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Prólogo 

En este trabajo se presenta una tesis doctoral en la que se evaluó la actividad antimicrobiana 

del aceite esencial de canela, romero y orégano, sin encapsular y encapsulados por 

microemulsiones y nanoemulsiones, preparadas mediante ultrasonido de alta frecuencia, 

sobre Escherichia coli y Listeria monocytogenes. El documento de tesis de dividió en ocho 

capítulos. 

El primer capítulo es un resumen de lo estudiado en la tesis. El segundo capítulo 

consta de una introducción donde se explica todas las propiedades y características de los 

aceites esenciales y las razones por las cuales la técnica de encapsulación por emulsión es 

efectiva para encapsular los mismos, evitando o previniendo ciertos cambios indeseables. De 

igual manera, en el tercer capítulo se habla de una justificación del por qué evaluar estos 

aceites esenciales en las bacterias seleccionadas, y se mencionan algunos ejemplos de otros 

estudios realizados con diferentes aceites o aplicados en distintas muestras, en los cuales han 

reportado efectos inhibitorios contra diferentes microorganismos. En el cuarto capítulo se 

mencionan los objetivos planteados para la tesis doctoral (general y específicos). El quinto 

capítulo es el marco teórico, presentando una revisión bibliográfica de la información más 

representativa, para abordar los temas como: aceites esenciales, su actividad antimicrobiana 

y la aplicación de estos en alimentos; los métodos más comunes de encapsulación; las 

propiedades, la estabilidad y la aplicación de emulsiones en alimentos. En el sexto capítulo 

se redactaron los materiales y métodos utilizados para realizar el estudio. En el séptimo 

capítulo se reportaron, analizaron y discutieron los resultados obtenidos; este capítulo se 

dividió en dos secciones, la primera trata de la caracterización de los aceites esenciales sin 

encapsular y encapsulados en microemulsiones, así como la evaluación de la actividad 

antimicrobiana contra Escherichia coli y Listeria monocytogenes en sistemas modelo; la 

segunda sección aborda la caracterización y la evaluación de la actividad antimicrobiana de 

aceites esenciales encapsulados en nanoemulsiones, así como el análisis microbiológico de 

apio fresco sumergido en estas. En el octavo capítulo, se mencionan las conclusiones y 

recomendaciones del trabajo. Además, esta tesis contiene en la parte final la bibliografía de 

los libros y artículos utilizados, así como los anexos y las evidencias de participación de 

congresos y publicaciones a lo largo de los estudios del Doctorado en Ciencia de Alimentos.  
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I. RESUMEN 

Los aceites esenciales (AE) han demostrado actividad antimicrobiana contra diferentes 

microorganismos como las bacterias, debido a sus componentes principales. La 

encapsulación por emulsión puede proporcionar protección a los componentes lipídicos en 

una micro y nanoescala. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana 

del aceite esencial de canela (AEC), aceite esencial de romero (AER) y aceite esencial de 

orégano (AEO) sin encapsular y encapsulados, formulados mediante ultrasonido de alta 

frecuencia, en sistemas modelo y aplicados en apio fresco contra Escherichia coli y Listeria 

monocytogenes. La actividad antimicrobiana se determinó inoculando las bacterias, 

independientemente, con una población de 108 UFC/mL en sistemas modelo y 105 UFC/g 

en apio fresco. Para los sistemas modelo se determinó la concentración mínima inhibitoria 

(CMI) y la concentración mínima bactericida (CMB). Las microemulsiones, preparadas por 

ultrasonido de alta intensidad, presentaron tamaños de partícula de D50:1.98-5.46 µm, 

mientras que para las nanoemulsiones obtenidas presentaron valores de D50:226–546 nm, 

ambas con altas eficiencias de encapsulación > 80% y bajas separaciones de fases <10%. En 

comparación con los AE sin encapsular, las micro- y nano-emulsiones de los diferentes AE 

fueron más efectivas contra ambas bacterias, debido a que requirieron menos del 50% de los 

AE para reducir la población bacteriana de 5-8 ciclos log. El modelo de Weibull se utilizó 

para describir la cinética de la inhibición bacteriana en el apio sumergido en nanoemulsiones 

de AEC, AER y AEO. Las curvas predichas se ajustaron adecuadamente a los datos 

experimentales (R2>0.96), presentando bajos valores de error cuadrático medio (<0.35). Este 

estudio demostró que el ultrasonido de alta frecuencia es una técnica adecuada, para obtener 

microemulsiones y nanoemulsiones de AE estables, mostrando ser una buena alternativa a 

los antimicrobianos convencionales para controlar E. coli y L. monocytgones, bacterias de 

gran importancia en la inocuidad de los alimentos. 
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ABSTRACT 

Essential oils (EOs) have demonstrated antimicrobial activity against different 

microorganisms such as bacteria, due to its major components. Encapsulation by means of 

emulsification can provide protection to lipid compounds in a micro and nanoscale. The aim 

of the study was to evaluate the antimicrobial activity of cinnamon (CEO), rosemary (REO) 

and oregano essential oils (OEO) without encapsulating and encapsulated by high frequency 

ultrasound in microemulsions and nanoemulsions applied in fresh celery against Escherichia 

coli and Listeria monocytogenes. The antimicrobial activity was determined by inoculating 

the bacteria, individually, 108 CFU/mL in model systems and 105 CFU/g in fresh celery. For 

model systems, the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal 

concentration (MBC) were determined. Microemulsions reported particle size diameter D50 

of 1.98 to 5.46 µm, while for nanoemulsions the values of D50 were 226-546 nm, showing 

high encapsulation efficiencies > 80% and low phase separations < 10%. Compared with the 

non-encapsulated EOs, EOs micro and nanoemulsions were more effective against both 

bacteria studied, requiring less than 50% of the EOs to reduce 5-8 cycles log bacterial 

population. The Weibull model was applied to describe the kinetics of the bacterial inhibition 

on celery immersed in CEO, REO, and OEO nanoemulsions. The predicted curves 

adequately fitted the experimental data (R2 >0.96), presenting low mean square error values 

(<0.35). This study demonstrated that high-frequency ultrasound is a suitable technique to 

obtain stable EOs microemulsions or nanoemulsions, showing to be a good alternative as 

natural antimicrobials to control E. coli and L. monocytogenes, being bacteria of high 

relevance in food safety.  
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II. INTRODUCCIÓN 

Los aceites esenciales (AE) de hierbas y especias han demostrado tener actividad 

antimicrobiana contra microorganismos como las bacterias, levaduras y mohos, la cual 

depende de la composición química de cada uno y su carácter hidrofílico o hidrofóbico, 

debido a que existe una relación entre la actividad antimicrobiana y la presencia de 

componentes fenólicos, terpenoides y aldehídos (Kalemba & Kunicka, 2003; Fisher y 

Philips, 2008; Solórzano-Santos & Miranda-Novales, 2012). Estudios recientes, indican que 

los componentes del aceite esencial de canela, romero y orégano, influyen en el modo de 

acción como antimicrobianos, alterando los lípidos de la membrana citoplasmática 

microbiana, produciendo pérdidas de su impermeabilidad a protones e iones de mayor 

tamaño, que alteran el transporte de electrones, la desnaturalización de proteínas, la 

deshidratación y la lisis celular; por lo tanto, se han sugerido los AE como conservadores 

naturales en los alimentos (Yeon-Ji et al., 2015; Dolçà et al., 2015). Sin embargo, pueden 

llegar a impactar en los alimentos, ya que cada uno tiene un sabor característico y en ciertas 

concentraciones puede ser percibido al consumirlo, afectando la aceptabilidad del producto 

adicionado con dichos aceites. De igual manera, la aplicación directa de AE puede presentar 

una rápida volatilización de sus componentes (Paredes et al., 2007). Una solución para 

enmascarar el sabor en los alimentos es la encapsulación (Guevara-Bretón y Jiménez-

Munguía, 2008; Niu et al., 2016).  

La encapsulación se define como una tecnología que permite atrapar componentes 

sensibles en una matriz homogénea o heterogénea, para su protección, y dar mayor 

estabilidad a los componentes (García-Ceja y López-Malo, 2012). La encapsulación de AE 

constituye una tecnología interesante para utilizar en la industria de alimentos, debido a que 

extiende la vida útil de sus componentes bioactivos encapsulados en una amplia variedad de 

materiales que conforman la matriz de la cápsula (Char et al., 2015). Existen diferentes 

métodos de encapsulación como la coacervación simple, coacervación compleja, el secado 

por aspersión, el secado por congelación, el recubrimiento de lecho fluidizado, la 

polimerización interfacial, la inclusión molecular y por emulsión (Alvarenga Botrel et al., 

2012; Velázquez-Contreras, Osorio-Revilla, Gallardo-Velázquez 2014).  
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La encapsulación por emulsión ha estado en investigación continua, es un método 

todavía poco común, ha mostrado en algunos estudios ventajas como resistencia a 

condiciones de procesamiento, alta estabilidad limitando su oxidación de los componentes 

de los AE durante el almacenamiento, así como la prevención de la volatilización de estos 

aumentando su solubilidad y biodisponibilidad (Qian et al., 2011; Mahfoudhi, Ksouri y 

Hamdi, 2016).  

Los diferentes componentes encapsulados en emulsiones son muy estables durante 

el almacenamiento y pueden liberarse en condiciones y dosis específicas (Garti y Benichou, 

2001; Pays et al., 2002). La liberación controlada de componentes encapsulados puede verse 

influenciada por diferentes factores como: las condiciones ambientales, la forma y el tamaño 

de las partículas, la solubilidad bioactiva y la difusividad (Bezerra et al., 2016; Pays et al., 

2002). Los sistemas de micro y nanoescala pueden proporcionar una gran área de superficie 

para la interacción con el componente encapsulado, por lo que las gotas más pequeñas 

pueden conducir a una transferencia de masa más rápida por el aumento del área interfacial, 

así como a una difusión más rápida de las gotas de aceite (Lakkis, 2007; Bezerra et al., 2016; 

Mahfoudhi, Ksouri y Hamdi, 2016).  

Las micro y nanoemulsiones pueden prepararse utilizando diferentes técnicas, como 

la homogeneización a alta presión, microfluidización, homogeneización mecánica a alta 

velocidad, ultrasonidos, emulsificación espontánea, inversión de fase, emulsificación de 

membrana, inversión de emulsión y desplazamiento de solvente (Huang, Yu, & Ru, 2010; 

Walker, Decker, & McClements, 2015; Jin et al., 2016). Al preparar micro y nanoemulsiones 

usando homogeneizadores ultrasónicos, las ondas ultrasónicas de alta intensidad producen 

fuertes fuerzas disruptivas que transforman las soluciones inmiscibles de aceite y agua, con 

la adición de surfactantes, en gotas pequeñas y estables (Ghosh, Mukherjee y 

Chandrasekaran, 2013). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

En los últimos años, se ha presentado un aumento global en la demanda de los 

consumidores por alimentos frescos y saludables, ya que aportan vitaminas, minerales y alto 

contenido de fibra. Sin embargo, la FDA (2015) reporta que el 60% brotes de enfermedades 

transmitidas por los alimentos están relacionados con la ingesta de vegetales frescos. Los 

principales patógenos transmitidos por los alimentos son Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli, Salmonella spp. y Campylobacter (Imanishi et al., 2014; Kang and Song, 

2018; Dewey-Mattia et al., 2018). Los desinfectantes sintéticos (por ejemplo, hipoclorito de 

sodio, peróxido de hidrógeno y ácido peroxiacético) se han utilizado ampliamente en 

vegetales frescos para reducir el número de patógenos y otros microorganismos (Lee, Hong 

y Kim, 2014). La investigación sobre agentes desinfectantes naturales ha llevado al uso de 

AE como una alternativa de antimicrobianos (Amrutha, Sundar y Haladay, 2017). 

Algunos estudios de micro y nanoemulsiones han demostrado una liberación controlada de 

componentes encapsulados con actividad antimicrobiana contra diferentes 

microorganismos. Ghosh et al. (2012) estudiaron la encapsulación del aceite esencial de 

mostaza en microemulsiones mediante el método de inversión de fase, para evaluar su 

actividad antimicrobiana de Escherichia coli en sistemas modelo. Liang et al. (2012) 

evaluaron la actividad antimicrobiana de las emulsiones de aceite esencial de menta contra 

Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus. Los autores concluyeron que esta técnica 

es eficaz para proteger el aceite esencial sin afectar su actividad antimicrobiana. Donsì et al. 

(2012) estudiaron la encapsulación de carvacrol, limoneno y cinamaldehído en 

nanoemulsiones preparadas por homogeneización a alta presión y probaron su actividad 

antimicrobiana contra E. coli, Lactobacillus delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae; sus 

resultados demostraron que la solubilidad de los componentes lipídicos aumenta cuando se 

agregan como nanoemulsiones en el medio, lo que promueve su actividad antimicrobiana. 

A pesar de estos trabajos realizados, aún falta enriquecer la investigación debido a que 

existen escasos estudios de AE encapsulados por el método de encapsulación por emulsión 

contra bacterias aplicados en alimentos frescos.  

Por otra parte, algunos investigadores han informado que la aplicación de 

nanoemulsiones es una alternativa para reemplazar los desinfectantes sintéticos. Bhargava 
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et al. (2015) evaluaron la eficacia de las nanoemulsiones de aceite esencial de orégano 

formuladas con Tween 80, para inactivar el crecimiento de bacterias transmitidas por los 

alimentos en lechuga fresca, mencionaron que las nanoemulsiones fueron efectivas contra 

Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium y Escherichia coli. Ozogul et al. (2017) 

evaluaron los efectos de las nanoemulsiones formuladas con diferentes AE de romero, laurel, 

tomillo y salvia en la calidad microbiológica de los filetes de trucha arco iris, observaron que 

los tratamientos con la adición de nanoemulsiones con AE de romero y tomillo fueron los 

más efectivos, retrasando el crecimiento de bacterias en los filetes y mejorando su calidad 

organoléptica, sugiriendo el uso de nanoemulsiones como conservantes naturales. Kang y 

Song (2018) estudiaron la actividad antimicrobiana de las nanoemulsiones de aceite esencial 

de canela y aceite esencial de orégano para inhibir o inactivar Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli O157: H7 y Salmonella Typhimurium, para desinfectar hojas de mostaza 

roja. 

