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 RESUMEN 
Las propiedades funcionales de los aceites 
esenciales (ae) son atribuidas a sus compo-
nentes, muchos de los cuales tienen propieda-
des antimicrobianas. Sin embargo, los ae son 
inestables, por lo que la encapsulación es una 
alternativa para protegerlos. En este estudio, 
se evaluó la actividad antimicrobiana del acei-
te esencial de orégano (aeo) nanoencapsulado 
por la técnica de emulsión contra Staphylococ-
cus aureus en jugo de jitomate y jugo verde. Los 
jugos fueron caracterizados de acuerdo con sus 
propiedades fisicoquímicas. La nanoemulsión 
fue preparada al 5% (p/p) de aeo y caracteri-
zada mediante la distribución granulométrica 
de las gotas de aeo, dispersas en la nanoemul-
sión.  Se evaluó la actividad antimicrobiana de 
la nanoemulsión de aeo, mediante curvas de 
inhibición microbiana, las cuales fueron ajus-
tadas aplicando el modelo de Weibull. La na-
noemulsión de aeo disminuyó efectivamente la 
población bacteriana de S. aureus en los jugos 
después de 10 a 20 minutos de ser aplicada. Se 
observó que la inhibición total de S. aureus (6-
log), fue más rápida en el jugo verde, con res-
pecto al jugo de jitomate. El modelo de Weibull 
se adaptó adecuadamente a las curvas de inhi-
bición de S. aureus. 

 PALABRAS CLAVE
Antimicrobiano · Aceite esencial · 
Nanoemulsión · Nanoencapsulación · 
Patógenos

LAS PROPIEDADES 
FUNCIONALES DE LOS 

(AE) SON ATRIBUIDAS 
A SUS COMPONENTES, 
MUCHOS DE LOS CUALES 
TIENEN PROPIEDADES 
ANTIMICROBIANAS.

aceites 
esenciales

 Ruiz-González N. et al. Entorno udlap, núm. 12, 14-23, Septiembre 2020

15

w
w

w
.u

dl
ap

.m
x

INGENIERÍA



 ABSTRACT
The functional properties of essential oils are 
attributed to their components, many of which 
have antimicrobial properties. Essential oils 
are unstable compounds, therefore, encapsu-
lation is an alternative to protect them. In this 
study, the antimicrobial activity of oregano es-
sential oil nanoencapsulated by emulsifica-
tion, against Staphylococcus aureus, in toma-
to juice and green juice was evaluated. Juices 
were characterized by their physicochemical 
properties. The nanoemulsion was prepared 
at 5% (w/w) of oregano essential oil, and char-
acterized by the particle size distribution of the 
oregano essential oil droplets, dispersed in the 
nanoemulsion. The antimicrobial activity of 
oregano essential oil nanoemulsion was evalu-
ated by microbial inhibition curves, which were 
fitted with Weibull model. The nanoemulsion of 
oregano essential oil effectively decreased the 
bacterial population of S. aureus in juices after 
10 to 20 min of being applied. It was observed 
that the total inhibition of S. aureus (6-log) was 
faster in green juice than in tomato juice. The 
Weibull model was adequately adapted to the 
inhibition curves of S. aureus.

 KEYWORDS
Antimicrobial · Essential oil · Nanoemulsion 
· Nanoencapsulation · Pathogens 

 INTRODUCCIÓN 
Los jugos son productos que tienen una cor-
ta vida útil debido a que son susceptibles al 

