidores, si se utilizan en concentraciones altas como en el caso
de los sulfitos), siendo rechazados por gran parte de los consumidores de alimentos
procesados, por lo cual ha surgido la necesidad de buscar otras alternativas. En esta
busqueda se han encontrado nuevos agentes antimicrobianos de origen natural, como

sustitutos de los tradicionalmente utilizados.

Métodos utilizados para la evaluacion de la actividad de estos antimicrobianos es a
base de pruebas in vitro y pruebas de aplicacion. Durante estas pruebas es importante
gue se mantenga bajo control factores como temperatura, pH, actividad de agua,
nutrientes entre otras cosas. Rodriguez (2011) menciona que el futuro de los
antimicrobianos de origen natural, se encuentra determinado por la actitud de
aceptacion del consumidor por estos antimicrobianos y el rechazo del consumidor ante
los conservadores quimicos. Los antimicrobianos de origen natural, se consideran
como fuentes seguras, pero su uso real en los productos alimenticios, se ha establecido
en muy pocos casos. Cualquiera de estos antimicrobianos de origen natural, debera ser
sometido a rigurosos estudios toxicologicos y confirmar su seguridad. En la Figura 5 se

muestran ejemplos de métodos para evaluar la actividad antimicrobiana.
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[Métodos de evaluacién de punto final ]

« Difusion de agar

+ Difusion de agar y caldo

» Gradiente en placa

* Pruebas para desinfectantes

[Métodos descriptivos ]

» Ensayos turbidimétricos
» Curva de inhibicién y muerte

[Métodos aplicados ]

* Punto final
» Curva de inhibicién y muerte

[Métodos para evaluar mezclas de sustancias ]

Figura 5. Métodos para evaluar la eficacia de los antimicrobianos naturales (Rodriguez,
2011).

Lucera y Col. (2012) establecen que los principales compuestos naturales son los
aceites esenciales derivados de plantas aromaticas (albahaca, tomillo, orégano,
canela, clavo, romero, etc.), bacteriocinas de fuentes microbianas (nisina, natamicina),
acidos organicos (acido sorbico, propionico, citrico), enzimas obtenidas de fuentes
animales (lisozima, lactoferrina) y naturalmente polimeros presentes (quitosano). En
este contexto, los aceites esenciales estan ganando un gran interés por parte de la
industria alimentaria por su potencial uso como agentes antimicrobianos, ya que son
generalmente reconocidos como seguros (GRAS). Los componentes activos se
encuentran generalmente en las fracciones del aceite esencial y esta bien establecido
gue la mayoria de ellos tienen un amplio espectro de actividad antimicrobiana, contra

patégenos transmitidos por los alimentos y bacterias de descomposicion
2.5- Aceites esenciales

Rodriguez (2011) define a los aceites esenciales como liquidos aceitosos obtenidos de
diferentes partes de la planta como flores, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas,
madera, frutos y raices. Son una mezcla compleja de compuestos como ésteres,

aldehidos, cetonas y terpenos. Mientras que para Lucera y Col. (2012) la actividad
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antimicrobiana de los aceites esenciales vegetales se debe a su estructura quimica, en
particular a la presencia de grupos funcionales hidréfilos, como grupos hidroxilo de

componentes fendlicos y/o lipofilia de algunos componentes de aceites esenciales.

Rodriguez (2011) menciona que la aplicacion de antimicrobianos de origen natural, es
necesario comprobar su eficacia en medios microbioldgicos y en productos alimenticios.
Las pruebas “in vitro” proporcionan informacion valiosa respecto a su efectividad
antimicrobiana del compuesto, y pueden ser evaluados de igual manera, las variables
gue afectan a la actividad antimicrobiana, de la cual depende del tipo, género, especie
y microorganismo a evaluar. La FAO (1998) estima que existen alrededor de 3,000
aceites esenciales conocidos, de los cuales aproximadamente el 10% tienen
importancia comercial y se utilizan ampliamente en diferentes ramas de la industria. En
la Figura 6 se muestra la clasificacion de los aceites esenciales en base a su

consistencia, origen y naturaleza de los componentes mayoritarios.

Naturaleza quimica
Consistencia Origen de los componentes
mayoritarios

e Fluidas e Naturales ¢ Monoterpenoides

® Balsamos e Sintéticos ¢ Sesquiterpenoides

e Concretos y e Artificiales e Compuestos
absolutos oxigenados

¢ Oleorresinas ‘ ‘

Figura 6. Clasificacion de los aceites esenciales (Montoya, 2010).

Montoya (2010) sefiala que los terpenoides o terpenos son las sustancias mas
abundantes en productos naturales, presentan gran diversidad sensorial. Estan
conformados por unidades isoprénicas (CsHs) que se usan para clasificarlos como en
la Tabla 8. Muchos de estos compuestos tienen distintos grupos funcionales, entre

estos estan acidos libres, alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles, ésteres, etc.
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Tabla 8. Clasificacion de los terpenoides.

Nombre Férmula Unidades Isoprénicas (CsHs)
Monoterpenoides C1oH16 2
Sesquiterpenoides CisHa24 3
Diterpenoides CaoHz2 4
Sesterpenoides CasHao 5
Triterpenoides CsoHas 6
Carotenoides CaoHea 8
Resinoides (CsHsg)n n

Fuente: Montoya, 2010.

Vaillant y Col. (2009) expresan que los monoterpenos presentes en aceites esenciales
son compuestos que resultan menos perjudiciales que los fungicidas quimicos desde
el punto de vista ambiental. Montoya (2010) menciona que los monoterpenoides son
los principales compuestos de los aceites esenciales extraidos de las plantas. Los
monoterpenoides se clasifican en aciclicos, monociclicos y biciclicos (Figura 7). Los
sesquiterpenoides estan compuestos por 3 unidades isoprénicas, resultantes del
metabolismo secundario de las plantas. Estos compuestos se clasifican en
monociclicos, biciclicos, triciclicos y tetraciclicos. Farnesol y nerolidol (Figura 8) son

dos sesquiterpenoides muy comunes en los aceites esenciales.

L P

/\/\

a) b) c) d) e)

Figura 7. Monoterpenoides con estructura sencilla: a) Limoneno, b) Mentona, c)

Citronelol, d) a-Terpineno y €) a-Terpineol (Montoya, 2010).

25



CH,OH

a) b)
Figura 8. Sesquiterpenoides aciclicos: a) Farnesol y b) Nerolidol (Montoya, 2010).