La liberación de los AE encapsulados puede determinar su efectividad dependiendo 

de la aplicación seleccionada, por lo tanto, el desarrollo de modelos matemáticos capaces de 

describir la liberación de estos componentes establece una herramienta muy útil para la 

predicción de este comportamiento. Por lo tanto, para confirmar los efectos antimicrobianos 

de los AE contra las bacterias, es necesario generar más investigación sobre la cinética de 

inhibición de estos innovadores antimicrobianos naturales contra diferentes 

microorganismos, tanto en sistemas modelo como aplicados en alimentos. El modelo de 

Weibull se ha utilizado ampliamente para describir la supervivencia microbiana (Chun et al., 

2009). 
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IV. OBJETIVOS 

4.1. General  

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales 

de canela, romero y orégano sin encapsular y encapsulados, formulados mediante 

ultrasonido de alta frecuencia en sistemas modelo y aplicados en apio fresco contra 

Escherichia coli y Listeria monocytogenes.  

4.2.  Específicos  

 Caracterizar los aceites esenciales de canela, romero y orégano sin encapsular y 

encapsulados por microemulsiones y nanoemulsiones. 

 Evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales sin encapsular y 

encapsulados por microemulsiones y nanoemulsiones, para inhibir/inactivar algunas 

bacterias (E. coli y L. monocytogenes) de interés en alimentos en sistemas modelo.  

 Determinar la actividad antimicrobiana de las nanoemulsiones del aceite esencial de 

canela, aceite esencial de romero y aceite esencial de orégano sobre E. coli y L. 

monocytogenes, aplicados en un vegetal (apio). 

 Caracterizar y evaluar sensorialmente el apio sumergido en las nanoemulsiones del 

aceite esencial de canela, aceite esencial de romero y aceite esencial de orégano. 
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V. MARCO TEÓRICO 

5.1.  Aceites esenciales 

Los aceites esenciales (AE) se definen como mezclas de componentes orgánicos volátiles 

obtenidos a partir de plantas. Pueden ser sintetizados por todas las partes de la planta, es 

decir, brotes, flores, hojas, tallos, ramas, semillas, frutos, raíces, madera o corteza, y se 

almacenan en las células secretoras, cavidades, canales, células epidémicas o glandulares. 

Producen el aroma de muchas de las sustancias vegetales y existen alrededor de 3,000 tipos. 

Los AE tienen aproximadamente entre 20 y 60 componentes en diferentes concentraciones 

(Restrepo et al., 2009).    

Los aceites esenciales se encuentran en pequeña concentración en la planta, siendo 

difíciles de obtener en algunas ocasiones. Normalmente, se encuentran en forma líquida, son 

incoloros y con cierto carácter volátil; se utilizaron primero como medicamentos en el área 

farmacéutica y después fue necesaria su industrialización para perfumes y sabores en la 

industria alimentaria (Ortuño, 2006).  

Los aceites esenciales se pueden aislar mediante destilación por arrastre de vapor a 

partir de hierbas y especias y se aplican comúnmente a los productos alimenticios para añadir 

un sabor particular y así mejorar el producto (Loeffler et al., 2014). Los aceites esenciales 

tienen componentes de: alcoholes, aldehídos, cetonas, fenoles, ésteres, éteres y terpenos en 

proporciones variables. Los componentes principales determinan las propiedades biológicas 

de cada aceite esencial (Sefu et al., 2015). 

5.1.1.  Actividad antimicrobiana  

Los aceites esenciales poseen propiedades antimicrobianas que pueden prolongar la vida útil 

y mejorar la seguridad alimentaria debido a la presencia de componentes altamente activos, 

tales como fenoles (eugenol y timol) y aldehídos (aldehído cinámico y perilaldehído) 

(Acevedo et al., 2013). Varios estudios han demostrado que algunas esencias como: cilantro, 

canela, orégano, romero, clavo, entre otros, poseen efecto inhibitorio fuerte contra diferentes 

mohos, bacterias y levaduras, las cuales causan el deterioro en los alimentos.  
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En los últimos años, la industria alimentaria ha comenzado a utilizar los aceites 

esenciales como antimicrobianos naturales, ya que han demostrado la eficiencia de sus 

principales componentes contra diversos microorganismos, además de ser una alternativa 

contra productos químicos y sintéticos (Bosquez et al., 2010; Faleiro et al., 2005).   

En la tabla I, se presentan algunos de los aceites esenciales más comunes utilizados 

en la industria de alimentos. Se pueden observar los componentes mayoritarios presentes en 

cada uno, a los cuales se les atribuye actividad antimicrobiana.  

Tabla I. Componentes con actividad antimicrobiana de algunos aceites esenciales.  

Aceite 

esencial 

(AE) 

Nombre científico Componentes mayoritarios % 

aproximado 

Cilantro Coriandum sativum Linalol 70 

Canela Cinnamomum zeylandicum Ácido cinámico 

Eugenol 

5 

75-85 

Orégano Origanum vulgare Carvacrol 

Timol 

p-cimeno 

ϒ-terpineno 

80 

64 

2-52 

52 

 

Romero 

 

Rosmarinus officinalis 

α-pineno 

Bornilo acetato 

Alcanfor 

1,8-cineol 

2-25 

0-17 

2-14 

3-89 

 

 

Clavo 

 

 

Syzygium aromaticum 

Eugenol 

Limoneno 

Eugenilo acetato 

75-85 

3-7 

8-15 

                                              Adaptada de: Burt, 2004; Narvaéz, 2006; Romeu et al., 2007.  

Uno de los aceites esenciales en los que se ha reportado propiedad antimicrobiana es el de 

orégano (Origanum vulgare L.). Los componentes fenólicos presentes en él son: el carvacrol, 

timol y eugenol (D’Antuono et al., 2000). Este aceite esencial se evaluó en cepas de Listeria 
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monocytogenes para identificar la actividad antimicrobiana contra esta bacteria, encontrando 

que la concentración mínima inhibitoria fue 0.05-0.35 μL/mL, esto se atribuye a su 

composición química de cada aceite, ya que el AE orégano estaba compuesto por: 64% timol, 

22% ϒ-terpineno y 52% ρ-cimeno (Faleiro et al., 2005).  

De igual forma, Bozin et al., (2007) estudiaron la actividad antibacteriana y 

antifúngica del aceite esencial de romero en diferentes microorganismos, reportaron que el 

AE de romero tenía 38 componentes químicos de los cuales sus componentes principales 

son el alcanfor, α-pineno, Z-linalol óxido y borneol. La concentración mínima inhibitoria 

del AE de romero fue de 30.2 μg, lo cual demuestra el efecto antimicrobiano de sus 

componentes.  

Asimismo, el aceite esencial de canela es otro aceite que posee propiedades 

antimicrobianas, y se ha reportado que sus principales componentes son el eugenol y el ácido 

cinámico, los cuales actúan como componentes antimicrobianos. Manso et al., (2011), 

reportaron que este aceite es un antimicrobiano potente, ya que la concentración mínima 

inhibitoria del AE de canela para inhibir Aspergillus flavus es de 100 ppm mientras que la 

del aceite esencial de orégano es de 400 ppm, esto se debe a la composición química de cada 

uno.      

5.1.2. Canela 

La canela pertenece a la familia Lauraceae y muchas especies de canela pueden producir un 

aceite volátil por destilación. Los aceites de canela más importantes son de C. zeylanicum, 

C. cassia y C. camphora. Además, en la industria de alimentos es utilizada comúnmente 

como saborizante (Kordsardouei et al., 2015).  

El aceite esencial de canela se obtiene por destilación de las hojas de cinnamomum; 

es un líquido marrón oscuro con un característico olor. El aceite de hoja de canela contiene 

entre 75-85% de eugenol con una alta actividad antibacterial y contiene 5% de 

cinamaldehído, el cual contribuye con su carácter aromático y características 

antimicrobianas. Además, se han identificado 53 componentes en dicho aceite, entre ellos 

carbonilos, aldehído cinámico, o-metoxialdehído cinámico, hidrocarbonatos (α-pineno, β-
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cimeno, α-felandreno), aldehídos (benzílico, cumínico, nonílico, furfural), cetonas (metil 

amil cetona) y también trazos de alcohol (linalool) entre otros (Narvaéz, 2006; Zainol et al., 

2015).  

Por otro lado, se ha reportado que el aceite de canela posee propiedades antifúngicas 

y antibacterianas, por lo que ha demostrado ser eficaz contra algunas especies de mohos, 

levaduras y bacterias. La acción antimicrobiana del aceite esencial de canela involucra 

granulación del citoplasma, ruptura de la membrana citoplasmática o inactivación y/o 

inhibición de enzimas celulares (Narvaéz, 2006).  

5.1.3. Romero 

El romero (R. officinalis L.) pertenece a la familia Lamiaceae, es una planta arbustiva con 

tallos prismáticos, las hojas son estrechas, agudas y pequeñas, tienen forma de espigas de 

color verde brillante con márgenes revolutos y tallos leñosos y ramificados. El tamaño varía 

de 0.5 a 1 m de altura, las flores se caracterizan por un color azul claro con pequeñas manchas 

violetas (Ávila et al., 2011).   

La composición química del romero está formada por diversos componentes como: 

ácidos fenólicos, flavonoides, aceite esencial, terpénicos y alcoholes. De acuerdo con Bozin 

et al., (2007), el aceite esencial de romero posee 38 componentes químicos de los cuales sus 

componentes principales son el alcanfor, α-pineno, Z-linalol óxido y borneol. El aceite 

esencial de romero ha sido muy estudiado y algunos estudios afirman que dependiendo del 

lugar geográfico donde crezcan las plantas será la cantidad y tipos de moléculas bioactivas 

presentes en cada una de las variedades de romero (Ávila et al., 2011).  

Además, ha demostrado que tiene actividad antibacteriana y antifúngica en algunos 

alimentos a los cuales es añadido, por lo cual es alta su aplicación en la industria alimentaria 

y la industria farmacéutica. Este aceite esencial se ha probado contra bacterias Grampositivas 

y Gramnegativas como: Salmonella enteritidis, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli 

O157:H7, Yersinia enterocolitica, Shigella flexneri, Listeria monocytogenes serovar 4b, y 

Staphylococcus aureus (Castaño et al., 2010).  

 



12 
 

5.1.4. Orégano 

El orégano (Origanum vulgare L.) pertenece a la familia Lamiaceae, es una planta herbácea 

muy aromática y sus hojas se utilizan como condimento en la preparación de alimentos. El 

aceite esencial de orégano está conformado con más de 34 componentes activos, de los 

cuales los principales son los fenoles como carvacrol, timol, α-terpeno y ρ-cimeno (Acevedo 

et al., 2013; Bastos et al., 2011).  

Chávez et al., (2008) han reportado que el orégano posee propiedades antioxidantes, 

antifúngicas, antibacterianas, antiespasmódicas, antisépticas, debido a que se caracteriza por 

la potente acción de sus componentes activos antes mencionados que son el carvacrol y el 

timol. La actividad antimicrobiana depende de la composición química del aceite esencial 

de orégano, la cual está relacionada con la especie de orégano, condiciones geográficas, 

períodos de cosecha y método de extracción (Cruz et al., 2007).  

 En algunos estudios se ha demostrado que el aceite esencial de orégano tiene 

actividad contra bacterias Gramnegativas como: Escherichia coli, Salmonella 

Typhymurium, Salmonella cholerae suis y Vibrio cholerae; así como con bacterias 

Grampositivas como: Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, con diferentes grados de 

sensibilidad. De igual manera, este aceite ha presentado capacidad de inhibición en cepas 

fúngicas, un ejemplo es el Aspergillus (A. flavus, A. terreus y A. fumigatus) presente en los 

alimentos, llegando a la conclusión de que el aceite esencial de orégano puede ser usado 

como conservador de alimentos (Lagunas, 2012; Matos et al., 2010).  

5.1.5. Aplicación en alimentos 

Los aceites esenciales se utilizan en una amplia variedad de alimentos tales como productos 

de confitería, bebidas no alcohólicas, bebidas alcohólicas destiladas, carnes preparadas, 

embutidos, sopas, helados, entre otros (Preedy, 2016; Rodas, 2012).  

Debido a la actividad antimicrobiana que poseen los aceites esenciales, se han 

realizado diferentes estudios, para evaluar dicha propiedad en alimentos como: carnes y sus 

derivados, productos del mar, lácteos, cereales y tubérculos, frutas y verduras y productos a 

base de cereales (pastas), donde en efecto se encuentra el poder inhibitorio contra diversos 
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mohos, levaduras y bacterias.  No obstante, tanto consumidores como industrias están 

creando conciencia sobre el uso de conservadores naturales, para sustituir a los químicos o 

sintéticos, al evitar el crecimiento microbiano y aumentar la vida útil de productos envasados 

(Burt, 2004; Perricone et al., 2015).  

5.2.  Métodos de encapsulación de aceites esenciales 

La encapsulación ha sido definida como la tecnología mediante la cual se logra retener a los 

componentes activos dentro de una matriz polimérica. Esta técnica crea un microambiente 

en la cápsula capaz de controlar las interacciones entre el interior y el exterior. Los propósitos 

de aplicar una técnica de encapsulación en la industria de alimentos son: 1) proteger el 

componente activo de la degradación producida por el ambiente (calor, aire, luz, humedad, 

etc.), 2) liberación controlada del componente activo desde la matriz encapsulante bajo 

condiciones específicas (pH, temperatura, etc.), 3) modificar las características físicas del 

material original y hacer más fácil su manipulación, por ejemplo, reducir la higroscopicidad, 

modificar su densidad, distribuir el material uniformemente en una muestra, convertir 

materiales líquidos en polvo, entre otros, 4) enmascarar sabores desagradables y 5) separar 

componentes con el fin de que éstos no reaccionen (López, 2012). 

De acuerdo con Sandoval et al., (2004), existen diferentes métodos de encapsulación 

y la selección de alguno dependerá de los costos, tamaño de partícula, propiedades físicas y 

químicas de los materiales, aplicación y mecanismo de liberación deseado. En la industria 

de alimentos, los métodos con mayor aplicación son: secado por aspersión, liofilización, 

recubrimiento por lecho fluidizado, extrusión y tecnología por emulsión. En el caso de los 

aceites esenciales, la encapsulación es una tecnología utilizada en la industria de alimentos, 

para prevenir su volatilización y extender la vida útil de algunos componentes químicos 

presentes (Nedovic et al., 2011; Parra, 2010). 