deterioro microbiano y enzimático (Winnic-
zuk and Parish, 1997). Además, estos alimen-
tos pueden ser vehículos de microorganis-
mos patógenos causantes de enfermedades 
(Dewanti-Hariyadi, 2013). El método más uti-
lizado para el control microbiano en jugos es 
el procesamiento térmico, sin embargo, pue-
de causar pérdida de nutrientes, así como 
un cambio en las propiedades sensoriales 
del alimento (Raybaudi-Massilia, Mosque-
da-Melgar y Martín-Belloso, 2006). Actual-
mente los consumidores buscan productos 
inocuos, frescos y menos procesados, lo que 
sugiere la necesidad de desarrollar nuevas 
técnicas de conservación de alimentos. Los 
aceites esenciales (ae) y sus componentes 
han demostrado tener actividad antimicro-
biana contra los patógenos comunes en los 
alimentos (Burt, 2004), sin embargo, los ae 
son inestables bajo ciertas condiciones am-
bientales (Misharina, 2003), por lo que una 
alternativa para protegerlos es la encapsu-
lación. Se han llevado a cabo estudios so-
bre la actividad antimicrobiana de los ae en 
sistemas modelo, los cuales tienen una ma-
yor efectividad antimicrobiana al ser encap-
sulados (Hernández, Hernández et al., 2014; 
Ayala-Zavala et al., 2007), sin embargo, en ali-
mentos los estudios aún son escasos. El ob-
jetivo de este estudio fue evaluar la actividad 
antimicrobiana del aceite esencial de oréga-
no (aeo) nanoencapsulado por la técnica de 
emulsión contra Staphylococcus aureus en 
jugo de jitomate y jugo verde.

LOS AE SON 
INESTABLES 

BAJO CIERTAS 
CONDICIONES 
AMBIENTALES 

(MISHARINA, 2003).
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 METODOLOGÍA
· Caracterización fisicoquímica de los jugos
Los jugos comerciales de jitomate y verde mar-
ca jumex, fueron adquiridos en un supermer-
cado local.  Los jugos fueron caracterizados 
mediante °Bx usando un refractómetro digi-
tal (PAL-BX / RI, ATAGO, Japón) de acuerdo a la 
A.O.A.C. 932.14, pH utilizando un potencióme-
tro (PC45, Conductronic, México) con base en 
la A.O.A.C. 981.12, aw usando un higrómetro de 
punto de rocío (Decagon, AquaLab, EE. UU.) de 
acuerdo a la A.O.A.C. 978.18 y viscosidad utili-
zando un viscosímetro (RVDV-II+P, Brookfield, 
EE. UU.) de acuerdo con lo reportado por otros 
autores (Bozdogan, 2015). Todos los equipos 
fueron previamente calibrados. Estas medicio-
nes se llevaron a cabo por triplicado.

· Preparación y caracterización de la 
nanoemulsión 
La nanoemulsión al 5% (p/p) de aeo (fase dis-
persa) fue preparada utilizando 10% (p/p) de 
inulina como agente encapsulante. Se utilizó 
3% (p/p) de polisorbato 80 (Tween 80) como 
agente emulgente en la fase continua. La na-
noemulsión fue homogeneizada utilizando un 
equipo ultrasónico (Ultrasonic Proccessor CP 
505, Cole Parmer, usa) a 84 µm de amplitud, 
durante 15 minutos (Ruiz González et al., 2019).

La distribución granulométrica de las go-
tas del AEO dispersas en la nanoemulsión, se 
determinó por triplicado usando un analizador 
de partícula de dispersión dinámica de luz láser 
(Nanotrac Wave II, Microtrac, EE. UU.).

 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
ANTIMICROBIANA DE LA NANOEMULSIÓN 
EN JUGOS
· Preparación del cultivo microbiano y de la 
suspensión bacteriana
Para la preparación del cultivo microbiano se uti-
lizó la cepa de S. aureus ATCC 25923, la cual fue 
provista por el Laboratorio de Microbiología de 
Alimentos de la Universidad de las Américas Pue-
bla, México. La preparación del cultivo microbia-
no y de la suspensión bacteriana (108 CFU/mL) 
se llevó a cabo de acuerdo con Ruíz-González et 
al., (2019).