Cuando se combinan dos o mas antimicrobianos, se pueden presentar tres efectos.
Uno de ellos es que puede ocurrir un efecto aditivo, este efecto se hace presente
cuando el efecto combinado de los antimicrobianos es igual a la suma de los efectos
observados de los agentes individualmente o igual al efecto del agente mas activo en
la combinacion. Por lo tanto, este efecto aditivo se hace presente cuando la actividad
microbiana de un antimicrobiano no se ve aumentada ni disminuida con la presencia de
otro agente antimicrobiano. El segundo efecto que puede ocurrir es la presencia de
sinergismo, el efecto inhibitorio que se observa en la combinacion de antimicrobianos
es mayor a la sumas de los efectos observados de los agentes probados
individualmente. Un efecto sinérgico se refiere al incremento de la actividad
antimicrobiana de un compuesto antimicrobiano en presencia de un segundo
compuesto. Por ultimo, también puede ocurrir un efecto antagonico. Este efecto
aparece cuando la actividad antimicrobiana de un compuesto antimicrobiano es

reducida por la presencia de un segundo agente antimicrobiano (Rodriguez, 2011).

2.5.1- Métodos de extraccion de los aceites esenciales

Montoya (2010) establece que los aceites esenciales se extraen de los tejidos vegetales
mediante diversos procedimientos fisicos y quimicos segun la especie de la planta, las
condiciones de cultivo y partes de la planta que se utilizaran. Peredo-Luna y Col. (2009)
sefialan que la composicion de los aceites esenciales y extractos pueden varias de

acuerdo al método de extraccion utilizado. Las variaciones radican en diferencia a la
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proporcion de los compuestos. En la Tabla 9 se muestran los distintos métodos de

extraccion utilizados.

Tabla 9. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Método Procedimiento Productos obtenidos
Compresion .
,p Aceites
. de cascaras .
Extrusion esenciales
Raspado de citricos
Métodos directos cascaras
Lesiones .
., L. Gomas, resinas,
Exudacion mecanicas balsamos
en corteza
Directa
Arrastre con vapor de agua
(directo, indirecto, a presion, a Aceites esenciales v aquas
Destilacion vacio) ales yag
— — aromaticas
Destilacion-maceracion
(Liberacion enzimatica de
9 agliconas en agua caliente)
5 Infusiones y
g En caliente resinoides
2 Solventes volatiles alcohdlicos
) Extraccion . Concretos
=} En frio y
k] con absolutos
D solventes . Absolutos de
= . En caliente
Solvente fijos (grases y pomadas
aceites) . Absolutos de
En frio
enflorados
- Utilizacién de ultrasonidos en el proceso extractivo de la
Técnicas destilacic
de estilacion
. Extraccion por microondas
vanguardia — - . —
Extraccion por fluidos en estado super critico

Fuente: Montoya, 2010.

2.5.2- Métodos de identificacion de los componentes de los aceites esenciales

Montoya (2010) sefiala como los métodos de separacién e identificacion para aceites

esenciales mas

importantes son:

la destilacién

fraccionada; las técnicas

cromatograficas de capa fina; cromatografia de columna; cromatografia preparativa;

cromatografia liquida de alta eficiencia (obtencion de fracciones); cromatografia de

gases (columnas capilares de alta eficiencia); técnicas espectroscopicas,
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particularmente la espectrometria de masas (EM), la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN) y la espectroscopia infrarroja (IR); los sistemas
cromatograficos acoplados a técnicas espectroscopicas, especialmente la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG/EM o CG-MS) y
la cromatografia de gases acoplada a la espectroscopia infrarroja (CG-FTIR) y lo ultimo

es cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a cromatografia de masas.

2.5.3- Aplicaciones de los aceites esenciales

Existe una diversidad de consumo de aceites esenciales por parte de la industria, se
emplean como aromatizantes, ambientadores, articulos de limpieza, se emplean para
la elaboracion de jabones, en cremas, licores, desodorantes y en alimentos. La gama
de productos en los que se utilizan los aceites esenciales o0 sus subproductos es amplia

y variada (Montoya, 2010):

e Industria farmacéutica y dental: Se utilizan contra enfermedades y en
aromaterapia, también en la produccion de cremas y articulos de tocador.

e Industria alimentaria y de licores: Se agregan a los alimentos como aditivos
naturales, saborizantes, colorantes, antioxidantes y conservadores.

e Industria cosmética, de perfumeria, de jabon y de los ambientadores.

e Productos de uso veterinario

e Oftros usos
2.5.4- Aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum)

Ljaz y Col. (2008) sefialan que la albahaca (Ocimum basilicum L.) pertenece a la familia
Lamiaceae, es una hierba aromatica que se produce en todo el mundo, se cree que su
origen nacio en la India e Iran, y después fue introducida a Europa durante el siglo XII,
tradicionalmente, la albahaca ha sido ampliamente utilizada en alimentos como un
saborizante, asi como en la perfumeria e industrias farmacéuticas. Politeo y Col. (2007)
indican que es una fuente de compuestos aromaticos y de aceites esenciales con
constituyentes bioldgicos que poseen propiedades antimicrobianas, insecticidas,
fungistéticas y nematicidas. Cardozo-Ugarte y Sosa-Morales (2012) mencionan que

debido a la necesidad actual de crear alimentos seguros y funcionales de origen natural,
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el aceite esencial de albahaca tiene un amplio potencial de utilizacion como aditivo en
los alimentos, aportando funcionalidades y beneficios al producto final. En la Tabla 10

se muestra los compuestos encontrados en diferentes investigaciones.

Tabla 10. Comparacién de la composicion quimica del aceite esencial de albahaca de

diferentes variedades.

) Boziny Carovicy Politeo y
Ebrahim (2006)
Col. (2006) Col. (2010) Col. (2007)
Compuesto Variedad Verde Morada Verde Verde Verde
guimico Pais Iran S.yM Alemania Croacia
Geranial 27.6 - - 28.58 -
Estragol - - 45.8 0.65 21.7
Cariofileno 1.6 1.2 4.5 1.96 0.3
Neral 18.5 1.2 - 7.15 -
Eugenol - - - 0.57 5.9
Oxido 54 1.4 0.1 7.12 -
cariofileno
Linalol - 20.1 24.2 12.15 28.6
1,8-cineol 0.3 0.4 0.1 - -
Alcanfor - 0.6 0.3 - 0.5
a-Bergamoteno 0.8 5.2 0 7.96 2.2

Fuente: Cardozo-Ugarte y Sosa-Morales, 2012.