5.2.1. Secado por aspersión 

El método de secado por aspersión se basa en atomizar la solución que va a ser secada en 

forma de gotas muy finas, en el seno de una corriente de gas caliente que generalmente es 

aire. Tiene como principio la producción de un polvo seco por medio de la atomización de 
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una emulsión en una corriente de aire caliente en una cámara de secado. El agua se evapora 

instantáneamente, permitiendo que el material activo presente en la emulsión quede atrapado 

dentro de una película de material encapsulante. Los agentes encapsulantes deben tener la 

capacidad de proporcionar una emulsión estable durante el proceso de secado por aspersión 

y tener buenas propiedades de formación de película para proveer una capa que proteja al 

ingrediente activo de la oxidación (Bringas et al., 2013).  

El secado por aspersión es el método más común utilizado en la industria de 

alimentos, para convertir un líquido a un producto en polvo, se ha utilizado para deshidratar 

alimentos ricos en azúcares, frutas, productos lácteos, entre otros. Sin embargo, esta técnica 

se emplea principalmente, para encapsular colorantes, saborizantes, probióticos, vitaminas, 

minerales, aceites esenciales, entre otros. El material que se produce por este método se 

recupera en forma de polvo dividido finamente, comprendiendo formas bastante uniformes 

esféricas o en parte esféricas en un rango estrecho de tamaños de partícula con propiedades 

físicas, características químicas y densidad de bulto (Expósito et al., 2013). Además, existen 

diferentes ventajas de este método: protección a la oxidación, retención de sustancias 

bioactivas o componentes volátiles durante el almacenamiento. Sin embargo, se deben 

controlar ciertos parámetros durante el proceso como: contenido de sólidos del producto, 

peso molecular, presión de vapor y concentración de los componentes activos, viscosidad 

del material de alimentación, temperatura de entrada y salida del aire de suministro, tamaño 

de partícula y el equipo de secado (Adamiec y Kalemba, 2006; Bringas et al., 2012; Mahdi 

et al., 2008; Singh y Dixit, 2014).  

5.2.2. Recubrimiento por lecho fluidizado 

En la industria de alimentos, el recubrimiento por lecho fluidizado es una técnica 

convencional de secado por aire, en la que se aplica un revestimiento a las partículas de 

polvo en un proceso continuo o por lotes. Las partículas de polvo se encuentran suspendidas 

por una corriente de aire a una temperatura específica de modo que se consigue secar de 

forma rápida, homogénea y controlada al producto alimenticio, y además se pulverizan con 

la atomización de un material de revestimiento. Gradualmente cada partícula se cubre cada 

vez que se encuentre en la zona de atomización. En general, el recubrimiento se aplica del 
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5-50% en función del tamaño de las partículas del material de núcleo y la aplicación del 

encapsulado (De la Fuente et al., 2004; Velázquez et al., 2008). 

El material de revestimiento debe tener una viscosidad aceptable para permitir 

bombeo y atomización, debe ser térmicamente estable y debe ser capaz de formar una 

película sobre una superficie de la partícula. Además, puede ser una solución acuosa de 

derivados de celulosa, dextrinas, proteínas, gomas y/o derivados de almidón. Después se 

controla la evaporación de su contenido de agua por muchos factores tales como: la 

velocidad de pulverización, el contenido de agua de la solución de revestimiento, el flujo de 

aire, la humedad de la entrada de aire en la cámara, la temperatura de la solución de 

revestimiento, el aire atomizado y el material en la cámara (Zuidam y Nedovic, 2009). 

La técnica de lecho fluidizado se usa comúnmente en la industria farmacéutica, para 

la granulación de los ingredientes activos, ya que se puede controlar o modificar la liberación 

del fármaco con una película (Spray Systems Corporation, 2016). Recientemente, esta 

técnica se ha comenzado a aplicar en algunos aceites esenciales como naranja, menta, 

eucalipto, entre otros; para poder comparar la eficiencia y estabilidad de la encapsulación 

con respecto a otros métodos (Fendoung et al., 2007; Srivastava y Mishra, 2010; Velázquez, 

2008).  

5.2.3. Encapsulación por emulsión 

La encapsulación por emulsión es una técnica en la que dos líquidos que son inmiscibles se 

mezclan íntimamente. Un líquido (fase discontinua o dispersa) se dispersa en forma de 

pequeñas gotas o glóbulos en el otro (fase continua o dispersante). En la mayoría de las 

emulsiones los dos líquidos involucrados son el agua y el aceite. La fase acuosa puede 

consistir en soluciones de sales, azúcares, colorantes y materiales coloidales hidrofílicos. La 

fase oleosa puede consistir en mezclas de aceites esenciales, hidrocarburos, ceras, resinas y 

en general de materiales hidrofóbicos. Para formar una emulsión estable y mejorar su 

formación es necesario adicionar un agente emulsionante y aplicar energía mecánica por la 

acción de dispositivos como agitador de cizallamiento, homogeneizador por ultrasonido, 

homogeneizador a alta presión, o membranas. Por otro lado, se pueden formar dos tipos de 

emulsiones: a) si el aceite se dispersa con el agua es una emulsión de aceite en agua, y si el 
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agua es la fase dispersa se tiene una emulsión de agua en aceite. Además, las emulsiones son 

sistemas portadores potenciales de diferentes componentes bioactivos. 

Algunas aplicaciones de la tecnología por emulsión para encapsular son: aceites 

esenciales, células vivas probióticas, perfumes, fertilizantes, lípidos, sabores volátiles, 

vitaminas, entre otros (Sánchez et al., 2001; Pimentel et al., 2009; Lupo et al., 2012; Bringas 

et al., 2013; Preedy, 2016).  

5.2.3.1.  Propiedades de las emulsiones  

Las emulsiones son termodinámicamente inestables y al dejarlas reposar por algún tiempo, 

las gotas de la fase dispersa se agregan, pasando primero por el estado conocido como 

floculación para luego producir la coalescencia y, por último, la separación de dos fases 

inmiscibles y diferenciables. La floculación es la unión de las gotas pequeñas de fase 

dispersa con sus bordes distintivos, y la coalescencia es la formación de una gota mayor sin 

los bordes de las gotas individuales que han floculado. En la Fig. 1, se muestra 

esquemáticamente el proceso de floculación, coalescencia y separación de fases. 

 

Figura 1.  Procesos de floculación, coalescencia y separación en dos fases de una emulsión (Badui, 

2013). 

De acuerdo al tamaño de las gotas de la fase dispersa las emulsiones se pueden clasificar en 

macroemulsiones, microemulsiones y nanoemulsiones. Las emulsiones con un tamaño de 

partícula en un rango entre 20 a 500 nm se denominan nanoemulsiones (Cardoso-Ugarte, 

López-Malo y Jiménez-Munguía, 2016).  
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  Existen dos tipos de emulsiones, en las cuales siempre hay presente dos fases, una en forma 

de aceite (O) y la otra agua (W).  La emulsión aceite en agua (O/W) consiste en pequeñas 

gotas de aceite como fase dispersa contenidas en el agua como fase continua; y en la 

emulsión de agua en aceite (W/O) las gotas pequeñas de la fase dispersa son de agua y la 

fase continua es de aceite. En la industria de alimentos son más comunes las emulsiones de 

tipo O/W. Algunos ejemplos de emulsiones de tipo O/W son la mayonesa, aderezos para 

ensalada, leche, crema, base para helados y sustitutos de crema para café; mientras que 

ejemplos de emulsiones W/O son más escasos y los alimentos más representativos son la 

mantequilla y la margarina (Badui, 2013). 

5.2.3.2.  Estabilidad de las emulsiones 

El modo de preparación de una emulsión es determinante, tanto en su tipo como en su 

estabilidad. El agente emulsionante debe adicionarse al líquido que formará la fase continua, 

y posteriormente debe adicionarse el líquido que formará la fase dispersa, aplicando 

agitación mecánica para formar las pequeñas gotas de esta última. Por lo general, se ha 

observado que, si la fase dispersante se adiciona gradualmente, en lugar de toda a la vez, el 

tiempo requerido para formar la emulsión será menor. Entre más pequeños sean los glóbulos 

de la fase dispersa, mayor será la estabilidad de la emulsión formada. La agitación mecánica 

puede ser proporcionada por diversos dispositivos. Los instrumentos más utilizados son las 

batidoras o mezcladores, molinos coloidales, homogeneizadores a presión y aparatos 

ultrasónicos (Badui, 2013).  

5.2.3.2.1. Estabilizantes 

Los estabilizantes son aditivos que garantizan las características físicas de las emulsiones y 

suspensiones, debido a que mantienen homogeneidad del producto y previenen la separación 

de los diferentes ingredientes que componen su fórmula (Food Ingredients Brasil Inc., 2010).   

Asimismo, poseen ciertas características físicas importantes, ya que aportan al 

alimento o producto al cual son adicionados propiedades como: viscosidad, fácil disolución, 

textura, cuerpo, consistencia y estabilidad (Aranberri et al., 2006).  
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Los estabilizantes más utilizados en la industria alimentaria son los polisacáridos y 

las gomas, a continuación, se mencionan ejemplos: carragenina, caseína, alginatos, goma 

xantana, goma guar, goma jataí y carboximetil celulosa sódica (Food Ingredients Brasil Inc., 

2010).   

5.2.3.2.2. Emulgentes 

Los emulgentes se definen como aquellos que se aplican a los alimentos, con el fin de 

mantener una dispersión uniforme de dos o más fases inmiscibles, para reducir la tensión 

superficial y conseguir una emulsión estable. Por tanto, toda emulsión estable debe estar 

formada por tres sustancias, dos líquidos inmiscibles entre sí y un agente emulgente 

apropiado que se adiciona a una de las fases antes de la formación de la emulsión 

(Hasenhuettl y Hartel, 2008).  

Además, los emulgentes son moléculas que poseen una parte hidrofílica y otra 

lipofílica o hidrofóbica, generalmente contienen una parte no polar y otra polar, por lo tanto 

se pueden disolver en agua o soluciones acuosas como solventes orgánicos y aceites, 

presentando mayor afinidad por el agua o por los aceites; esta característica se conoce como 

balance hidrófilo-lipófobo, y es una propiedad importante para seleccionar el emulgente a 

emplear para la elaboración de una emulsión simple o múltiple (Martínez, 2002).  
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Figura 2.  Clasificación de emulgentes usados en alimentos (Kosegarten y Jiménez, 2012). 

5.2.3.3.  Aplicación en alimentos 

Las emulsiones tienen aplicaciones importantes en la industria alimentaria, ya que gran 

número de alimentos, tanto naturales como procesados, son emulsiones o han estado 

emulsionados en alguna etapa de su producción. Algunos ejemplos son la leche, la crema, 

las bebidas de frutas, las fórmulas infantiles, las sopas, las mezclas para panificación, los 

aderezos, la mayonesa, algunas salsas, postres, helados, mantequilla y la margarina 

(McClements, 2005).  

Además de las aplicaciones anteriormente mencionadas, las emulsiones se han 

utilizado para encapsular componentes como los aceites esenciales de: orégano, romero, 

mandarina, naranja, entre otros; para dar estabilidad a su carácter volátil y proteger de 

factores ambientales, con la finalidad de mantener sus propiedades antimicrobianas.  
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VI. METODOLOGÍA 

6.1. Materiales 

Los aceites esenciales de romero y orégano se adquirieron del proveedor Laboratorios Hersol 

(México) y el aceite de canela por Grupo TECNAAL (México). Para la preparación de las 

microemulsiones y nanoemulsiones aceite en agua (O/W), se utilizó inulina (Fructagave 

PR95, México) como estabilizante y Tween 80 (Sigma-Aldrich, EE. UU.) como emulgente. 

Las cepas de microorganismos utilizadas fueron Escherichia coli ATCC 25922 y Listeria 

monocytogenes SCOTT A, obtenidas del laboratorio de Microbiología de Alimentos de la 

Universidad de las Américas Puebla. Las piezas de apio fresco se obtuvieron en un 

supermercado de la ciudad de Puebla, México.   

6.2. Aceites esenciales 

6.2.1. Composición química 

La determinación se realizó mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 

masas (GC-MS, 6850N, Agilent Technologies, EE. UU.). El espectrograma se comparó con 

la biblioteca NIST (National Institute of Standard Technology Library, EE. UU.), 

identificando los diferentes componentes presentes en los AE reportados con actividad 

antimicrobiana. 

6.2.2. Propiedades físicas 

La determinación del índice de refracción de los AE se realizó mediante un refractómetro 

digital (ATAGO 1T, Japón). La viscosidad se midió utilizando un viscosímetro Cannon 

Fenske, y la densidad se determinó siguiendo el método 962.37 de la A.O.A.C. (1995), 

utilizando picnómetros de vidrio. El pH se midió utilizando un potenciómetro (PC45, 

Conductronic, México) a 20 ± 5 °C, previamente calibrado con buffers 4 y 7.   

6.2.3. Actividad antimicrobiana 

6.2.3.1.  Preparación del inóculo 

Cada bacteria (E. coli o L. monocytogenes) se inoculó por separado en caldo de soya 

tripticaseína (TSB, Merck Laboratories, Alemania) y luego se incubaron a 35 °C durante 24 
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h. De cada caldo, las bacterias se cultivaron en agar soya tripticaseína (TSA, Laboratories 

Merck, Alemania), y se incubaron a 35 °C durante 24 h, y luego se refrigeraron a 4 °C hasta 

su uso, no más de 3 semanas. Para reactivar las bacterias, se tomaron dos asadas del agar 

TSA para inocular 10 mL de caldo TSB, después se incubaron a 35 °C durante 24 h, para 

lograr aproximadamente ~108 UFC/mL, que corresponde al inicio de la fase estacionaria de 

su curva de crecimiento. Para el análisis de los sistemas modelo con nanoemulsiones, el 

inóculo se diluyó en una serie de agua peptonada estéril al 0.1 % para ajustar a una población 

bacteriana de 105 UFC/g.  