· Cálculo de la concentración mínima 
inhibitoria en jugos
Se prepararon diluciones de la nanoemulsión de 
aeo en jugo de jitomate o jugo verde, en tubos 
de 10 mL, añadiendo la cantidad de nanoemul-
sión necesaria para obtener concentraciones de 
0.1-2 µL/mL de aeo. Por otro lado, se añadió a 
cada uno de los tubos la cantidad necesaria de 
la suspensión bacteriana, para obtener una con-
centración de 106 CFU/mL. Los tubos fueron incu-
bados a temperatura ambiente (25±1°C) duran-
te 24 horas, para después evaluar el crecimiento 
microbiano, utilizando la técnica de vertido en 
placa en agar de soya tripticaseína (stc). El va-
lor de la concentración mínima inhibitoria (cmi) 
corresponde a la menor concentración de na-
noemulsión que resultó negativa a crecimiento 
después de la incubación de las placas a 37±1°C 
durante 24 horas. Este análisis se llevó a cabo 
por duplicado.
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· Curvas de inhibición microbiana 
Se preparó una dilución de la nanoemulsión de 
aeo en jugo de jitomate o jugo verde, de acuer-
do al valor de la cmi detectada para el aeo na-
noencapsulado, en un vaso de precipitados de 
50 mL. La dilución de la nanoemulsión se ino-
culó añadiendo la cantidad necesaria de la sus-
pensión bacteriana, para lograr una concentra-
ción de 106 CFU/mL. El vaso de precipitados 
conteniendo la dilución inoculada, se mantuvo 
en agitación a 120 rpm durante 2 horas y se to-
maron alícuotas de 1 mL a diferentes periodos 
de tiempo, para evaluar la carga microbiana. El 
conteo microbiano se llevó a cabo utilizando el 
método de recuento total de placas en agar stc. 
Las placas se incubaron a 37±1°C durante 24 ho-
ras. Este análisis se llevó a cabo por duplicado.

· Modelación de curvas de 
inhibición microbiana
Para describir el efecto de la nanoemulsión de 
aeo en la cinética de inhibición de S. aureus ino-
culada en jugos, se utilizó el modelo de Weibu-
ll (eq. 1). 

log N/No=-b/tn         

Donde, No es el número inicial de células 
viables (UFC/mL), N es el número de células so-
brevivientes (UFC/mL) después de ser expues-
tas al tratamiento a un tiempo t (min), b y n son 
factores de la curva de Weibull (Peleg y Cole, 
1998). Para determinar los factores b y n, se uti-
lizó el software estadístico Minitab 18 (Minitab 
Inc; State College, PA, EE. UU.).

El ajuste del modelo se evaluó utilizando el 
coeficiente de regresión (R2) y el error cuadráti-
co medio (ECM) (eq.2):

∑ (predicho-observado)
m-pECM=  

Donde, m es el número de observaciones y 
p es el número de parámetros a ser estimados. 

 RESULTADOS
· Caracterización fisicoquímica de los jugos 
Los resultados de la caracterización fisicoquími-
ca de los jugos se muestran en la tabla 1. 

Los sólidos solubles (°Bx) en frutas enlata-
das, jugos de frutas y productos similares, se 
usan comúnmente como un término conve-
niente para expresar el porcentaje en peso de 
materia seca (generalmente azúcares) disuel-
ta en un líquido. Se han reportado valores de 
°Bx para distintos tipos de jugos de frutas y ver-
duras comerciales (3.1 a 22 °Bx) (USDA, 2013). 
Estos valores concuerdan con los valores re-
portados en este estudio para jugo de jitoma-
te (5.47±0.06 °Bx) y para jugo verde (11.43±0.06 
°Bx). Por otro lado, el valor de pH en jugos de 
frutas y verduras es un parámetro muy impor-
tante ya que está relacionado con su estabili-
dad microbiológica, dado que dichos alimen-
tos pueden ser vehículos de microorganismos 
patógenos y causantes de deterioro. En general, 
las frutas y jugos de frutas tienen un pH bajo 
(2.0-4.5), dado a su alto contenido de ácidos or-
gánicos (Dewanti-Hariyadi, 2013). En este estu-
dio, se obtuvieron valores similares para jugo 
de jitomate (3.51±0.01) y jugo verde (3.71±0.01). 
Otro parámetro importante de la caracteriza-
ción de jugos es la aw, la cual hace referencia 
a la cantidad de agua libre que está disponi-
ble en los alimentos para el crecimiento micro-
biano. Se han reportado algunos valores de aw 
para jugos de frutas (0.984) (Mathlouthi, 2001), 
que son cercanos a los obtenidos en este estu-
dio para jugo de jitomate (0.992±0.003) y jugo 
verde (0.988±0.001). La viscosidad de un fluido 
es una medida de su resistencia a las deforma-
ciones graduales. En algunos alimentos como 
los jugos, este atributo es importante ya que 
define la aceptación por parte del consumidor. 
Algunos autores han reportado valores de vis-
cosidad para jugos de fruta en el rango de 51-
350 mPa (Kim, Yoo and Yoo, 2014), lo cual con-
cuerda con los datos reportados en este estudio 
para jugo de jitomate (200.00±0.01 mPa) y jugo 
verde (80±0.00 mPa). 