Cardozo-Ugarte y Sosa-Morales (2012) mencionan que las propiedades y uso que le
han dado al aceite esencial de albahaca son atribuidos a los componentes mayoritarios
tales como metilchavicol, eugenol, linalol, alcanfor y metilcinamato. La composicién del
aceite va a depender de las hojas, flores y origen de la planta, asi como el periodo de
siembra y de cosecha pero en general los principales componentes son monoterpenos,

fenilpropanoides, sesquiterpenoides y compuestos alifaticos.
2.5.5- Aceite esencial de zacate-limon (Cymbopogon citratus)

El Cymbopogon citratus es una planta perteneciente a las gramineas y es cultivada en

gran mayoria de paises tropicales y subtropicales. Es una planta que exige un espacio
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soleado, clima caliente, temperatura 23-27°C y humedad relativa para su cultivo.
Wannissorn y Col. (1996) reportaron que el citral es el componente mayoritario del
aceite esencial de C. citratus, otorgandole un olor caracteristico a limén. Existen
alrededor de 120 especies que pertenecen al género Cymbopogon con diferente
composicion quimica. El aceite esencial se ha utilizado para fines de perfumeria,
cosmeéticos, preparaciones farmacéuticas y en la industria alimentaria. Bermudez-
Vasquez y Col. (2019) determinaron la composicion del aceite esencial de zacate-limén

de dos diferentes origenes (Tabla 11).

Tabla 11. Valor porcentual de los principales compuestos presentes en los aceites de

Cymbopogon citratus de Escazu y Sarapiqui en Costa Rica.

Cymbopogon citratus

Compuesto
Escazu Sarapiqui

Mirceno - 9.18
Limoneno - 2.47
Isoneral 0.72 3.97
Isogeranial 1.56 3.88
B-citral 30.67 33.01
a-citral 49.61 37.51
Geraniol - 4.28
2,4-di-tert-butilfenol - 5.7
Acido geranico 14.43 -
Acido 3,5-di-tert-butil-4-hidroxifenilpropionico 3.01 -

Fuente: Bermudez y Col., 2019.
2.5.6- Aceite esencial de menta (Mentha piperita)

Paz y Col. (2006) sefialaron que la Mentha piperita es una de las principales plantas
medicinales mas utilizadas por el hombre moderno. Pertenece a las Labiadas y se
conoce como toronjil de menta, menta inglesa, entre otros. Es una hierba aromatica con
el tallo ramoso y flores pequefias en verticilos blancos. Maravi (2012) describe que la

Menta piperita (Menta), es una especie herbacea, vivaz, con tallos erectos,
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cuadrangulares muy ramificados, llega a alcanzar una altura de 80 cm que nace de un
rizoma subterrdneo del que brota un extenso sistema radicular. Hojas opuestas
pecioladas, lanceoladas o agudas, con bordes aserrados, color verde oscuro en la cara
superior y mas claro en la inferior. Flores agrupadas en tirsos densos, color purpura.
Los estolones son de seccion cuadrangular y crecen bajo y sobre la superficie del suelo
en todas direcciones. A continuacion, en la Tabla 12 se muestran los componentes
obtenidos por Solis-Quispe y Col. (2017) de una muestra de aceite esencial de menta

cultivada en Perd.

Tabla 12. Principales componentes del aceite esencial de Mentha piperita variedad

vulgaris.

Componente Mentha piperita (%)
Mentol 35.4+3.2
Metil acetato 19.6+2.0
Mentona 7.1+0.8
Limoneno 5.9+0.2
1,8-cineol 4.81£0.2
Neo mentol 2.9+0.3
Mirceno 1.9+0.1
Terpinen-4-ol 1.940.1
(E)-cariofileno 1.840.1
a-pineno 0.4+00

Fuente: Solis-Quispe y Col., 2017.
2.5.7- Aceite esencial de jengibre (Zingiber officinale).

Bartley y Jacobs (2000) sefialan que el jengibre (Zingiber officinale) se ha utilizado
como una especia desde hace mas de 2000 afos. Tiene un considerable interés
comercial y actualmente es uno de las especias mas importantes comercializadas
internacionalmente. Se cultiva en muchas zonas tropicales y paises subtropicales,
incluidos India, Nigeria, Fiji, Taiwan, China y Australia. El jengibre es un aditivo comuan

en varios alimentos comerciales y bebidas y es valorada tanto por su aroma,
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componentes volatiles y por su picante. Los constituyentes volatiles que imparten el olor
caracteristico, agradable (descrito como dulce, célidos, alcanforados o citricos) estan
presentes en el vapor de aceite volatil. Reyes-Najar y Col. (2011) realizaron la
caracterizacion del aceite esencial de jengibre obtenido por la extraccién de Soxhlet y

por extraccion por fluidos supercriticos (Tabla 13).

Tabla 13. Principales componentes de extractos de jengibre obtenidos por soxhlety por
EF.

Compuesto % Relativo por normalizacion de areas
Soxy Soxe EFS: EFS>
a-zingibereno 1.3 17.5 3.8 24
Trans-nerolidol - 14 22.6 -
Decanal 9.9 4.1 4.1 0.3
Limoneno 1.7 1.7 0.4 3.9
B-Burboneno 9.6 1.3 2.6 3.3
Oxido de humuleno 2.5 - 5.4 7.9
a-terpineol 2.2 15 1.0 0.6
B-sesquifelandreno - 13.2 - -
Nerol 2.8 5.1 2.0 10.3
B-citronelol 2.9 0.4 2.1 -
Citral 3.9 7.9 2.8 12.6

Fuente: Reyes-Najar y col., 2011.

2.6- Fase de vapor

La generacion de vapores de los aceites esenciales se basada en crear una atmosfera
0 un microambiente dado por los propios aceites. Hasta el momento, no se ha
encontrado una metodologia estandar para evaluar la inhibicibn antimicrobiana por
medio del contacto de los vapores de los aceites esenciales (Reyes-Jurado y Col.,
2012). Existen varios métodos utilizados por diferentes autores, los dos principales son:
1) el método de superposicion, que es solo una variacion simple del ensayo de difusion

de disco y puede relacionarse al contacto directo de las peliculas en las superficies de
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los alimentos y 2) el método de la fase de evaporacién donde los AE y los
microorganismos se colocan por separado en algun entorno sellado y pueden estar
relacionados con la inhibicion microbiana a distancia sin contacto directo de la pelicula
con la comida contaminada (Avila-Sosa y Col., 2012). Sin embargo, algunos métodos

reportados, dentro de los cuales destacan (Reyes-Jurado y Col., 2012):

e Uso de placas invertidas, consiste en inocular los agares con el microorganismo
de prueba, una vez que se inocula el microorganismo la placa se invierte y sobre
la tapa de la placa se color papel filtro, sobre el papel filtro se depositan los
aceites esenciales y se mantiene una temperatura controlada. Su principio se
basa en la rapida volatilizacion de los vapores los cuales entran en contacto con
el microorganismo.

e Creacion de una atmoésfera a partir de aceites esenciales, técnica que consiste
en utlizar una camara de plastico con tapa transparente y sellada
herméticamente, en su interior y en el centro se coloca cierta concentracion del
aceite esencial y sobre este una rejilla donde se colocan los agares inoculados,
las cAmaras se mantienen a temperatura controlada y cerradas herméticamente,
de tal manera que los vapores generados por los aceites esenciales entran en
contacto con los microorganismos, y consecuentemente su evaporacion en el

interior del microambiente puede generar zonas de inhibicion.