6.2.3.2. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida 

(CMB)  

Se prepararon sistemas modelo agregando diferentes concentraciones (20 µL hasta 1000 µL) 

de AEC, AER o AEO completando a 10 mL con caldo TSB; y se agregaron 0.5 mL de Tween 

80 para una mejor distribución de los AE en el caldo TSB. Posteriormente, se inocularon 0.1 

mL de las bacterias reactivadas en 10 mL del sistema modelo, se mezclaron a mano 

vigorosamente y luego se incubaron a 35 °C durante 24 h. Para confirmar la inhibición 

bacteriana, se realizó un recuento de placas en agar TSA. La concentración mínima 

inhibitoria (CMI) se definió como la cantidad de AE que no permitía el crecimiento de E. 

coli o L. monocytogenes después de 24 h de incubación a 35 °C en el agar TSA inoculado. 

Finalmente, los sistemas modelo de caldo TSB se dejaron durante 24 h más en incubación y 

se llevó a cabo el mismo procedimiento de conteo de placas en agar TSA. La concentración 

mínima bactericida (CMB) se definió como la cantidad de AE que no permitía el crecimiento 

de bacterias después de 48 h de incubación en el agar TSA inoculado. 

6.3. Encapsulación de aceites esenciales 

6.3.1. Preparación 

Para las microemulsiones, la fase continua se formó mediante una solución de 5 g 

inulina/100 g solución acuosa y 3 g Tween 80/100 g solución acuosa. Se utilizaron diferentes 

concentraciones de AE en la fase oleosa fue dependiendo de la CMI y de la CMB del AE sin 

encapsular: 10 % para AEC, 30 % AER y 45 % AEO.  
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Para las nanoemulsiones, la fase continua (90%) se formó con una solución de 5 g 

inulina/100 g solución acuosa y 3 g Tween 80/100 g solución acuosa, la fase oleosa fue del 

10 %, que constituía, individualmente, cada AE: AEC, AER o AEO.  

Para ambas preparaciones se utilizó un homogeneizador ultrasónico (Cole Parmer, CP 

505, EE. UU.). Para las microemulsiones se aplicó una intensidad de amplitud de onda de 

84 µm durante 15 min para AEC, y AER y 30 min para AEO. Para las nanoemulsiones se 

aplicó una amplitud de onda de 90 µm durante 15 min. Para la preparación de todas las 

emulsiones se utilizó un vaso doble pared, conectado a un baño de recirculación de agua a 

10 °C.     

6.3.2. Caracterización 

6.3.2.1. Tamaño de partícula 

Las distribuciones del tamaño de partícula de la fase dispersa de las microemulsiones se 

midieron usando un analizador de partículas por difracción láser Microtrac (Bluewave, EE. 

UU.); y las nanoemulsiones se midieron usando un analizador de partícula Nanotrac 

(Bluewave, Nanotrac, EE. UU.). El tamaño de partícula se indica como D90, D50 y D10, que 

representan el diámetro, en volumen, del 90%, 50% y 10% de la distribución del tamaño de 

partícula. 

6.3.2.2.  Micrografías 

Las microemulsiones se observaron directamente bajo un microscopio óptico (Primo Star, 

Carl Zeiss, Alemania) y las imágenes se capturaron usando una cámara de microscopio 

(AxioCam ERc5s, Zeiss, Alemania).  

 

6.3.2.3. Color 

Se utilizó un colorímetro de tres estímulos (CR-400, Konica Minolta, Japón) para medir los 

parámetros de color de las microemulsiones en escala de Hunter (Lh, ah, bh). El valor de 

Hue se calculó como: Hue= tan-1 (b/a). El resultado del valor de tono en radianes se convirtió 

a grados (°).   
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6.3.2.4. pH 

El pH se midió utilizando un potenciómetro (PC45, Conductronic, México) a 20 ± 5 ° C, 

previamente calibrado con buffers 4 y 7.  

6.3.2.5. Porcentaje de separación 

Para determinar la fase de separación en las microemulsiones inmediatamente después de su 

preparación, se transfirieron 30 mL del sistema (Ho) a tubos cónicos graduados, y se 

almacenaron a temperatura ambiente durante 28 días a 20 ± 5 ° C. El volumen de la fase 

superior de crema (H1) se midió todos los días. La estabilidad se determinó calculando la 

fase de separación, como la relación H1/Ho, expresada en porcentaje.  

Para las nanoemulsiones, dado que eran muy estables, se utilizó un método por 

centrifugación, y las condiciones fueron a 10,000 rpm durante 10 min a 4 ° C según el 

método de Kumar et al. (2015). El porcentaje de separación de fases se calculó con la 

siguiente ecuación: 

% 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑝𝑎𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑜𝑚𝑜𝑠𝑎

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖ó𝑛
× 100         (Ec. 1) 

6.3.2.6. Eficiencia de encapsulación 

La eficiencia de encapsulación (EE) se evaluó de acuerdo con el método descrito por Yeon 

et al. (2015) con algunas modificaciones. Para determinar EE, se extrajo el AE libre en la 

microemulsión o nanoemulsión (FEOM) agregando 0.1 mL de la micro o nanoemulsión a 9 

mL de hexano en un tubo de ensayo y mezclando el contenido usando una parrilla de 

agitación y un agitador magnético durante 15 s a 60 rpm.  

De acuerdo con los picos máximos encontrados para cada AE en los espectrogramas, 

la absorbancia se ajustó a una longitud de onda específica. Se usó un espectrofotómetro de 

luz ultravioleta (Modelo 6850; Jenway, Staffordshire, Reino Unido) para determinar los 

picos de absorbancia máximos en los espectrogramas de los AE disueltos en n-hexano y con 

un rango de 190 a 500 nm. Los picos máximos para los AE fueron los siguientes: AEC, 310 

nm; AER, 225 nm; y AEO, 255 nm. Las curvas de calibración se obtuvieron para cada AE 
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disuelto en n-hexano y se prepararon en concentraciones estándar (0.5–5.0 µL), que 

demostraron correlaciones lineales con R2 de 0.962–0.974. 

La EE se calculó utilizando la siguiente ecuación:  

𝐸𝐸% =
𝐸𝑂𝑀−𝐹𝐸𝑂𝑀

𝐸𝑂𝑀
× 100      (Ec. 2) 

Donde: EOM representa el contenido teórico de aceite esencial de la formulación de micro 

o nanoemulsión y FEOM es la cantidad libre de aceite esencial medido en la micro o 

nanoemulsión.  

6.3.3. Actividad antimicrobiana 

La determinación de la actividad antimicrobiana de las micro y nanoemulsiones se realizó 

con el mismo procedimiento reportado anteriormente para los AE sin encapsular. La 

concentración mínima inhibitoria (CMI) se definió como la cantidad de AE que no permitía 

el crecimiento de E. coli o L. monocytogenes después de 24 h de incubación a 35 °C en el 

caldo TSB inoculado; tomando en cuenta la cantidad de micro o nanoemulsion añadido al 

sistema. Para corroborar la inhibición de las bacterias a las 24 h de incubación, se realizó un 

recuento en placa en agar TSA. Finalmente, los sistemas modelo de caldo TSB se dejaron 

durante 24 h más en incubación y se llevó a cabo el mismo procedimiento de conteo de 

placas en agar TSA. La concentración mínima bactericida (CMB) se definió como la 

cantidad de AE que no permitía el crecimiento de bacterias después de 48 h de incubación 

en el agar TSA inoculado (Delaquis, 2002). Como control se llevó a cabo una prueba para 

evaluar el posible efecto antimicrobiano de los ingredientes de las micro y nanoemulsiones 

como la inulina y el emulgente Tween 80, de manera independiente.   

6.3.4. Curvas de liberación de microemulsiones 

Este estudio se realizó sólo para las microemulsiones de los aceites esenciales. La cantidad 

de microemulsión dispersada en agua se definió de acuerdo con los valores obtenidos de 

CMI y CMB del aceite esencial de canela (AEC) y aceite esencial de romero (AER) contra 

las bacterias estudiadas, para ser liberados en el medio. Para determinar la liberación de AEC 

y AER, se disolvieron 75 mL de microemulsión de AEC en 500 mL de agua destilada para 
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obtener 15 µL de AEC/mL y se agregaron 133.3 mL de microemulsión AER a 500 mL de 

agua destilada para obtener 80 µL de AER/mL. Las microemulsiones se añadieron en agua 

destilada, manteniendo el sistema agitado a 60 rpm y 25 °C, tomando alícuotas cada 30 min. 

La cuantificación de la liberación de cada AE se realizó disolviendo 1 mL de muestra en 9 

mL de n-hexano, determinando la absorbancia en un espectrofotómetro a 310 nm para AEC 

y 225 nm para AER.   

Los datos de concentración de los AE liberados en diferentes momentos se registraron y se 

ajustaron a los modelos cinéticos dinámicos, optimizando el mínimo error cuadrado. La 

ecuación 3 (Ec. 3), se aplicó para describir un modelo cinético de primer orden. Para ajustar 

una dinámica de segundo orden (Ec. 4) se utilizó una cinética con una pendiente inicial de 

cero y una pendiente máxima en el punto de inflexión (respuesta típica de forma de S). 

𝐶(𝑡) = 𝐶𝑚𝑎𝑥[1 − 𝑒−𝑘1𝑡]                                                              

(Ec. 3) 

𝐶(𝑡) = 𝐶𝑚𝑎𝑥[1 − (𝑘2𝑡 + 1)𝑒−𝑘2𝑡]                                             

(Ec.4) 

Donde: C(t) es la concentración de AE en cada alícuota en determinado tiempo, Cmax es la 

concentración máxima de AE en el sistema (L/mL), k1 y k2 son constantes de tiempo 

relacionadas con la velocidad de liberación del AE, y son proporcionales a la pendiente de 

la línea tangente al punto de inflexión de la respuesta, en unidades de min-1. 

  

6.4. Evaluación del apio fresco 

6.4.1. Preparación 

El apio se cortó en trozos de 10 mm de ancho, 10 mm de largo y 5 mm de alto hasta un peso 

de ~ 1 g cada uno con un cuchillo afilado. El apio se desinfectó en tres pasos, utilizando 

diferentes soluciones mezcladas con un agitador magnético en una parrilla de agitación: 1) 

se colocaron cinco trozos de apio en un frasco con 100 mL de solución de hipoclorito de 

sodio al 0.2 % y se agitaron durante 5 min a 238 rpm; 2) luego se transfirieron los trozos a 
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otro frasco con 100 mL de agua destilada estéril y se agitó durante 5 min a 120 rpm, y 3) 

luego se repitió el segundo paso, transfiriendo los trozos de apio a diferentes matraces.  

6.4.2. Caracterización 

Los parámetros de pH y color de las piezas de apio se determinaron por triplicado utilizando 

el mismo equipo que se mencionó anteriormente. El color de la superficie de las piezas de 

apio se evaluó directamente. Para medir el pH, antes del análisis, se hizo una mezcla de apio 

en agua utilizando el equipo mencionado anteriormente. La actividad de agua (aw) de 1 g de 

apio se determinó por triplicado utilizando un higrómetro AquaLab 4TE (Decagon Devices, 

EE. UU.). El contenido de humedad se determinó por triplicado mediante el método 950.46 

A.O.A.C. (2000). La textura se midió utilizando un texturómetro Shimadzu (EZ-SX, Japón), 

se usó una prueba de penetración con una aguja de 1 mm de diámetro para penetrar una 

distancia de 10 mm a una velocidad de 1 mm/s; se cuantificó la fuerza máxima. Las pruebas 

se realizaron por triplicado.     

6.4.3. Análisis microbiológico 

Se agregaron 2 mL de caldo con las bacterias (E. coli y L. monocytogenes) reactivadas (108 

UFC/mL) a 93 mL de TSB y se mezclaron perfectamente en frascos separados. 

Posteriormente, se colocaron 5 trozos de apio y se agitaron en una parrilla utilizando un 

agitador magnético a 120 rpm durante 20 min. Este procedimiento garantizó la impregnación 

de las bacterias con una población de ~105 UFC/g. Las piezas de apio inoculados se secaron 

en condiciones estériles dentro de la campana de flujo laminar (Labconco, Class II, EE. 

UU.), utilizando un mechero Bunsen a temperatura ambiente.    

Las piezas de apio inoculadas con E. coli y L. monocytogenes se colocaron en frascos 

que contenían 25 mL de nanoemulsión de AEC, AER o AEO. Después, los sistemas se 

mezclaron en una parrilla con agitación utilizando un agitador magnético en diferentes 

periodos de tiempo (7.5-360 min) a 120 rpm. 

Para las curvas de inhibición bacteriana, las piezas de apio inoculadas con E. coli y 

L. monocytogenes en las nanoemulsiones se trasfirieron con una espátula estéril a un mortero 

de porcelana estéril para su trituración. Posteriormente, se colocó ~1 g de muestra de apio 
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en un tubo de ensayo que contenía 9 mL de agua peptona estéril y se mezcló totalmente. La 

carga microbiana se evaluó utilizando el método de recuento de placas y agar TSA. Las cajas 

Petri se incubaron a 35 °C durante 24 h, después se contaron las colonias bacterianas.     

Para describir el efecto de las nanoemulsiones de AEC, AER y AEO sobre las curvas 

de inhibición bacteriana en las piezas de apio inoculadas con E. coli y L. monocytogenes, la 

supervivencia se ajustó utilizando el modelo de Weibull.  

                        log  𝑁/𝑁𝑜 = −𝑏/𝑡𝑛                      (Ec. 5) 

donde: “No” es el número inicial de células viables (UFC/g), “N” es el número de células de 

supervivencia (UFC/g) después de un tiempo de tratamiento de exposición t (min), b y n son 

los factores de escala y forma de la curva (Peleg y Cole, 1998). Para determinar los 

parámetros b y n, se realizó un análisis de regresión no lineal utilizando Minitab 18 Statistical 

Software (Minitab Inc.; State College, PA, EE. UU.). Las estimaciones para b y n se 

calcularon utilizando el método de mínimos cuadrados ordinarios predeterminado, que 

minimiza el error estándar de la curva de regresión. La bondad del ajuste del modelo se 

evaluó utilizando el coeficiente de regresión (R2) y el error cuadrático medio (MSE) de la 

siguiente manera:  

𝑀𝑆𝐸 =
∑(𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐ℎ𝑜−𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜)

𝑛−𝑝 
                    (Ec. 6) 

donde: “n” es el número de observaciones y p es el número de parámetros a estimar.  