LA NANOEMULSIÓN 
AL 5% (P/P) DE AEO 

(FASE DISPERSA) 
FUE PREPARADA 

UTILIZANDO 10% 
(P/P) DE INULINA 

COMO AGENTE 
ENCAPSULANTE. SE 
UTILIZÓ 3% (P/P) 

DE POLISORBATO 80 
(TWEEN 80) COMO 

AGENTE EMULGENTE 
EN LA FASE 
CONTINUA. 
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RESULTADOS DEL ESTUDIO

CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA DE LOS JUGOS 1 

CARACTERIZACIÓN DE LA NANOEMULSIÓN

EVALUACIÓN ANTIMICROBIANA DE LA 
NANOEMULSIÓN EN JUGOS 

2 

3 

Las frutas y jugos de frutas tienen un pH bajo (2.0-4.5), dado a su alto contenido de 
ácidos orgánicos (Dewanti-Hariyadi, 2013). En este estudio, se obtuvieron valores 
similares para jugo de jitomate (3.51±0.01) y jugo verde (3.71±0.01). 

La mejor descripción de una emulsión es a través de su distribución de tamaño de 
partícula, lo cual provee estadísticamente una idea de la fragmentación de la fase 
dispersa (Salager, 2000). 

En un estudio previo (Ruíz-González et al., 2019), se obtuvo la cmi del aeo 
nanoencapsulado en sistemas modelo de caldo stc con un valor de 0.546 µL/mL, 
la cual se tomó como referencia para la aplicación de la nanoemulsión de aeo en 
jugos. La cmi del aeo nanoencapsulado en jugo verde y jugo de jitomate fue de 
0.450 µL/mL. 

En algunos alimentos como los jugos, este atributo es importante ya que define la 
aceptación por parte del consumidor. 

La nanoemulsión fue aplicada en jugo de jitomate y jugo verde para evaluar su 
efectividad antimicrobiana.

Se observó una pequeña diferencia entre los valores de la cmi del aeo 
nanoencapsulado en alimentos y en sistemas modelo, lo cual se puede deber a que 
la aplicación de la nanoemulsión pudo actuar de forma sinérgica con el pH bajo, 
propio de los jugos (3.51-3.71). 
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· Caracterización de la nanoemulsión
Un pequeño tamaño de partícula de 232.5 nm 
(D50), con una distribución unimodal, fue de-
terminado para la nanoemulsión de aeo en el 
presente estudio. La mejor descripción de una 
emulsión es a través de su distribución de tama-
ño de partícula, lo cual provee estadísticamente 
una idea de la fragmentación de la fase dispersa 
(Salager, 2000). La nanoemulsión fue aplicada 
en jugo de jitomate y jugo verde para evaluar su 
efectividad antimicrobiana.

· Evaluación antimicrobiana de la 
nanoemulsión en jugos 
En un estudio previo (Ruíz-González et al., 
2019), se obtuvo la cmi del aeo nanoencapsu-
lado en sistemas modelo de caldo stc con un 
valor de 0.546 µL/mL, la cual se tomó como re-
ferencia para la aplicación de la nanoemulsión 
de AEO en jugos. La cmi del aeo nanoencap-
sulado en jugo verde y jugo de jitomate fue de 
0.450 µL/mL. Algunos autores han mencionado 
que la actividad antimicrobiana de los AE en ali-
mentos puede ser menor a la obtenida en sis-
temas modelo, debido a la interacción de los 
componentes de los alimentos (Burt, 2004). En 
este estudio, se observó una pequeña diferen-
cia entre los valores de la cmi del aeo nanoen-
capsulado en alimentos y en sistemas modelo, 
lo cual se puede deber a que la aplicación de 
la nanoemulsión pudo actuar de forma sinér-
gica con el pH bajo propio de los jugos (3.51-
3.71). De acuerdo con otros autores, los jugos 
de fruta tienen un pH en el rango ácido, lo que 