El contacto de vapor es una alternativa cuando los EO y los microorganismos se
colocan por separado en un entorno sellado y, por lo tanto, la inhibicion microbiana se
logra desde la distancia sin contacto directo del agente antimicrobiano con los alimentos
(Velazquez-Nufiez y Col., 2013). Algunos estudios han informado que el vapor
generado por los aceites esenciales tiene un mayor efecto antimicrobiano en
comparacion con los aceites esenciales en forma liquida aplicados por contacto directo
(Reyes-Jurado y Col., 2019).

Dado que el efecto antimicrobiano de cada aceite esencial es diferente su actividad
antimicrobiana puede ser evaluada como la concentracion minima inhibitoria (CMI), la
cual se define como la concentracion minima requerida del aceite esencial que tiene la

capacidad de detener o eliminar el crecimiento del microorganismo. La actividad
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antimicrobiana de los aceites esenciales depende de tres caracteristicas principales:
por su cardcter hidréfilo o hidréfobo, por sus componentes quimicos y por el tipo de

microorganismo al que se esté atacando (Reyes-Jurado y Col., 2019).
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3.- JUSTIFICACION

En afios recientes se han reportado un gran aumento en el niumero de brotes
infecciosos a causa del consumo de alimentos contaminados y consumidos por la

poblacion.

Esta investigacion tiene como finalidad demostrar la efectividad de la aplicacion de un
tratamiento alternativo a partir de compuestos naturales para la eliminacion de
patdgenos en alimentos siguiendo las nuevas tendencias por parte de la poblacion al
consumir alimentos lo mas naturales posibles. Los aceites esenciales presentan una
alta actividad antimicrobiana en contacto directo. Por lo cual, una exposicion directa en
fase de vapor de los aceites esenciales en contra de Salmonella serovar Montevideo
puede ser eficaz, debido a los compuestos volatiles presentes y su gran actividad

antimicrobiana en contacto directo.
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4.- OBJETIVOS
4.1- Objetivo general

Evaluar el efecto inhibitorio en fase de vapor de mezclas binarias de aceites esenciales
de albahaca (Ocimum basilicum), zacate limén (Cymbopogon citratus), menta (Mentha
piperita) y jengibre (Zingiber officinale) contra Salmonella serovar Montevideo en

condiciones in vitro.
4.2- Objetivos especificos

1. Realizar una caracterizacion cualitativa de los de aceites esenciales de albahaca
(Ocimum basilicum), zacate limén (Cymbopogon citratus), menta (Mentha piperita) y
jengibre (Zingiber officinale).

2. Determinar la concentracion minima inhibitoria en fase de vapor de aceites
esenciales de albahaca (Ocimum basilicum), zacate limon (Cymbopogon citratus),
menta (Mentha piperita) y jengibre (Zingiber officinale) contra Salmonella serovar

Montevideo in vitro.

3. Determinar el efecto de las mezclas binarias en fase de vapor de los aceites
esenciales de albahaca (Ocimum basilicum), zacate limon (Cymbopogon citratus),
menta (Mentha piperita) y jengibre (Zingiber officinale) contra Salmonella serovar

Montevideo in vitro.
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5.- DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

Caracterizacion cualitativa de
) : CG-SM
aceites esenciales

v

e Albahaca (Ocimum basilicum)

e Zacate limon (Cymbopogon citratus)
e Menta (Mentha piperita)

e Jengibre (Zingiber officinale)

Determinacion in vitro de la CMI
de los aceites esenciales en fase |—»

de vapor

v

Determinacion in vitro del efecto
de las mezclas binarias en fase —— | ¢ Modelo; Tablero de ajedrez

de vapor
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6.- MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico: Cepa de Salmonella serovar Montevideo proporcionada por el

Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP.

Aceites esenciales: Se obtuvieron en el Laboratorio Hersol S.A. de C.V.

Material de vidrio y reactivos de grado analitico: los necesarios para cada determinacion.

Tabla 14. Equipos utilizados.

Equipo Marca Modelo
Balanza VELAB VE-5000
Incubadora BG. E-41
Campana de flujo ESEVE CFL-102v
Parrilla de calentamiento FISHER CIENTIFIC ISOTEMP
Micropipeta 1000 pl LABMATE PRO LMP 1000
Micropipeta 10 pl — 100 pl LABMATE PRO LM100
Refrigerador WHIRPOOL WT8240N
Bafio Maria BARNSTEAD AQUABATH
Cromatografo AGILENT TECHNOLOGIES | 6850N
Tabla 15. Métodos utilizados.
Determinacion Técnica Referencia

Caracterizacion cualitativa
de aceites esenciales

Cromatografia de gases
acoplada a espectrometria
de masa (CG-MS)

Sarria, R. A., (2017).

Determinacion CMI  por Técnica de placa invertida Reyes-Jurado 'y  col.
contacto de vapor P (2019)
Eilr?sr(i);clon de mezclas Modelo tablero de ajedrez Davidson y col (2005).
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7.- METODOLOGIA
7.1- Caracterizacion e identificacion de los componentes de los aceites esenciales

Los componentes quimicos se identificaron cualitativamente mediante la técnica
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-SM), se realiz6 a
través de un cromatégrafo marca Agilent Technologies modelo 6850N, equipado con
un detector de masa de triple eje 5975C. Para separar los componentes de los aceites
esenciales se us6 una columna capilar HP5-MS, se utilizé helio grado cromatogréafico
como gas acarreador en modo de flujo constante (1.5 mL/min) y el inyector estuvo a
una temperatura de 240°C. El tiempo de ejecucion total fue de 45 minutos. La
temperatura de la columna se mantuvo durante 10 minutos a 60°C. Posteriormente, se
incrementd cada 5 minutos hasta alcanzar 240°C y se mantuvo en este valor durante
50 minutos. Los extractos fueron diluidos 1:100 (v/v) con éter dietilico y 1 pyL de la
muestra diluida se inyecto de forma automatica. El inyector y detector de temperatura
se fijaron en 250 y 280°C respectivamente. Los componentes de los aceites esenciales
se cuantificaron por porcentaje de area de pico relativa y se identificaron mediante la
comparacion de su patron de fragmentacion de masas con los almacenados en la base

de datos del NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia)

7.2 Determinacion in vitro de la concentracidon minima inhibitoria los aceites esenciales

y mezclas binarias.