La distribución de frecuencia de las resistencias se calculó utilizando las siguientes 

ecuaciones y valores de b y n: 

 n
c

n
c

c

btbnt
dt

d
  exp1                      (Ec. 7) 

donde dΦ / dtc es la distribución de Weibull correspondiente a tc (una medida de la 

resistencia o sensibilidad del organismo). El modo de distribución (tcm) representa el tiempo 

de tratamiento en el que la mayoría de la población bacteriana fue inhibida o inactivada, y la 

media ( ct ) corresponde al tiempo promedio de inhibición/inactivación con su varianza (σtc
2). 
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El coeficiente de sesgo (υ1) representa el sesgo de la distribución, que está relacionado con 

los miembros más resistentes de la población (Peleg y Cole, 1998), donde  es la función 

gamma. 

  n
cm nbnt

/1
/)1(       (Ec. 8) 

   n
c bnnt /1//)1(      (Ec. 9) 

     n
tc bnnnn /222 /)/)1((/)2(       (Ec. 10) 

 
  2/3/2

2/3

1

/)/21(

/)/21(

nbn

bn




       (Ec. 11) 

 

 

6.4.4. Evaluación sensorial 

Se realizó una prueba de preferencia hedónica para evaluar los atributos sensoriales del apio 

sin sumergir y sumergidos en las nanoemulsiones de AEC, AER y AEO. Una escala 

estructurada de nueve puntos para indicar un rango de (1) “Me gusta muchísimo” y (9) “Me 

disgusta muchísimo”. Los atributos sensoriales evaluados en las piezas de apio fueron: 

apariencia, color, olor, textura al observar, textura al degustar, sabor y aceptabilidad del 

producto; con un panel de 25 jueces no entrenados (Wichchukit y O’ Mahony, 2015).     

6.5. Análisis estadístico  

Las propiedades físicas de los AE, micro y nanoemulsiones, así como la eficiencia de 

encapsulación, se analizaron mediante un ANOVA y una prueba de comparación de pares 

de Tukey con un nivel de significancia de α = 0.05, utilizando el software estadístico con 

Minitab V.18 (Minitab Inc. State College, EE. UU.).    
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1.  Aceites esenciales 

7.1.1. Caracterización  

La composición química de los aceites esenciales estudiados se muestra en la Tabla II, para 

el aceite esencial de romero (AER) los principales componentes identificados fueron 1R-

pineno (25.87 %), eucaliptol (21.95 %) y alcanfor (23.08 %). Además, para el aceite esencial 

de orégano (AEO) los principales componentes identificados en este estudio fueron β-

cimeno (27.23 %), linalool (29.51 %) y carvacrol (27.34 %). Finalmente, para el aceite 

esencial de canela (AEC) el principal componente fue el cinamaldehído (50.64 %).  

La composición del AER analizado en este estudio fue similar (cualitativamente) a 

lo reportado por otros autores (Jalalali-Heravi, Moazeni y Sereshti 2011). Los componentes 

más abundantes reportados como responsables de la actividad antimicrobiana del AER son 

α-pineno, terpineno, alcanfor, acetato de bornilo, cariofileno, carvacrol and isocarnosol 

(Genena, Hense, Smania and Souza 2008). Los principales componentes del AEO 

identificados fueron β-cimeno, linalool y carvacrol, que coinciden con Gilling, Kitajima, 

Torrey y Bright (2014), quienes encontraron que el carvacrol es uno de los principales 

componentes del AEO. Otro componente reportado por Pirigharnaei et al. (2011) además de 

carvacrol con 29.85%, fue ϒ-terpineno con 9.56 %, la cantidad de carvacrol obtenida en este 

estudio fue de 27.34 %; la diferencia en valores puede ser atribuida a diversos aspectos como 

la ubicación geográfica del sitio de cosecha, el clima y otras condiciones ambientales 

(Toncer et al. 2009). El cinamaldehído fue el componente mayoritario del AEC, lo que 

coincide con otros autores que reportaron que este es el principal componente con efecto 

antimicrobiano (Rajeswara, Rajput y Bhattacharya 2007).  

Las propiedades físicas de los aceites esenciales (AE) se evaluaron para identificar si 

afectaban las propiedades de los AE encapsulados en microemulsiones (Tabla III). Los tres 

parámetros evaluados de los AE estudiados resultaron ser significativamente diferentes (p < 

0.05) entre ellos. 
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Tabla II. Componentes principales del aceite esencial de canela, aceite esencial de romero 

y aceite esencial de orégano. 

Aceite esencial Componentes Área del pico (%)  

Romero 1R-α-pineno 25.70 

 Eucaliptol 21.95 

 Alcanfor 23.08 

 Camfeno 6.43 

 β-pineno 5.50 

 α-terpineol 3.75 

 Acetato de bornilo 2.35 

 Cariofileno 2.39 

Orégano β-cimeno 27.23 

 Linalool 29.51 

 Carvacrol 27.34 

 ϒ-terpineno 4.67 

 Cariofileno 4.73 

Canela Cinemaldehído 50.64 

 Cariofileno 16.54 

 Óxido de cariofileno 12.15 

 α-cariofileno 5.47 

  ϒ-cadineno 3.82 
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Los valores de densidad de los AE variaron entre 0.907-1.024 g/cm3. El AEC demostró el 

valor más alto de densidad; además, este valor concuerda con lo reportado por Florido et al. 

(2014), ellos reportaron una densidad de 1.027-1.055 g/cm3. Por otro lado, Albado-Plaus, 

Saez-Flores y Grabiel-Attaucusi (2001) reportaron una densidad específica de 0.9234 g/cm3 

en AEO, similar a la obtenida en este estudio (0.946±0.009 g/cm3). Según Genena et al. 

(2008), el AER tiene una densidad de 0.894-0.913 g/cm3 y el valor obtenido en este estudio 

fue de 0.907 g/cm3. 

Tabla III. Parámetros físicos del aceite esencial de canela, del aceite esencial de romero y 

del aceite esencial de orégano. 

Parámetro Romero Orégano Canela 

Densidad (g/ cm3) 1 0.907 ± 0.001c 0.946 ± 0.009b 1.024 ± 0.003a 

Viscosidad (P) 1 0.179 ± 0.001c 0.302 ± 0.001b 0.657 ± 0.006a 

Índice de refracción1 1.470±0.039 c 1.507±0.011b 1.595±0.001a 

1. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se informaron las desviaciones estándar. Diferentes letras en filas son 

significativamente diferentes (p <0.05) analizadas por la prueba de Tukey. 

 

Los AE suelen presentar viscosidades bajas como los resultados obtenidos en este estudio 

(0.179-0.657 P). Siddiqui y Ahmad (2013) realizaron un estudio de viscosidad en diferentes 

aceites, reportando los siguientes datos: aceite de almendra 0.438 ± 0.018 P, aceite de clavo 

0.066 ± 0.006 P, aceite de eucalipto 0.337 ± 0.033 P, aceite de nuez 0.296 ± 0.002 P, aceite 

de canela 0.041 ± 0.001 P, aceite de limón 0.321 ± 0.005 P, aceite de ajo 0.092 ± 0.004 P, 

aceite de comino negro 0.308 ± 0.009 P y aceite de linaza 0.254 ± 0,005 P. 

El índice de refracción representa una característica física importante de los AE y 

suele estar en un rango entre 1.450 y 1.590. Los valores obtenidos para AER (1.468), AEO 

(1.490) y AEC (1.540-1.640) coinciden con los valores reportados en la literatura 

(Rodríguez-Rojo et al. 2012).  
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7.1.2. Encapsulados en microemulsiones 

 

7.1.2.1. Caracterización  

Los resultados obtenidos de los parámetros de densidad, viscosidad e índice de refracción 

de los aceites esenciales encapsulados en microemulsiones se muestran en la Tabla IV. Los 

valores de densidad de las microemulsiones fueron similares a las de las AE sin encapsular 

(Tabla III y Tabla IV). Lugovska y Sidor (2014) mencionaron valores de densidades entre 

1.03-1.10 g/cm3 de emulsiones de aceite en agua de aceite de cítricos, que son el mismo tipo 

de microemulsiones preparadas en este estudio. Se puede observar que los AE suelen tener 

valores de viscosidad bajos como los resultados obtenidos en este estudio (0.179-0.657 P). 

Tabla IV. Parámetros físicos de las microemulsiones aceite en agua (O/W) del aceite 

esencial de canela (10/90), del aceite esencial de romero (30/70) y del aceite esencial de 

orégano (45/55). 

Parámetro Romero Orégano Canela 

Viscosidad (P)1 0.189 ± 0.006a 1.084 ± 0.020 b 0.109 ± 0.001 c 

Densidad (g/cm3) 1 0.98 ± 0.01b 0.99 ± 0.01ab 1.02 ± 0.01a 

pH1 3.80 ± 0.35 b 4.20 ± 0.07 b 4.77 ± 0.01a 

Parámetros de color  

L1  87.68 ± 0.22a 83.78 ± 0.13b 85.44 ± 0.35c 

a1 -0.81 ± 0.13a -0.99 ±0.02b -1.84 ± 0.01c 

b1 2.04 ± 0.04c 3.96 ± 0.06a 2.98 ± 0.01b 

H° 111.6± 0.1b 104.1± 0.2c 121.6± 0.1a 

1. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se informaron las desviaciones estándar. Diferentes letras en filas son 

significativamente diferentes (p <0.05) analizadas por la prueba de Tukey. 

 

Entre las propiedades físicas de las microemulsiones, la viscosidad es una de las más 

importantes, debido a que pueden presentar algún fenómeno de separación como la 

coalescencia de gotitas de la fase dispersa (Nasery et al. 2016). Los valores de viscosidades, 

densidades y pH obtenidos en este estudio están entre 0.189-1.084 P, 0.98-1.02 g/cm3 y 3.80-

4.77, respectivamente (Tabla IV). La microemulsión de AEO presentó la mayor viscosidad 
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(1.084 P) a pesar de no ser el AE con mayor viscosidad, este resultado se atribuyó a la alta 

concentración de AE en la microemulsión, que fue del 45%. El resultado opuesto se obtuvo 

con la microemulsión de AEC con una viscosidad de 0.109 P formulada con un 10% de AE, 

a pesar de ser el más viscoso. 

Los valores de pH de las microemulsiones estaban dentro del rango de 3.80 a 4.77, 

solo el pH de la microemulsión preparada con AEC fue significativamente más alto (p <0.05) 

que los valores obtenidos para AER y AEO, que pueden atribuirse a su composición química. 

A partir de los parámetros de color de las microemulsiones estudiadas, se puede observar 

que se obtuvo la luminosidad más baja (valor L) para AEO (p <0.05) (Tabla IV). En cuanto 

a los valores del tono (H°) de las microemulsiones, todos presentaban ángulos hacia el color 

amarillo. 

La Tabla V muestra los valores del tamaño de gota de las microemulsiones de AE 

estudiadas, cabe mencionar que la distribución de diámetro de la población demostró ser 

unimodal. Los resultados obtenidos del tamaño de gota (D50) determinado para las 

microemulsiones fueron 2.08 ± 0.13, 3.30 ± 0.06 y 5.30 ± 0.65 μm, para el AEC, AER y 

AEO, respectivamente. La eficiencia de encapsulación (EE) obtenida con AER (81.97%) fue 

significativamente más alta (p <0.05) que la obtenida con los otros dos aceites. 

Tabla V. Tamaño de partícula, fase de separación y eficiencia de encapsulación de las 

microemulsiones aceite en agua (O/W) del aceite esencial de canela (10/90), del aceite 

esencial de romero (30/70) y del aceite esencial de orégano (45/55). 

Microemulsión Romero Orégano Canela  

D50 (µm) 3.71b 5.46a 1.98c 

% separación 6.67 ± 0.01a 2.50 ± 0.01c 3.33 ± 0.01b 

EE% 81.97 ± 0.01a 80.99 ± 0.01b 79.91 ± 0.01c 

Los resultados promedio se informan a partir de mediciones por triplicado. Las diferentes letras de superíndices 

en filas muestran diferencias significativas (p <0.05) entre los aceites esenciales después del análisis de datos 

mediante la prueba de Tukey. 

La distribución del tamaño de partícula es un indicador muy importante para describir la 

calidad, estabilidad, uniformidad y dispersabilidad de las microemulsiones. Zhang et al. 

(2017) informaron un promedio de tamaño de partícula de 8.69 µm en nanoemulsiones de 
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clavo/canela. Los pequeños tamaños de partícula de las microemulsiones obtenidas que 

aplican ultrasonido de alta frecuencia son lo suficientemente pequeños (1.98-5.46 µm) como 

para relacionarlos con su buena estabilidad durante el almacenamiento, según lo informado 

por Cardoso-Ugarte et al. (2016). Además, el tamaño de partícula está fuertemente 

relacionado con las eficiencias de encapsulación (EE) con esta técnica de microemulsión. 

En este estudio, los valores de EE variaron en función del AE utilizado en la formulación; 

el valor de EE fue de 80.99 % para la microemulsión de AEO que se formuló con la 

concentración más alta de AE, mientras que la microemulsión de AEC mostró una EE de 

79.91 %. Niu et al. (2016) obtuvieron resultados similares al estudiar emulsiones con tres 

composiciones de fase oleosa y valores de pH diferentes, reportando EE entre 80 y 92%, 

reportando una buena estabilidad de las emulsiones. 

Los diámetros del tamaño de partícula de los AE dispersados en las 

microemulsiones también se corroboraron por micrografías tomadas en un microscopio 

óptico, las cuales se muestran en la Figura 3. 

Figura 3.  Micrografías de las microemulsiones aceite en agua (O/W) formuladas con diferentes 

aceites esenciales: a) canela (10/90), b) romero (30/70) y c) orégano (45/55). 

7.1.2.1.2. Curvas de liberación 

De acuerdo con las curvas de liberación (Fig. 4), la liberación del AEC mostró una tasa 

constante en los primeros 90 min; seguido de una meseta de 90 a 360 min. Por otro lado, la 

liberación del AER presentó una liberación retardada de 60 min, pero luego la velocidad de 

liberación fue constante hasta que pasaron 420 min, presentando una disminución de la 

velocidad de liberación hasta alcanzar una meseta a los 600 min. 