funciona como una barrera para el crecimien-
to microbiano. Sin embargo, los patógenos de 
los alimentos algunas veces pueden sobrevivir 
a estos ambientes (Aneja et al., 2014). El control 
microbiano mostró que S. aureus no se inhibió 
con el pH ácido de los jugos. Por lo que se sugie-
re un efecto sinérgico con la nanoemulsión. La 
nanoemulsión de aeo disminuye efectivamente 
la población bacteriana de S. aureus en los ju-
gos, después de 10 a 20 minutos de ser aplicada 
(figura 1). Este efecto fue más notorio cuando el 
tiempo de exposición se incrementó. Algunos 
autores han reportado que el aeo es uno de 
los ae más efectivos para el control antimicro-
biano; ya que sus compuestos fenólicos tienen 
la habilidad para alterar la membrana celular, 
causando la inhibición de los microrganismos 
(Fisher y Phillips, 2008). En este estudio se ob-
servó que la inhibición total de S. aureus (6-log), 
fue más rápida en el jugo verde (50 minutos) 
que en el jugo de jitomate (80 minutos). Algunos 
autores han reportado que la inhibición micro-
biana producida por los desinfectantes puede 
variar de acuerdo con las propiedades fisicoquí-
micas de los alimentos (De Medeiros-Barbosa 
et al., 2016). Se puede observar en la caracteri-
zación de los jugos que sus propiedades fisico-
químicas son diferentes (tabla 1). La viscosidad 
del jugo de jitomate (200.00 ± 0.00 mPa) es ma-
yor que la viscosidad del jugo verde (80.00±0.00 
mPa), lo cual puede tener un impacto sobre la 
difusión de la nanoemulsión, resultados simi-
lares fueron reportados por otros autores (Mo-
thershaw y Jaffer, 2004).  Por otro lado, se ob-

LA ACTIVIDAD 
ANTIMICROBIANA DE 

LOS AE EN ALIMENTOS 
PUEDE SER MENOR 
A LA OBTENIDA EN 

SISTEMAS MODELO, 
DEBIDO A LA 

INTERACCIÓN DE 
LOS COMPONENTES 
DE LOS ALIMENTOS 

(BURT, 2004). 
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Figura 1. Actividad antimicrobiana de la nanoemulsión de aceite esencial de orégano contra S. aureus, aplicado 
en jugo de jitomate y jugo verde.

Tabla 1. Caracterización fisicoquímica de jugo de jitomate y jugo verde.
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serva que en general la inhibición de S. aureus 
para ambos jugos fue rápida (menor a 80 mi-
nutos), lo cual se puede deber a que en un es-
tudio anterior se observó que la nanoemulsión 
de aeo es inestable, (Ruíz-González et al., 2019), 
lo cual podría explicar su rápida difusión en el 
medio. También en un estudio anterior se ob-
servó que el aeo tuvo el porcentaje de eficien-
cia de encapsulación más bajo (76.243±0.001%) 
(Ruíz-González et al., 2019), lo cual infiere que el 
aceite libre en la nanoemulsión podría provocar 
una inhibición más rápida.  El modelo de Wei-
bull se adapta adecuadamente a las curvas de 
supervivencia de S. aureus inoculadas en jugos, 
a los cuales se les agregó la nanoemulsión de 
aeo. Las curvas experimentales se correlaciona-
ron adecuadamente con los datos pronostica-
dos, con R2 significativo y valores bajos de ecm 
(R2=0.98, ECM=0.377 y R2=0.98, ECM=0.496, para 
jugo de jitomate y jugo verde, respectivamente).

 CONCLUSIONES 
Se observó que el aeo nanoencapsulado por la 
técnica de emulsión fue efectivo para inhibir el 
crecimiento de S. aureus (6-log) en jugo verde 
y jugo de jitomate en cortos periodos de tiem-
po. Se evaluó la influencia de las propiedades 
fisicoquímicas de los jugos en el mecanismo de 
acción de la nanoemulsión de aeo. Los resul-
tados de este estudio demostraron el uso po-
tencial de la nanoemulsión de aeo para reducir 
los recuentos bacterianos de S. aureus en jugos. 
El modelo de Weibull ayuda a explicar los efec-
tos observados de la nanoemulsión de aeo en 
la inhibición bacteriana. Sin embargo, es nece-
sario establecer las cantidades de uso máximas 
de los aes para asegurar la inocuidad de los ali-
mentos, sin los efectos desfavorables en las ca-
racterísticas sensoriales. 
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