Se prepar6 un caldo soya tripticasa inoculando Salmonella serovar Montevideo
previamente identificada y se incubo por 24 horas. A partir de este cultivo se realizaron
diluciones seriadas en tubos de ensayo con agua peptonada al 0.1%, se inicidé por una
dilucion 1:10 hasta llegar a 1:100000. Se realiz6 el sembrado con la técnica de
extendido en placa en medios de agar soya tripticasa, se trabajé con un volumen de 10
pl del caldo TSA de las diluciones 1:1000 y 1:100000. Se invirtié la placa petri y en la
tapa se colocé un pedazo de papel filtro estéril, al cual se le agregaron distintos
volumenes de aceite esencial, se prepar6 el duplicado correspondiente a cada volumen
gue se evalud. Se sello la caja petri con parafilm para evitar que se escapara la fase de
vapor del aceite esencial, se realizaron los respectivos controles de trabajo, del medio

de cultivo, del ambiente y de agua peptonada. Se incubé la placa por 24 horas y
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transcurrido el tiempo se hicieron las determinaciones de la concentracién minima

inhibitoria. Esta técnica se evalud en cada uno de los aceites esenciales de importancia.

Ilgualmente se evaluaron de manera in vitro las mezclas binarias, el proceso fue idéntico
con la diferencia que al invertir la placa, se colocaron 2 pedazos de papel filtro estéril,
se agregaron dos aceites esenciales, uno en cada papel filtro sin que estos llegasen a

entrar en contacto.

La cantidad que se agreg0 de cada aceite se determind a través del modelo; tablero de
ajedrez (Tabla 16). El cual consistié en que una vez que determinada la concentracién
minima inhibitoria individual de cada aceite esencial, se aplicaron combinaciones con
25, 50 y 75% de la CMI. Con ayuda de un tablero de ajedrez se hicieron las mezclas
binarias correspondientes, en el eje superior se representaron los valores de uno de los
aceites esenciales y en el eje izquierdo los valores de otro aceite esencial y se hicieron

las mezclas binarias.

Tabla 16. Modelo tablero de ajedrez para mezclas binarias de aceites esenciales en

fase de vapor.

Aceite Esencial 2.
CMI 25% 50% 75%

25% 25%25% 25%-50% 25%-75%

Aceite
Esencial 1.

50% 50%-25% 50%-50% 50%-75%
75% 75%-25% 75%-50% 75%-75%

Fuente: Davidson y col., 2005.

Se realizaron los duplicados y controles correspondientes, se sellaron las placas con
parafilm evitando que la fase de vapor se escapara, se dejaron incubando por 24 horas,
y asi, se determiné la concentracién minima inhibitoria de cada mezcla binaria que fue

evaluada.

Para obtener el indice de concentracion inhibitoria fraccionada (ICIF) se realizaron los

siguientes calculos (Reyes-Jurado y Col., 2016):

CIF naice = CIF, + CIFy (1)
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CIF, = (CMI de A en presencia de B) (2)
4~ (CMI de A individualmente)
CMI de B en presencia de A

CIFy =" ) (3)

(CMI de B individualmente)

Si bien el ICIF se calcula en base a la CMI de cada aceite esencial en combinacion, el

valor que resulta indica el efecto de la mezcla:

e SiellCIF es < 1.0, la mezcla es sinérgica.
e SijellCIFes=o0cercano a 1.0, la mezcla es aditiva.

e Siel ICIF es > 1.0y hay crecimiento bacteriano, la mezcla es antagonica.
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8.- RESULTADOS Y DISCUSION
8.1- Caracterizacion e identificacion de los componentes de los aceites esenciales.

8.1.1- Aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum)

En la Tabla 17 se muestran los principales componentes del aceite esencial de
albahaca (Ocimum basilicum). EI componente mayoritario es linalol (cerca del 50% de
la composicién total del aceite esencial) seguido por estragol (en una proporcién menor
pero significativa en comparacion a los demas compuesto obtuvo un porcentaje de
21%) actuando como el segundo componente mayoritario. En menor porcentaje se
determind eucaliptol, a-bergamotano, eugenol y [(-pineno. Mientras que las
determinaciones de Rivas y Col. (2015) arrojaron 14 constituyentes que representan el
77.2% del aceite esencial, entre ellos, isoestragol (58.33%), humuleno (5.71%),
eucaliptol (4.09%) y B-linalol (2.71%) actuaron como los componentes mayoritarios.
Pérez y Col. (2018) determinaron como componentes mayoritarios a eugenol (45.15%)
y B-elemeno (23.11%). Por su parte, Cardozo-Ugarte y Sosa-Morales (2012) hicieron
una recopilacion de determinaciones de varios autores de diferentes paises, entre ellos,
Ebrahim (2006) que determiné albahaca verde (geranial 27.6%) y morada (linalol
20.1%) originarias de Iran, Bozin y Col. (2006) realizaron un analisis a una especie
nativa de Serbia y Montenegro cuyo componente mayoritario resulto el estragol
(45.8%), Carovic y Col. (2010) en Alemania y Politeo y Col. (2007) en Croacia
determinaron como componentes mayoritarios a geranial (28.58%) y linalol (28.6%)
respectivamente. Cada determinacion muestra distintos componentes mayoritarios

para el aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum) y sus variedades.
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Tabla 17. Principales componentes del aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum).