La actividad antimicrobiana de los AE depende de su disponibilidad, en ciertos 

alimentos, para inhibir el deterioro de los microorganismos (Kaskatepe et al., 2016). En la 
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Fig. 4, se puede observar que la liberación de 10 μL/mL del AEC encapsulado se obtuvo 

después de 60 min, y para la liberación de AER la concentración de 60 μL/mL se obtuvo 

después de 360 min. 

Tomičić et al. (2018) evaluaron la actividad antimicrobiana de diferentes AE contra L. 

monocytogenes. Los autores informaron que el valor de CMI del AEC fue de 2.56 μL AE/mL 

y del AER fue de 20.48 μL AE/mL. Además, Kaskatepe et al. (2016) reportaron valores de 

CMI de AEC comercial y natural entre 0.39-12.5 μL AE/mL contra E. coli. Para este estudio, 

estos valores se tomaron como referencia para la liberación de los AE. De acuerdo con la 

curva de liberación de la microemulsión del AEC (Fig. 4), los valores CMI para ambas 

bacterias estuvieron disponibles desde los 30 min, mientras que la CMB para L. 

monocytogenes se liberó en 90 min y para E. coli en 60 min. Por otro lado, con la 

microemulsión de AER los valores del CMI se liberaron después de 120 min, para ambas 

bacterias. Finalmente, la CMB para L. monocytogenes y E. coli, estuvo disponible después 

de 210 y 420 min, respectivamente. 

 

Figura 4. a) Liberación de microemulsión AEC (■) y b) microemulsión AER (•), ambas en agua 

a 60 rpm y 25 °C. Las líneas continuas representan la estimación del modelo matemático. 

 

Diferentes factores influyen en la velocidad liberación de los AE, primero, la cantidad de 

AE en la microemulsión; y segundo, el tamaño de la gota lipídica en la microemulsión, el 

tamaño de gota de las microemulsiones se puede observar en la Tabla V. El tamaño de gota 

de la microemulsión del AEC era más pequeño que en la microemulsión AER, por lo que se 

pudo observar que tuvo una mejor liberación en la solución acuosa. Como se muestra en la 
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Fig. 4, el perfil de liberación para AEC muestra una respuesta monotónica con un rápido 

aumento al comienzo del proceso y, después de un lapso, la concentración del AEC tiende a 

alcanzar un valor estacionario, tal comportamiento fue descrito como una cinética de primer 

orden. Para el AER se puede observar un cambio en la pendiente de la curva de liberación, 

que describe una respuesta en forma de S; este comportamiento se ajustó a un modelo de 

segundo orden, como se discutió en Cardoso-Ugalde et al. (2017). 

Para la liberación del AEC, la cual siguió una cinética de primer orden, k1 se 

determinó con un valor de 0.0166, mientras que para la liberación de AER, describiéndose 

con una cinética de segundo orden, el parámetro k2 se determinó con un valor de 0.00708. 

Para ser dimensionalmente consistentes, ambos parámetros tienen unidades de min-1 y están 

directamente relacionados con la tasa de liberación, demostrando así que la liberación del 

AEC se liberó más rápidamente. Los ajustes de los modelos propuestos se muestran en la 

Fig. 4; el coeficiente de correlación (R2) entre los datos experimentales y la estimación del 

modelo estuvo en un rango entre 0.974 y 0.993. Los AE encapsulados en microemulsiones 

por ultrasonido de alta frecuencia pueden ser efectivos como antimicrobianos naturales en 

sistemas acuosos durante largos períodos de tiempo. En base a estos resultados se demuestra 

que la formulación de las microemulsiones (concentración de la fase oleosa en la acuosa) 

afecta el comportamiento de la liberación de los aceites esenciales en soluciones acuosas. 

7.1.3. Actividad antimicrobiana  

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla VI, se puede observar que E. coli es 

menos resistente al efecto inhibitorio y bactericida para el AEC sin encapsular que L. 

monocytogenes, pero mostró una resistencia similar al AER que con AEO sin encapsular. 

Las microemulsiones de los AE estudiadas (canela, romero y orégano) demostraron ser más 

efectivas contra E. coli y L. monocytogenes, en comparación a los AE sin encapsular (Tabla 

VI). 
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Tabla VI. Actividad antimicrobiana reportada como concentración mínima inhibitoria 

(CMI) y concentración mínima bactericida (CMB) del aceite esencial de canela, del aceite 

esencial de romero y del aceite esencial de orégano sin encapsular y encapsulados en 

microemulsiones aceite en agua (O/W). 

   Listeria monocytogenes Escherichia coli 

  Aceites esenciales CMI CMB  CMI CMB 

Romero 

Sin encapsular  5.0 7.5 5.0 7.5 

Encapsulado 1.5 6.0 1.5 3.0 

Orégano 

Sin encapsular  9.0 9.0 9.0 9.0 

Encapsulado 2.25 2.25 4.5 4.5 

Canela 

Sin encapsular  1.2 1.2 1.0 1.0 

Encapsulado 0.5 1.0 0.2 0.8 

 

La resistencia de las bacterias Gramnegativas a los componentes de los AE se asocia con el 

papel protector de la capa de membrana proteica o pared celular de los lipopolisacáridos, 

que limitan la difusión de la velocidad de los componentes hidrofóbicos a través de la capa 

de lipopolisacáridos. Esta afirmación es confirmada por Zhang et al. (2017), quienes 

mencionaron que las nanoemulsiones de una mezcla de AE de clavo/canela mostraron una 

mayor actividad antimicrobiana contra cuatro microorganismos probados: Escherichia coli, 

Bacillus subtilis, Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus que cuando se utiliza 

la mezcla de AE directamente. 

La CMI y la CMB del AEC sin encapsular fue de 1.2% (v/v) para L. monocytogenes 

y para E. coli fue de 1.0%. La actividad antimicrobiana del AEC se atribuye a su componente 

principal, el cinamaldehído; su modo de acción radica en la unión del grupo carbonilo a las 

proteínas celulares presentes en su estructura química, evitando la acción de las enzimas de 

aminoácidos-descarboxilasas. El AEC encapsulado presentó diferentes CMI y CMB para las 

bacterias estudiadas; para E. coli fue de 0.2% y 0.8%, mientras que para L. monocytogenes 
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fue de 0.05% y 1.0%, respectivamente; demostrando que el AEC encapsulado es más 

efectivo que el AEC sin encapsular. 

Por otro lado, AER presentó una CMB más alta que la CMI para ambas bacterias 

cuando se aplica sin encapsular o encapsulado. Se ha reportado un comportamiento similar 

para la CMI y CMB de AE de orégano, canela, albahaca y romero contra bacterias como S. 

aureus, L. monocytogenes, B. cereus, Y. enterocolitica, E. coli y S. Typhimurium. 

obteniendo valores más altos para de CMB (Mello et al. 2012). El alcanfor es uno de los 

principales componentes antimicrobianos del AER y el mecanismo de acción antimicrobiano 

se debe a su carácter lipofílico, debido a que atraviesa fácilmente la membrana citoplásmica 

de las células de los microorganismos, causando daños en la pared y fugas de 

macromoléculas. Además, la actividad antimicrobiana de este aceite esencial se debe a la 

presencia de otros componentes como fenoles, aldehídos y alcoholes, que han demostrado 

la inhibición de diferentes cepas bacterianas como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Salmonella enteritidis, Bacillus subtilis y Enterococcus. Faecalis (Yañez y Cuadro 2012). 

Dolçà et al. (2015) evaluaron el AER microencapsulado por 

coextrusión/gelificación contra Escherichia coli. Dichos autores obtuvieron una reducción 

del recuento de bacterias del 91.05-99.41% (UFC/mL) con las microcápsulas secas. Una 

desventaja es el proceso que evaluaron, ya que es más complicado que la encapsulación por 

microemulsión, porque consta de 8 pasos y más tiempo (3 h) para la formación de las 

microcápsulas. 

Raeisi, Tabaraei, Hashemi y Behnampour (2016) estudiaron la calidad microbiana 

de la carne de pollo incorporando AEC y AER individualmente y en combinación, contra L. 

monocytogenes. La concentración de los AE individuales o combinados evaluados fue de 

0.5%. El recuento inicial de bacterias (0 día) fue de 3.2 log UFC/g, que aumentó después de 

15 días de almacenamiento hasta 8.9 log UFC/g. Cuando los AE se utilizaron en 

combinación, se observó un efecto más fuerte en la preservación de la calidad microbiana 

(6.3 log UFC/g). En comparación con nuestro estudio, los aceites esenciales de canela y 

romero encapsulados en microemulsiones, individualmente, fueron más efectivos porque 

después de 24 h de almacenamiento, con un inóculo inicial más alto (8 log UFC/mL), la 

población de bacterias se inhibió completamente. 
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Respecto al AEO sin encapsular, presentó resultados con el mismo valor de CMI y 

CMB para L. monocytogenes y E. coli (9%). En este estudio, el carvacrol es uno de los 

componentes principales de la AEO, que tiene un grupo hidroxilo en el anillo fenólico; este 

componente ha demostrado la capacidad de alterar la membrana celular externa causando la 

fuga de protones e iones de potasio, y la inhibición de la síntesis de ATP del microorganismo 

(Fisher y Phillips 2008; Semeniuc, Pop y Rotar 2017). Dorman y Deans (2000) confirmaron 

este mecanismo antimicrobiano del carvacrol, estudiando la inhibición de diferentes 

bacterias patógenas. El AEO encapsulado, presentó un efecto antimicrobiano diferente para 

las bacterias estudiadas, para L. monocytogenes la CMI y la CMB fue de 2.25% y para E. 

coli fue de 4.5%. Por lo tanto, el AEO encapsulado demostró ser más eficiente para la 

inhibición de bacterias, en comparación con el uso de aceite esencial sin encapsular, siendo 

E. coli menos resistente que L. monocytogenes. 

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales sin encapsular y encapsulados 

se puede observar por medio de los porcentajes de reducción de la CMI o la CMB para cada 

bacteria. Se obtuvo una reducción de CMI y CMB de 75 % y 20 % con el AEC de E. coli; 

mientras que para L. monocytogenes la reducción de CMI y CMB fue de 60 % y 20 %, 

respectivamente. Al evaluar la actividad antimicrobiana del AER, la CMI fue 70% menor 

para ambas bacterias cuando se encapsuló, y la CMB se redujo en un 20% para L. 

monocytogenes y en un 60% para E. coli. En el caso de AEO, la reducción en la CMI y CMB 

fue del 75% para L. monocytogenes y del 50% para E. coli aplicando el aceite encapsulado. 

El proceso de microencapsulación ha demostrado mejorar el efecto antimicrobiano de los 

AE y proporciona una actividad prolongada a lo largo del tiempo, como lo demuestran 

también Teodoro et al. (2014). 

Arana-Sánchez et al. (2010) microencapsularon tres AEO mexicanos mediante 

secado por pulverización, su actividad antimicrobiana se mostró al determinar el CMB frente 

a 108 UFC/mL de E. coli. Observaron que los AEO microencapsulados disminuyeron el 

CMB hasta cuatro veces en comparación con los AEO sin encapsular. A pesar de los buenos 

resultados contra las bacterias, confirmaron que el uso del secado por atomización como 

técnica de microencapsulación, ésta cambió la composición de los OE; además las 

eficiencias de encapsulación variaron entre 53 y 81%. 
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En otro estudio realizado por Speranza et al. (2015) reportaron que el tamaño de 

gota de los aceites influyó en la actividad antimicrobiana de las emulsiones; observaron que 

cuando el área de superficie específica de las emulsiones era mayor, la actividad 

antimicrobiana era más efectiva contra los microorganismos estudiados. Además, las gotitas 

dispersas aumentaron el área interfacial y, por lo tanto, las interacciones en el medio son 

mayores (Nuñez et al. 2000). Por lo que, el pequeño tamaño de gota de las microemulsiones 

obtenidas con el homogeneizador ultrasónico demostró promover la actividad 

antimicrobiana de los AE contra las bacterias evaluadas. 

7.2. Nanoemulsiones 

7.2.2. Caracterización 

Los valores de pH de las nanoemulsiones de AEC, AER y AEO estaban dentro del rango de 

4.69–5.84 (Tabla VII). De Godoi et al. (2017) reportaron valores de pH entre 2.72 y 4.93 

para nanoemulsiones que contenían AE de Ecucalyptus globulus. Pengon, Chinatangkul, 

Limmatvapirat y Limmatvapirat (2018) evaluaron las propiedades físicas de las 

nanoemulsiones de aceite de coco y reportaron valores de pH de < 6.0. Los valores son 

similares a los obtenidos en este estudio, aunque las tres nanoemulsiones fueron 

significativamente diferentes (p <0.05). Las viscosidades de las nanoemulsiones de AEC y 

AER fueron significativamente diferentes (p <0.05) de la de la nanoemulsión AEO (Tabla 

VII), que presentó la mayor viscosidad (1.993 mPa.s). Sugumar, Mukherjee y Chadrasekaran 

(2015) evaluaron la formación y caracterización de la nanoemulsión AE de eucalipto 

utilizando un método simple de mezcla y calentamiento y reportaron viscosidades de 2–16 

mPa.s. Las viscosidades de las nanoemulsiones en este estudio fueron similares a las 

reportadas en la literatura. Las pequeñas diferencias en los valores pueden atribuirse al tipo 

de AE. Las densidades (Tabla VII) fueron significativamente diferentes (p <0.05) entre las 

tres muestras, la nanoemulsión del AEC tuvo la densidad más alta con 1.018 g/cm3. 

Lugovska y Sidor (2014) mencionaron valores de densidad de nanoemulsiones de 1.005–

1.020 g/cm3, lo cual concuerda con obtenidos en este esta investigación. Las nanoemulsiones 

son sistemas que se asemejan a la "leche"; por lo tanto, los valores obtenidos para el 

parámetro de color "Lh" (luminosidad) fueron >80, con una tendencia al color blanco (Tabla 

VII). Los valores de Lh más bajos se obtuvieron para la nanoemulsión de AEO y los más 
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altos para la nanoemulsión de AEC, respectivamente. Las nanoemulsiones estudiadas 

presentaron valores positivos para el parámetro bh, por lo que indica una tendencia al color 

amarillo, y valores negativos para el parámetro ah, indican una tendencia al color verde, lo 

cual concuerda con su apariencia. Los parámetros de color ah y bh fueron significativamente 

diferentes (p <0.05) entre las tres nanoemulsiones. 

Las distribuciones de tamaño de partícula demostraron que los diámetros de las 

gotitas de aceite eran unimodales entre las tres nanoemulsiones (Tabla VIII). El tamaño de 

gota de la nanoemulsión AEC fue el más pequeño con valores de D90: 296 nm, D50: 226 nm 

y D10: 176 nm, mientras que la nanoemulsión AEO tuvo el mayor tamaño de gota con valores 

de D90: 680 nm, D50: 546 nm, y D10: 414 nm. De Godoi et al. (2017) evaluaron la estabilidad 

de las nanoemulsiones que contenían un 5% de aceite E. globulus 30 días después de su 

preparación y reportaron un tamaño de partícula entre 75.57 y 488.93 nm. Los resultados de 

la distribución del tamaño de partícula de la gota demostraron que el homogeneizador 

ultrasónico de alta frecuencia fue eficaz para la preparación de nanoemulsiones, 

considerando que, en este trabajo, las nanoemulsiones se formularon utilizando un 10% de 

AE. Ghosh et al. (2013) sugirieron que el ultrasonido de alta frecuencia proporciona 

suficiente energía para generar intensas fuerzas disruptivas y minimizar el tamaño de las 

gotas de las nanoemulsiones. Además, esta técnica de homogeneización también 

proporciona valores altos de EE (82.8–98.9%) y baja separación de fases (0.00–8.32 %) en 

las nanoemulsiones, promoviendo una alta estabilidad durante el almacenamiento (Tabla 

VIII). Niu, Pan, Su y Yang (2016) mencionaron que las nanoemulsiones altamente estables 

suelen presentar EE’s > 80%, lo que corrobora los resultados obtenidos. La nanoemulsión 

del AEC fue la más estable, y esta estabilidad se relacionó con tener el tamaño de partícula 

más pequeño, la EE más alta y sin separación de fases. La separación de fases y la EE (Tabla 

VIII) fueron significativamente diferentes entre las nanoemulsiones preparadas (p <0.05). 
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Tabla VII. Parámetros físicos de las nanoemulsiones aceite en agua O/W (10/90) del aceite esencial de canela (AEC), del aceite esencial 

de romero (AER) y del aceite esencial de orégano (AEO) 

Aceite esencial 
pH Viscosidad 

(mPa.s) 

Densidad 

(g/cm3) 

Color 

Lh ah bh 

AEC 4.69 ± 0.03c 1.844 ± 0.010b 1.018 ± 0.002a 87.25 ± 0.28a -0.89 ± 0.01c 2.76 ± 0.02a 

AER 5.58 ± 0.04b 1.843 ± 0.012a 1.004 ± 0.001c 84.81 ± 0.70c -1.33 ± 0.07b 2.28 ± 0.01c 

AEO 5.84 ± 0.03a 1.993 ± 0.019b 1.011 ± 0.002b 81.21 ± 0.33b -1.74 ± 0.01a 3.28 ± 0.01b 

Nota: Los valores son la media de tres réplicas ± desviación estándar. Los medios que contienen letras diferentes en la misma columna son 

significativamente diferentes (p <0.05). 
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Tabla VIII. Tamaño de partícula, porcentaje de separación y eficiencia de encapsulación de las nanoemulsiones O/W (10/90) del aceite 

esencial de canela (AEC), del aceite esencial de romero (AER) y del aceite esencial de orégano (AEO). 

Aceite esencial 
Tamaño de partícula 

(nm) 

Separación de fases 

(%) 

Eficiencia de encapsulación 

(%) 
D90 D50 D10 

AEC 296c 226c 176c 0.00± 0.00c 98.9 ± 0.2a 

AER 299b 267b 241b 2.17 ± 0.20b 97.0 ± 0.1b 

AEO 680a 546a 414a 8.32 ± 0.21a 82.8 ± 0.2c 

Nota: Los valores son la media de dos réplicas ± desviación estándar. Los medios que contienen letras diferentes en la misma columna son 

significativamente diferentes (p <0.05). 
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7.2.3. Actividad antimicrobiana de aceites esenciales 

  

La actividad antimicrobiana de los AE sin encapsular y encapsulados en nanoemulsiones 

evaluadas en sistemas modelo (TSB) inoculados con E. coli o L. monocytogenes se muestra 

en la Fig. 5. Las pruebas de control mostraron que la inulina y el Tween 80 no tienen efecto 

antimicrobiano, ya que los recuentos de bacterias no se redujeron.  

En comparación con las nanoemulsiones de AER y AEO, la nanoemulsión de AEC 

mostró un efecto inhibidor en aproximadamente una décima parte de la concentración de las 

otras dos evaluadas. Además, se observó que la nanoencapsulación reduce la CMI y la CMB 

de los AE probados en un promedio de 50 %. Los valores de CMI y CMB del AEC para L. 

monocytogenes y E. coli fueron de 1.56 µL/mL, mientras que los de la AEC nanoemulsión 

fueron 0.75 µL/mL para L. monocytogenes y 1.0 µL/mL para E. coli. Por otro lado, la CMI 

del AER para L. monocytogenes fue de 12.5 µL/mL y la CMB fue de 25 µL/mL. Los valores 

de CMI y CMB del AER para E. coli fueron de 25 µl/mL. Mientras que la CMI y la CMB 

para la nanoemulsión del AER fueron 15 µL/mL para ambas bacterias. En el caso del AEO 

la CMI y la CMB para ambas bacterias fue de 50 µL/mL, y para la nanoemulsión del AEO 

fue de 10 y 15 µL/mL para L. monocytogenes y E. coli, respectivamente. 

Se observó que las nanoemulsiones del AEC, AER y AEO son más efectivas contra 

E. coli y L. monocytogenes que las AE sin encapsular aplicados directamente. Zhang et al. 

(2017) reportaron el mismo comportamiento en la evaluación de las nanoemulsiones de 

clavo/canela, que mostraron una mayor actividad antimicrobiana contra E. coli, Bacillus 

subtilis, S. Typhimurium y Staphylococcus aureus que los AE aplicados directamente. 
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Figura 5. Actividad antimicrobiana (µL/mL) reportada como la concentración mínima inhibitoria 

(CMI) y la concentración mínima de bactericida (CMB) de E. coli (E) y L. monocytogenes (L) con 

aceite esencial de canela (AEC), aceite esencial de romero (AER), y aceite esencial de orégano 

(AEO) sin encapsular y encapsulado en nanoemulsiones de aceite en agua O/W (10/90) en sistemas 

modelo. 

 

7.2.4. Evaluación en apio fresco 

 

El apio es un alimento fresco caracterizado por tener un alto contenido de humedad, un factor 

importante en la evaluación de su calidad. La deshidratación del apio afecta su color y 

apariencia, reduciendo el consumo. Los valores de aw para el apio estuvieron en un rango 

entre 0.993 y 0.998 (Tabla IX), similares (> 0.95) a los reportados por Nicetin, Loncar, 

Filipovic y Knezevic (2015). La aw de la muestra control fue significativamente diferente (p 

<0.05) a la muestra del apio sumergido con las nanoemulsiones del AEC o AER, pero no de 

la del apio fresco sumergido con la nanoemulsión del AEO (p> 0.05). 

Los valores de pH obtenidos de las muestras estaban entre 5.89 a 6.36 (Tabla IX), lo 

que concuerda con los valores (5.70–6.80) reportados por la FDA (2007). El pH de la 

muestra de control de apio fresco fue significativamente diferente (p <0.05) a la del apio 

sumergido con nanoemulsiones AER y AEO, pero no con la nanoemulsión AEC. Martelo, 

Cortés y Suárez (2011) determinaron el contenido de humedad del apio enriquecido con 

vitamina E usando ingeniería de matrices y obtuvieron contenidos de humedad entre 93-95 
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%, Lh entre 48-52, ah entre 8.5−19.0, y bh entre 27-31. Los valores de pH estaban dentro 

del rango de 5.0-5.5. Los resultados obtenidos concuerdan con los mencionado 

anteriormente (Tabla IX). Saputro, Bintoro y Pramono (2016) evaluaron el apio a diferentes 

temperaturas y tiempos de almacenamiento e informaron que los valores de ah eran 

negativos (verde) y que los valores de bh eran positivos (amarillo). Estos resultados 

concuerdan con lo obtenido en este estudio (ah entre −8.17 y −13.73; bh entre 19.18 y 26.38), 

confirmando el color característico del apio (tonos verdes). Las Lh y bh del control fueron 

significativamente diferentes (p <0.05) de las del apio tratado con las diferentes 

nanoemulsiones.
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Tabla IX. Parámetros físicos de apio sumergido en nanoemulsiones aceite en agua O/W (10/90) del aceite esencial de canela (AEC), 

del aceite esencial de romero (AER) y del aceite esencial de orégano (AEO). 

Parámetro Control AEC AER AEO 

aw  0.993 ± 0.002c 0.996 ± 0.001ab 0.998 ± 0.001a 0.994 ± 0.002bc 

Humedad (% p/p) 93.96 ± 0.21b 93.97 ± 0.03b 92.78 ± 0.01c 94.56 ± 0.04a 

pH  5.89 ± 0.02c 5.87 ± 0.01c 6.22 ± 0.01b 6.36 ± 0.02a 

 

Color 

Lh 51.52 ± 0.21c 58.82 ± 0.45a 56.62 ± 0.51ab 57.00 ± 0.62b 

ah -13.73 ± 0.14d - 8.17 ± 0.17a -9.92 ± 0.33b -11.86 ± 0.22c 

bh 26.38 ± 0.28a 19.43 ± 0.32b 19.45 ± 0.20b 19.18 ± 0.14b 

Textura Firmeza (N) 10.42 ± 0.41ab 10.86 ± 0.07a 10.16 ± 0.02bc 9.63 ± 0.35c 

Nota: Los valores son la media de dos réplicas ± desviación estándar. Los medios que contienen letras diferentes en la misma columna son 

significativamente diferentes (p <0.05). 
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Tabla X. Resultados de la evaluación sensorial del apio sumergido con nanoemulsiones aceite en agua O/W (10/90) del aceite esencial 

de canela (AEC), del aceite esencial de romero (AER) y del aceite esencial de orégano (AEO). 

Muestra de apio Apariencia Color Aroma Textura 

Sensación 

en la boca 

Sabor 

Aceptabilidad 

general 

Control 8.4 ± 0.8a 8.6 ± 0.6a 7.9 ± 1.3a 8.5 ± 0.5a 8.7 ± 0.5a 8.1 ± 1.0a 8.2 ± 0.6a 

AEC 7.6 ± 1.9a 8.3 ± 0.7a 6.2 ± 2.6ab 7.9 ± 1.1a 8.3 ± 1.1ab 5.2 ± 2.6b 5.7 ± 2.3b 

AER 8.5 ± 0.8a 8.6 ± 1.1a 5.6 ± 2.4b 8.5 ± 0.5a 7.8 ± 1.4ab 3.9 ± 1.8bc 4.8 ± 2.1bc 

AEO 8.2 ± 1.0a 8.3 ± 1.0a 7.3 ± 1.9ab 8.1 ± 0.7a 7.6 ± 1.8b 3.5 ± 2.2c 4.0 ± 2.0c 

Nota: Los valores son el promedio de 25 evaluaciones sensoriales de jueces no entrenados. Los promedios que contienen letras diferentes en la 

misma columna son significativamente diferentes (p <0.05). 
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La textura de los alimentos es un atributo de los más importantes porque está relacionado 

con la firmeza del producto. La firmeza en la muestra de apio control fue significativamente 

diferente (p <0.05) al apio sumergido con la nanoemulsión del AEO, pero similar a las 

muestras con las nanoemulsiones del AEC y AER (Tabla IX). Los atributos sensoriales 

evaluados en el apio sin sumergir y sumergidos en las nanoemulsiones de los AE fueron 

apariencia, color, amor, textura, sensación en la boca, sabor y aceptabilidad general. Los 

análisis estadísticos mostraron que no hubo diferencias significativas (p > 0.05) en la 

apariencia, color y atributos sensoriales de textura (Tabla X). El olor y la sensación en la 

boca de la muestra control de apio fue significativamente diferente (p <0.05) a la de las 

muestras del apio impregnadas con las nanoemulsiones; en contraste, el sabor y la 

aceptabilidad general del apio fueron significativamente diferentes (p <0.05), excepto en las 

muestras de apio sumergido en las nanoemulsiones del AEC y AER. 

La apariencia es la primera impresión que perciben los consumidores, siendo el factor más 

importante en la aceptabilidad de los productos alimenticios. El color, es el atributo externo 

más fácil de evaluar, es un factor decisivo para los consumidores de alimentos como el apio, 

donde el verde intenso se asocia con una mayor frescura (López, 2003). El apio sumergido 

en las nanoemulsiones de AEC, AER y AEO se calificó como "me gusta mucho" por su 

apariencia (puntuación promedio entre 7.6 y 8.4) y "me gusta extremadamente" por color 

(puntación promedio entre 8.3 y 8.6) (Tabla X). El aroma del apio que contenía 

nanoemulsiones de AEC y AEO fue "me gusta" (puntuación promedio entre 6.2 y 7.3) y el 

de apio sumergido con nanoemulsión de AER "no me gusta ni me disgusta" (puntuación 

promedio 5.6). La textura de todas las muestras se evaluó como "me gusta mucho" 

(puntación promedio entre 7.9 y 8.5). 