Componente quimico Area (%) Tiempo de

detectado retencion (min)
Linalol 42.77 18.93
Estragol 21.10 2151
Eucaliptol 8.00 12.88
a-Bergamoteno 2.88 12.88
Eugenol 2.77 25.55
B-Pineno 2.05 9.55
Germacreno D-4-ol 2.00 29.28
Tau-cadinol 1.65 32.25
B-Elemeno 1.34 26.12
Bornyl acetato 1.27 23.27
a-Cariofileno 1.22 27.77
0-Cadineno 1.05 29.39
B-Cubebeno 1.39 28.41
Cariofileno 1.00 26.80
(-)-Espatulenol 0.88 30.69
a-Pineno 0.81 6.48
Cubenol 0.76 31.59
a-Bulneseno 0.75 28.93
3,5,5-Trimetil-9-metilen- 0.71 29.68

2,40,5,6,7,8,9,9a-octahidro-1H-
benzo(a)ciclohepteno

Nerol 0.61 21.83
Longifoleno 0.47 28.67
Alcanfor 0.52 19.96
Isoaromadendreno 0.34 35.54

8.1.2- Aceite esencial de zacate-limon (Cymbopogon citratus)

La caracterizacion del aceite esencial zacate-limén (Cymbopogon citratus) determiné
como componentes a y-muroleno (8.20%), farnesol (5.79%), canfeno (5.54%),
limoneno (4.87%) y B-citral (39.21%) representando casi el 75% total del aceite
esencial, actuando B-citral como agente mayoritario (Tabla 18). En estudios previos,
Fernandez (2009) reportd como compuesto mayoritario al citral (65%). Bermudez-
Vasquez y Col. (2019) determinaron los componentes mayoritarios de dos aceites
esenciales de zacate-limon de distinto origen, uno de Escazl y otro de Sarapiqui ambos

en Costa Rica. En ambas cuantificaciones se determinaron como componentes

43



mayoritarios a a-citral y B-citral con diferentes porcentajes. Otros componentes con
menor porcentaje que se cuantificaron en ambos estudios fue mirceno, acetato de
geraniol, geraniol entre otros. En las 3 determinaciones, el componente que actia como

mayoritario es el citral en diferentes porcentajes.

Tabla 18. Principales componentes del aceite esencial de zacate-limon (Cymbopogon

citratus).
Componente quimico Area (%) Tiempo de
detectado retenciéon (min)
B-Citral 39.21 23.77
y-Muroleno 8.20 29.63
Farnesol 5.79 27.46
Canfeno 5.54 8.40
Limoneno 4.87 13.04
Isopulegol 4.16 20.46
(+)-Canfeno 4.07 14.22
a-Citral 3.41 26.82
Isogeraniol 3.38 19.56
(32)-B-Ocimeno 2.19 15.49
Isoeugenol 2.07 29.07
a-Cembrenediol 1.96 42.08
Etil linalol éter 1.90 18.07
Linalol 1.87 17.31
Acetato de geraniol 1.81 28.03
B-Cubebeno 1.46 29.52
Sulcatona 1.02 11.03
Geranil vinil éter 1.01 27.28
1,2-15,16-Diepoxyhexadecano 0.88 12.05
B-Cariofileno 6xido 0.83 31.61
a-Pineno 0.71 6.84
Elemol 0.64 30.75
Geranil linalol 0.53 41.64

8.1.3- Aceite esencial de menta (Mentha piperita)

El aceite esencial de menta (Mentha piperita) mostré6 como componente mayoritario a
la mentona (32.31%), en porcentaje similar al mentol (15.26%) y 4-Isopropil-1-
metilciclohexanol (19.34%) pero mucho menor en comparacion al de mentona (Tabla
19). Estos resultados difieren con los reportados por Martinez (2019) en el cual el

componente mayoritario es el mentol (51.8%), seguido por la mentona (20.5%) y
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acetato de metilo (6.6%). De la misma manera, caracterizd una segunda especie de
menta, Menta longifolia L, la cual presenté distintos compuestos, siendo 6xido de
piperitenona (39.5%) y 6xido de piperitona (35.8%) los componentes mayoritarios y en
menor porcentaje compuestos como [B-cariofileno (5.0%) y 1,8-cineol (4.8). Solis-
Quispe y Col. (2017) concluyen que el componente mayoritario obtenido por su parte
es el mentol (35.4%), otros componentes determinados fueron el metil acetato (19.6%)
y mentona (7.1%). Es importante mencionar como la especie puede influir en los
componentes quimicos presentes en los aceites esenciales, ya que, muchos reportes
previos registran principalmente al mentol o alguno de sus isémeros como

componentes mayoritarios.

Tabla 19. Principales componentes del aceite esencial de menta (Mentha piperita).

Componente quimico < Tiempo de

IOdetectacglqo Area (%) retencic’?n (min)
Mentona 32.31 19.95
4-1sopropil-1-metilciclohexanol 19.34 21.07
Mentol 15.26 21.57
Isomentol acetato 6.26 23.93
Eucalyptol 4.25 13.99
Isomentol 3.72 20.17
Cariofileno 3.62 26.90
B-Pineno 1.67 8.41
Pulegona 1.50 22.44
B-Cubebeno 1.19 28.05
a-Pineno 1.12 7.00
Piperitona 0.79 22.90
B-Bourboneno 0.62 25.81
Isocariofileno 0.60 27.53
y-Elemeno 0.38 28.60
a-Terpinen 0.34 13.99
y-Terpinen 0.24 14.78
B-Elemeno 0.17 25.97
Metil acetato 0.16 23.05
Elixeno 0.14 24.53
B-Elemeno 0.17 25.97
o-Cadineno 0.11 29.11
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8.1.4- Aceite esencial de jengibre (Zingiber officinale)

La CG-SM caracterizo el aceite esencial de jengibre (Zingiber officinale), obteniendo a
canfeno y a 2-ciclohexen-1-ol-(1-metil)-4-(1-metiletil)-cis como compuestos principales
con un porcentaje de 11.35% y 10.98% respectivamente (Tabla 20). Vasquez y Col.
(2001) determinaron como componente mayoritario a-zingereno (22.22%), también ar-
curcumeno (13.11%) entre otros compuestos. Mientras que los resultados por parte de
Martinez y Col. (2007) son bastante distintos, el geranial fue el componente mayoritario
con 14%, seguido de neral con 10.4% y con un porcentaje mas bajo borneol y geraniol
con 4.0% y 3.5% respectivamente. En un estudio méas actual, Reyes-Najar y Col. (2011)
obtuvieron extractos de jengibre mediante dos técnicas distintas de extraccion; por
Soxhlet y por fluidos supercriticos. En la extraccion por Soxhlet se identificaron como
componentes mayoritarios a decanal y a-zingibereno mientras que por la extraccion de
fluidos supercriticos se cuantifico como mayoritarios a trans-nerolidol y citral. Se
observa que la composicion depende del tratamiento para la obtencion del aceite

esencial, de su tipo de cultivo y cosecha que sufre.

En general, hay una gran diferencia con respecto a los componentes de cada aceite
esencial evaluado y comparado con otros estudios. Esta diversidad de componentes,
se debe a los diversos factores agronomicos del cultivo asi como a la especie de la
planta, el método de extraccion utilizado, su duracion, incluso la temperatura utilizada
tienen repercusion para la composicion del aceite esencial, las partes de la planta de
donde se extrae el aceite esencial igualmente tienen un impacto en la composicion. De
igual manera se debe tener en cuenta que los aceites esenciales estan en permanente
cambio (oxidacién) por lo tanto se debe tener en consideracion el almacenamiento en

condiciones adecuadas para mantener una estabilidad.
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Tabla 20. Principales componentes del aceite esencial de jengibre (Zingiber officinale).

Componente quimico Area (%) Tiempo de
detectado retencion (min)
Canfeno 11.35 23.77
2-ciclohexen-1-ol,( 1-metil) -4-(1- 10.98 13.34
metiletil)-cis
B-Pineno 4.44 10.05
a-Pinene 4.39 6.97
Diepi-a-cedieno epoxido 4.87 13.04
a-Terpineol 4.16 20.46
1,3,3-Trimethyl-2-vinyl-1- 4.07 14.22
cyclohexene
Borneol 3.41 26.82
Bornil acetato 3.38 19.56
Tolueno 2.19 15.49
1-Heptatriacotanol 2.07 29.07
Guaniol 1.96 42.08
a-Isopropil-1,5-dimetil- 1.90 18.07
1,2metileno-5-azatriciclo
Alcanfor 1.87 17.31
Hexanal 1.81 28.03
Triciclo(2,2,1,0(2,6))heptano,1,7,7- 1.46 29.52
trimetil
2-Hexanona,4-metil 1.02 11.03
B-Citronelol 1.01 27.28
0-Elemeno 0.88 12.05
Geranil genariol 0.83 31.61
Fenol,2-metill-5-(1,2,2- 0.71 6.84
metilciclopentil)
Ciclosativeno 0.64 30.75
E-Nuciferol 0.53 41.64

8.2- Concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales de albahaca (Ocimum
basilicum), zacate-limén (Cymbopogon citratus), menta (Mentha piperita) y jengibre
(Zingiber officinale) contra Salmonella serovar en fase de vapor por 24 horas de

incubacion.

En la Tabla 21, se pueden observar las concentraciones minimas inhibitorias (pl/L aire)
de los diferentes aceites esenciales evaluados por contacto en fase de vapor. Es
complicado realizar una comparacion directa de los resultados con los ya reportados
en la literatura. Muchos autores reportan diversos métodos utilizados para evaluar la

actividad antimicrobiana de los aceites esenciales, se reportan en diferentes unidades,
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en algunos casos no se menciona la composicion quimica del aceite esencial evaluado

o el experimento no se hiz6 en fase de vapor.

Tabla 21. Concentracién minima inhibitoria de los aceites esenciales contra Salmonella

serovar Montevideo

Concentracion

Aceite esencial minima inhibitoria
(ul/L aire)
Albahaca (Ocimum basilicum) 1,500
Zacate-limon (Cymbopogon citratus) 5,000
Menta (Mentha piperita) 40,000
Jengibre (Zingiber officinale) 50,000

De los aceites esenciales evaluados, el de albahaca (Ocimum basilicum) demostré un
gran efecto antimicrobiano contra Salmonella serovar Montevideo. Rivas y Col. (2015)
evaluaron a Salmonella enteritis de forma directa con aceite esencial de albahaca (O.
basilicum), presentando una actividad antimicrobiana ligera (200 mg/mL) por el método
de agar envenenado. Mientras que Beltran y Col. (2013) reportaron que O. basilicum L.
var. Cinammom utilizando la técnica de macro dilucién en caldo presentd inhibicion a
concentraciones mas altas del aceite esencial (0.8 -1.6%) en comparaciéon a O.
basilicum L. var. aloum y O. thyrsiflorum (0.2 -0.8%), tampoco utilizaron una fase de
vapor. La actividad antimicrobiana del aceite esencial de albahaca (Ocimun basilicum)
depende de sus componentes ya que un porcentaje alto corresponde a compuestos
gue son aldehidos, alcoholes y compuestos fendlicos que tienen una alta respuesta
antimicrobiana que queda demostrado ya que es el aceite esencial que necesité menor

concentracion para una respuesta antimicrobiana positiva.

Igualmente, la gran efectividad del aceite esencial zacate-limon (Cymbopogon citratus)
se debe a los compuestos presentes. Bermudez-Vasquez y Col. (2019) determinaron
la actividad inhibitoria de 2 aceites esenciales de Cymbopogon citratus de distinta
localizacién a través de una prueba de difusién en disco de manera directa, 10 ul de
aceite esencial, en ambos aceites se presentaron inhibicibn contra Salmonella
Typhimurium de 26.67% y 36.67%, para Salmonella enteritidis el porcentaje de

inhibicién fue de 40% y 46.67% y para Salmonella Cholerasuis 50% en ambos casos.
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Guerray Col. (2004) demostraron una CMI de 2.0 mg/mL del mismo aceite esencial por

la técnica de dilucion de medio en tubo contra Salmonella Typhimurium.

Por parte de los aceites esenciales de menta (Mentha piperita) y jengibre (Zingiber
officinale) no presentan una alta eficacia antimicrobiana contra Salmonella serovar
Montevideo ya que se necesita una alta concentracion del aceite esencial para que se
presente un efecto de inhibicion importante. Esto es debido a los compuestos
presentes, estos contienen grupos funcionales como cetonas o hidrocarburos que
presentan menor actividad antimicrobiana que otros grupos funcionales. El aceite
esencial de menta (Mentha piperita) presenta como componente mayoritario, mentona
(32.31%) perteneciente al grupo funcional cetonas, la mentona se deriva de otro
componente presente en la cuantificacion, el mentol (15.26%) que es un alcohol, cuyo
grupo funcional tiene una mayor efectividad antimicrobiana que las cetonas. Se puede
afirmar que el aceite esencial de menta (Mentha piperita) esta en una etapa de cambio
metabolico por los componentes detectados ya que no tuvo una gran efectividad
antimicrobiana. En el aceite esencial de jengibre (Zingiber officinale) su compuesto con
mayor porcentaje canfeno (11.35%) tiene un porcentaje bajo para ser considerado
como um compuesto mayoritario, ya que muchos estudios previos consideran un
porcentaje de 25-75% para un compuesto mayoritario. Este bajo porcentaje del aceite
esencial puede estar influenciado por una etapa de enranciamiento por parte del aceite

esencial al no tener una estabilidad estable.