 En general la muestra de apio más aceptada fue la que contenía nanoemulsión del 

AEC, con los siguientes puntajes: sensación en la boca, 8.3 (me gusta mucho); sabor, 5.2 (no 

me gusta ni me disgusta); y aceptabilidad general, 5.7 (me gusta ligeramente). El apio 

sumergido con nanoemulsión del AEO recibió las puntuaciones más bajas de la siguiente 

manera: sensación en la boca, 7.6 (me gusta moderadamente); sabor, 3.5 (me disgusta 

moderadamente); y aceptabilidad general, 4.0 (me disgusta ligeramente). No se encontraron 

reportes en la literatura sobre el efecto del apio tratado con aceites esenciales en los atributos 
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sensoriales. Sin embargo, Ayala-Zavala et al. (2009) informaron que las notas de aroma de 

las verduras recién cortadas se pueden relacionar con las notas de hierbas y especias. Por lo 

tanto, los AE podrían combinarse con las notas aromáticas de la aplicación vegetal. Gutiérrez 

et al. (2008) probaron los AE en rebanadas de lechuga y zanahoria cortadas en ensalada y 

realizaron un análisis sensorial. Sus resultados revelaron que las zanahorias tratadas se 

calificaron bien en la aceptación general; sin embargo, las rodajas de zanahoria tratadas con 

soluciones que contenían albahaca, bálsamo de limón o AE de tomillo, en los atributos: sabor 

ácido y aroma químico fueron mal evaluados. Los autores atribuyeron estas puntuaciones 

sensoriales al bajo pH de las soluciones de los AE. En la lechuga, los AE se evaluaron por 

debajo de la aceptabilidad (excepto cuando utilizaron AE de orégano y mejorana) y 

reportaron un sabor ácido fuerte y un aroma químico intenso. Gutiérrez et al. (2008) 

concluyeron que el sabor de la lechuga es más débil que el de las zanahorias, por lo que el 

impacto sensorial de las OE podría ser mayor en la lechuga.  

7.2.5. Análisis microbiológico   

Las muestras de apio inoculados con L. monocytogenes y E. coli disminuyeron 

significativamente la población bacteriana al ser sumergidas en las nanoemulsiones del 

AEC, AER y AEO después 5-10 minutos de contacto. Estos efectos fueron más notorios 

cuando se incrementó el tiempo de contacto; sin embargo, los valores de CMI y CMB de los 

AE sin encapsular y encapsulados en los sistemas modelo fueron más bajos que los obtenidos 

cuando se usaron las nanoemulsiones para inhibir a las bacterias en el apio. Burt (2004) 

mencionó que la actividad antimicrobiana de los AE en los alimentos se reduce cuando se 

compara con la evaluación en medios de cultivo debido a sus interacciones con los 

componentes de los alimentos, como las proteínas, los lípidos y los hidratos de carbono. De 

igual manera, los componentes químicos, el tiempo de contacto, la temperatura, la carga 

microbiana y las propiedades físicas y químicas de la superficie de los alimentos pueden 

influir en la respuesta bacteriana a los desinfectantes (De Medeiros et al., 2016). Mazarei y 

Rafati (2019) mencionaron que la encapsulación, a micro o nano-escala, evita la reactividad 

de los componentes de los AE con agua, oxígeno y/o luz, y también disminuye su 

volatilización. Es así como se recomiendan a las nanoemulsiones para liberar los 
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componentes activos de los AE hacia las membranas bacterianas, proporcionando la 

protección requerida contra la oxidación y la pérdida de sustancias volátiles. 

 Se observó que la nanoemulsión del AEO fue la más efectiva para la inhibición de 

bacterias (Fig. 6), debido a que inhibió tanto a E. coli como a L. monocytogenes antes de los 

60 min con una reducción de 5 ciclos logarítmicos. Sin embargo, como se discutió 

anteriormente, la nanoemulsión de AEO tuvo el valor más alto de separación de fase 

(8.32%), lo que podría explicar su difusión más rápida en los medios y, por lo tanto, una 

inhibición más rápida de las bacterias en la superficie del apio. La nanoemulsión del AEO 

también mostró la EE más baja (82.8%), por lo que se deduce que el AEO libre en la 

nanoemulsión también pudo estar en contacto instantáneo con la bacteria, afectando su 

respuesta de supervivencia. En comparación, la nanoemulsión del AEC fue efectiva para 

inhibir ambas bacterias después de 90 minutos de contacto con las muestras de apio, mientras 

que la nanoemulsión del AER fue efectiva solo después de 300 minutos de contacto (Fig. 6). 
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Figura 6. Inhibición de E. coli (E) y L. monocytogenes (L)   curvas (puntos) para el apio sumergido 

en nanoemulsiones aceite en agua O/W (10/90) del aceite esencial de canela (AEC), del aceite 

esencial de romero (AER) y del aceite esencial de orégano (AEO). Las curvas de predicción (líneas) 

se ajustaron con el modelo de Weibull.  
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El modelo de Weibull se ajusta adecuadamente a las curvas de supervivencia de las bacterias 

inoculadas en el apio sumergido en las nanoemulsiones del AEC, AER o AEO (Tabla XI). 

Las curvas experimentales se correlacionaron adecuadamente con los datos predichos, con 

valores significativos de R2 y MSE (Fig. 6, Tabla XI). Los valores de MSE más pequeños 

(0.148–0.345) y valores más altos de R2 (0.966–0.996) revelan la capacidad del modelo para 

describir los datos (De Oliveira, Soares y Piccoli, 2013). La distribución de Weibull es un 

modelo flexible no lineal que ha demostrado que describe bien la inhibición de los 

microorganismos por diferentes factores, como los antimicrobianos naturales (Corte, 

Fabricio, Salvatori y Alzamora, 2004). El modelo considera que existe heterogeneidad entre 

las células microbianas dentro de una población microbiana, y el tiempo de inhibición de 

cada bacteria varía según varios factores. La curva de supervivencia podría asumirse como 

la forma acumulativa de la distribución subyacente de un tiempo de inhibición individual 

(Schenk y Guerrero, 2008). El parámetro "n" o el parámetro de forma fue < 1 para las curvas 

de inhibición analizadas, como se esperaba según la notoria concavidad ascendente (Tabla 

XI, Fig. 6). La concavidad ascendente indica que las células sobrevivientes podrían tener la 

capacidad de adaptarse a los factores de estrés aplicados (Coronel, Jiménez, López-Malo y 

Palou, 2011).
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Tabla XI. Parámetros del modelo de Weibull (b, n) y parámetros de ajuste y parámetros de distribución de resistencia para la inhibición de bacterias 

en el apio sumergido en nanoemulsiones aceite en agua O/W (10/90) del aceite esencial de canela (AEC), del aceite esencial de romero (AER) y del 

aceite esencial de orégano (AEO). 

Nanoemulsión Bacteria b n MSE R2 
Media 

(min) 

Moda 

(min) 

Varianza 

(min2) 

Coeficiente 

de sesgo 

(-) 

AEC E. coli 0.274 0.572 0.288 0.966 15.2 -- 818.3 10.4 

 L. monocytogenes 0.275 0.643 0.223 0.987 10.2 -- 288.8 13.0 

         

AER E. coli 0.057 0.787 0.245 0.989 43.5 -- 3126.9 0.5 

 L. monocytogenes 0.036 0.873 0.345 0.983 47.8 -- 3016.3 2.9 

         

AEO E. coli 0.599 0.517 0.302 0.981 4.8 -- 123.1 3.8 

 L. monocytogenes 0.133 0.892 0.148 0.996 10.1 -- 130.1 152.8 
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En la Figura 7, se muestran las distribuciones de frecuencia para la inhibición bacteriana en 

las muestras de apio inoculado con las bacterias estudiadas, las cuales fueron sumergidas en 

las nanoemulsiones del AEC, AER o AEO. Se observó que E. coli era más resistente que L. 

monocytogenes a las nanoemulsiones. Estos resultados concuerdan con los reportados por 

De Medeiros et al. (2016), quienes mencionaron que E. coli tenía una mayor tolerancia a los 

AE que la L. monocytogenes, lo cual se atribuye al hecho de que las bacterias Gramnegativas 

son generalmente menos sensibles a los AE que las Grampositivas. La mayor tolerancia en 

bacterias Gramnegativas es el resultado de tener una membrana externa, lo que limita la 

difusión de componentes hidrófobos a través de la capa de lipopolisacáridos. Para tener un 

efecto antimicrobiano, la concentración de AE en el medio debe ser suficiente para permitir 

que su difusión en la membrana externa y la bicapa lipídica alcance la membrana bacteriana. 

Mazarei y Rafati (2019) probaron la actividad antimicrobiana de las nanoemulsiones del AE 

de Satureja khuzestanica frente a patógenos seleccionados transmitidos por los alimentos, 

informaron que la hidrofobicidad de algunos compuestos lipofílicos del AE poseen una 

afinidad por las membranas celulares microbianas que cambian sus propiedades 

fisicoquímicas. Estas interacciones (componentes-membranas celulares) se reflejan en la 

disposición de los lípidos y la estabilidad de la bicapa, disminuyendo la integridad de la 

membrana. Gutierrez et al. (2008) evaluaron la eficacia de algunos AE contra los patógenos 

transmitidos por los alimentos y las bacterias dañinas, mencionaron que la eficacia 

antimicrobiana podría depender de la composición química del AE y sugirieron que los 

componentes principales ejercen un importante efecto inhibitorio contra las bacterias, pero 

también los componentes menores contribuyen a la actividad antibacteriana y puede tener 

un efecto sinérgico. 

La mayoría de la población se redujo en los primeros 10 min de tratamiento, pero los 

valores de los medios de distribución variaron entre 4.8 y 47.8 minutos, lo que indica el 

efecto de las nanoemulsiones evaluadas. Además, los valores de varianza podrían indicar 

que las células de E. coli y L. monocytogenes sobrevivieron al tratamiento, especialmente 

cuando se usó nanoemulsión con AER. Los perfiles de distribución de frecuencia para 

nanoemulsiones del AEC y AEO fueron diferentes a los de las nanoemulsiones del AER, 

con AEC y AEO mostraron distribuciones más estrechas y valores de media, moda y 

varianza más bajos (Tabla XI, Fig. 7). Esto sugirió que las poblaciones de E. coli o L. 
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monocytogenes eran en promedio no solo más sensibles, sino que también tenían una 

sensibilidad más uniforme a la aplicación de la nanoemulsión. 

 

 

Figura 7. Distribución de frecuencias de las resistencias de E. coli (E) y L. monocytogenes 

(L) en el apio sumergido en nanoemulsiones de aceite esencial de canela (AEC), aceite 

esencial de romero (AER) y aceite esencial de orégano (AEO) 
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Diversas investigaciones han mencionado que los AE encapsulados en nanoemulsiones son 

una buena alternativa a los desinfectantes sintéticos para controlar los microorganismos que 

se encuentran en los alimentos. Donsì et al. (2015) evaluaron una nanoemulsión de AE de 

mandarina contra L. innocua en judías verdes y reportaron una reducción de 

aproximadamente 4 ciclos logarítmicos en la población de bacterias. Ghosh, Mukherjee y 

Chandrasekaran (2014) evaluaron las bacterias nativas en el jugo de naranja utilizando una 

nanoemulsión aceite/agua formulada con aceite de sésamo obteniendo una reducción 

significativa de población bacteriana. Walker et al. (2016) evaluaron la eficacia 

antimicrobiana de AE de mejorana en lechuga, col rizada y rúcula inoculadas con Salmonella 

y la compararon con un tratamiento de desinfección con hipoclorito de sodio (250 ppm). Los 

autores encontraron que la inmersión en una solución de AE de mejorana al 0.5 % mostró 

una eficacia antimicrobiana similar a la del hipoclorito, sugirieron que se pueden usar el AE 

para reducir o reemplazar el hipoclorito de sodio durante la desinfección de vegetales. Kang 

y Song (2018) estudiaron la capacidad de las nanoemulsiones del AEC y AEO para inhibir 

L. monocytogenes, E. coli O157: H7 y S. Typhimurium en hojas de mostaza roja, y 

reportaron reducciones de la población microbiana entre 0.1–0.6 log (UFC/g) con diferentes 

tratamientos, y mencionaron que las nanoemulsiones no afectaron las características 

sensoriales de las hojas de mostaza roja durante el almacenamiento. Los resultados obtenidos 

en este estudio concuerdan con la literatura, debido a que las nanoemulsiones del AEC, AER 

y AEO dieron como resultado una reducción de 5 ciclos logarítmicos en E. coli y L. 

monocytogenes en el apio. 

  



58 
 

8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

8.1. Conclusiones 

 

La encapsulación por emulsión mediante el ultrasonido de alta frecuencia demostró ser una 

técnica efectiva para encapsular aceites esenciales en microemulsiones y nanoemulsiones 

estables, obteniendo pequeños tamaños de partícula, bajos porcentajes de fase de separación 

y altas eficiencias de encapsulación. Por otro lado, los aceites esenciales encapsulados fueron 

más efectivos que los aceites esenciales sin encapsular contra E. coli y L. monocytogenes, 

por lo que se sugiere su uso como antimicrobianos naturales para reemplazar los 

desinfectantes sintéticos.  

El uso de microemulsiones y nanoemulsiones pueden ser menos costoso que la 

aplicación directa de los componentes activos extraídos y purificados de los aceites 

esenciales, debido a la cantidad necesaria para inhibir o inactivar las bacterias.  

En este estudio las nanoemulsiones demostraron el uso potencial para reducir los 

recuentos bacterianos en las muestras de apio fresco, siendo la nanoemulsión de aceite 

esencial de orégano la más efectiva para inhibir E. coli y L. monocytogenes. Sin embargo, la 

selección del aceite esencial encapsulado en nanoemulsión debe considerar el posible 

impacto en los atributos sensoriales del alimento recién cortado al tratar. El modelo de 

Weibull y su distribución asociada ayudaron a explicar los efectos observados de las 

nanoemulsiones en la inhibición bacteriana. 

8.2. Recomendaciones 

 

Para futuros estudios o investigaciones se recomienda: 

 Evaluar otras bacterias que sean de interés en el área de alimentos. 

 Utilizar otro método más rápido para la evaluación de la actividad antimicrobiana, tal 

vez hubiera permitido estudiar más sistemas, otros aceites, sus mezclas o sus 

componentes mayoritarios.  
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 Además de las nanoemulsiones, se recomienda también aplicar las microemulsiones en 

alimentos para evaluar su efecto antimicrobiano de los aceites esenciales encapsulados 

por ambas técnicas.     

 Se sugiere evaluar la aplicación de las emulsiones en otros alimentos frescos de origen 

vegetal y/o animal. 

 Estudiar una técnica diferente de aplicación de las emulsiones al producto alimenticio.  

 Para realizar el análisis sensorial se sugiere aplicar la nanoemulsión horas previas a la 

evaluación para que se volatilicen un poco los sabores intensos y característicos de los 

aceites esenciales y sean muestras con puntuación aceptable para los jueces. 
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