8.3- Determinacion del efecto de las mezclas binarias en fase de vapor

Las combinaciones binarias se hicieron a partir de CMI individual de los aceites
esenciales, en este caso solo se evaluaron el aceite esencial de albahaca (Ocimum
basilicum) y el de zacate-liméon (Cymbopogon citratus), ya que presentaron el mayor
efecto de inhibicién contra Salmonella serovar Montevideo en comparacion al de menta
(Mentha piperita) y jengibre (Zingiber officinale), los cuales necesitaron concentraciones
mayores para presentar un efecto de inhibiciébn. A partir de las 9 combinaciones
obtenidas del modelo tablero de ajedrez, 4 presentaron inhibicion del crecimiento

bacteriano después de 24 horas de incubacion (Tabla 22).
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Tabla 22. Efecto inhibitorio de las distintas combinaciones de la mezcla binaria de aceite
esencial de albahaca (Ocimum basilicum) y zacate-limén (Cymbopogon citratus) contra
Salmonella serovar Montevideo en fase de vapor por 24 horas de incubacién y el ICIF
correspondiente.

% de CMI
Albahaca Zacate-limén Salmonella
(Ocimum (Cymbopogon serovar ICIF Efecto
. . Montevideo
basilicum) citratus)
25 25 C - -
50 C - -
75 NC 1.00 Aditivo
50 25 C - -
50 C - -
75 NC 1.25 Aditivo
75 25 C - -
50 NC 1.25 Aditivo
75 NC 1.50 Aditivo

C, Crece; NC, No crece.

Al realizar los célculos para obtener el ICIF se puede observar que la combinacion de
albahaca (Ocimum basilicum) y zacate-limén (Cymbopogon citratus) 25%-75%
respectivamente, presentd un efecto aditivo. Para el resto de las combinaciones, se
obtuvieron valores de 1.25 (valor cercano a 1.00, indicando un efecto aditivo). La
combinacion 75%-75% se obtuvo un valor 1.50 que representa un efecto antagonico,
pero el hecho de no observar crecimiento bacteriano muestra un efecto aditivo y que
esta combinacion funciona para controlar el crecimiento bacteriano del microorganismo.
Davidson y Col. (2005) indican que un efecto aditivo debera estar en un rango ICIF
entre 0.5 y 2.0 para pruebas de antimicrobianos. El efecto aditivo se hace presente
cuando la actividad antimicrobiana de un compuesto no mejora ni se reduce en
presencia de otro agente, por lo que en cualquiera de los casos se observara un efecto
inhibitorio contra Salmonella serovar Montevideo. Por lo tanto, hay que tomar en cuenta
para la decision final de utilizar mezclas binarias 0 aceites esenciales de manera
individual en fase de vapor, el costo de estos. Es importante resaltar que en las mezclas

binarias un aceite esencial va a actuar como antimicrobiano principal. Esto se observa
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en la combinacién 25%-75% de albahaca (Ocimum basilicum) y zacate-limén
(Cymbopogon citratus) ya que se obtuvo un efecto aditivo. Sin embargo, si se analiza
el porcentaje inverso de la combinacion hay crecimiento bacteriano. Concluyendo que
el aceite esencial de zacate-limén (Cymbopogon citratus) es el que contiene los
componentes antimicrobianos principales de esta mezcla. Finalmente de las cuatro
combinaciones, se considera la mas efectiva, la que utiliza menor concentracién de
ambos aceites esenciales en este caso la combinacion de albahaca (Ocimum

basilicum) y zacate-limén (Cymbopogon citratus) 25%-75% respectivamente

La finalidad de desarrollar mezclas binarias es para mantener la inocuidad, tener un
efecto antimicrobiano y evitar el exceso de concentracion de un aceite esencial utilizado
de manera individual. La aplicacion de estos compuestos en fase de vapor en alimentos
proporciona la ventaja de que al no ser aplicado directamente, no modifica las
caracteristicas sensoriales del alimento y de este modo se puede asegurar que los
alimentos se conserven en buenas condiciones y que no sean rechazados por el

consumidor.

A pesar de no contar con estudios previos relacionados con la mezcla binaria evaluada
o del microorganismo, existen estudios como Techathuvanan y Col. (2014) que
evaluaron el efecto antimicrobiano de la mezcla binaria de aceites esenciales de
mostaza blanca y olivo a través del ensayo de dilucién en caldo, obteniendo un efecto
sinérgico contra Salmonella Enteritidis y Zhou y Col. (2007) demostré efectos sinérgicos
cuando se combina timol con carvacrol, cinamaldehido con carvacrol y cinamaldehido

con timol contra Salmonella Typhimurium.
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9.- CONCLUSION

La caracterizacién quimica determiné como componente mayoritario al linalol (42.77%)
en el aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum), B-Citral (39.21%) en el aceite
esencial de zacate-limon (Cymbopogon citratus), la mentona (32.31%) en el aceite
esencial de menta (Mentha piperita) y como componente principal en el aceite esencial
de jengibre (Zingiber officinale), al canfeno (11.35%) cuyo porcentaje es bajo para un
componente mayoritario. En general, se determinaron méas de 20 distintos componentes

en cada aceite esencial.

El aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum) presenté el mayor efecto inhibitorio
de todos los aceites esenciales evaluados en fase de vapor de manera individual,

seguido del aceite esencial de zacate limén (Cymbopogon citratus).

La efectividad antimicrobiana del aceite esencial de menta (Mentha piperita) y el aceite
esencial de jengibre (Zingiber officinale) es baja en comparacion a los dos aceites
esenciales anteriores, esto es debido a la composicién quimica del aceite esencial y el

ciclo metabdlico que tienen actualmente.

Al determinar el ICIF de la mezcla binaria evaluada en fase de vapor de aceite esencial
de albahaca (Ocimum basilicum) y aceite esencial zacate-limon (Cymbopogon citratus)
contra Salmonela serovar Montevideo presento un efecto aditivo, la combinacién 25%
y 75% de albahaca (Ocimum basilicum) y zacate-limon (Cymbopogon citratus)

respectivamente, resultd ser la combinacién mas efectiva.
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10.- SUGERENCIAS

Evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum),
zacate-limén (Cymbopogon citratus), menta (Mentha piperita) y jengibre (Zingiber
officinale) individualmente en un test in vivo en semillas de chia inoculadas con

Salmonella serovar Montevideo.

Evaluar la mezcla binara de aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum) y zacate-
limén (Cymbopogon citratus) en un test in vivo en semillas de chia inoculadas con

Salmonella serovar Montevideo en una camara de vapor.
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Figura 9. Cromatograma obtenido de una GC-MS de aceite esencial de albahaca

(Ocimum basilicum).
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Figura 10. Cromatograma obtenido de una GC-MS de aceite esencial de zacate-limén
(Cymbopogon citratus).
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Figura 11. Cromatograma obtenido de una GC-MS de aceite esencial de menta (Mentha

piperita).
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Figura 12. Cromatograma obtenido de una GC-MS de aceite esencial de jengibre

(Zingiber officinale).
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