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RESUMEN

Se evaluaron y compararon de acuerdo al rendimiento, composicién quimica y actividad
bioldgica, a los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis obtenidos mediante
hidrodestilacion (HD) y arrastre por vapor (AV). El aceite esencial de R. officinalis,
obtenido por HD, presentd un olor intenso y penetrante, y un color ligeramente amarillo.
Su rendimiento fue de 0,2% m/m. Mientras que, el aceite esencial obtenido mediante
AV, present6 un olor menos intenso y un color un tono mas oscuro. Su rendimiento fue
de 0,1% m/m. La caracterizacion de los aceites esenciales por CG/EM mostr6é que los
metabolitos secundarios volatiles constituyentes del aceite esencial obtenido por HD
fueron ocho, pertenecientes a los grupos: monoterpenos oxigenados (86,39%) y
monoterpenos carbonados (13,61%), siendo sus componentes mayoritarios: el 1,8-cineol
(49,95%), la L-verbenona (15,59%) y el a-Pineno (11,66%). Por otra parte, los
metabolitos secundarios volatiles que constituyen al aceite esencial obtenido por AV
fueron trece, pertenecientes a los grupos: monoterpenos oxigenados (76,52%),
sesquiterpenos oxigenados (2,21%), sesquiterpenos carbonados (3,05%) y ésteres
(6,81%), siendo sus componentes mayoritarios: la L-verbenona (32,61%), el D-alcanfor
(20,87%) y el L-borneol (9,36%). La actividad antifungica a 10 pl/disc de los aceites
esenciales fue evaluada frente a cepas de Aspergillus flavus, obteniéndose halos
inhibitorios de 24,33 y 13,00 mm de didmetro para el aceite esencial obtenido por HD y
AV respectivamente. El aceite esencial de R. officinalis extraido por HD, presenta una
actividad contra A. flavus 53,43% superior a la actividad fungica exhibida por el aceite
esencial extraidos mediante AV. Se considera que el aceite esencial de R. officinalis
podria representar un método alternativo para el control de micotoxinas en alimentos.

Palabras Claves: aceites esenciales, Rosmarinus officinalis, Aspergillus flavus.



INTRODUCCION

La mayoria de los hongos filamentosos, son contaminantes habituales de las
materias primas destinadas a la fabricacion de alimentos y piensos. Dentro de los
productos agricolas, los mas susceptibles a la contaminacion por hongos son los
cereales: arroz, trigo, cebada y maiz. El grado de contaminacion de estos cereales
depende: de las condiciones climdticas a nivel de campo y de las condiciones de
almacenamiento y procesamiento postcosecha; estas condiciones estan caracterizadas
por temperaturas superiores a 20°C en las bodegas de almacenajes y la presencia de
humedad en el sustrato por encima del 14%. La accion daiiina de los insectos y la
presencia de otros microorganismos, también favorecen la colonizacion del sustrato por
hongos [1-4].

Cuando los alimentos, piensos para animales o las materias primas para su
fabricacion son colonizados por hongos filamentosos, existe el riesgo de contaminacion
por micotoxinas. Las micotoxinas, son metabolitos secundarios toxicos de bajo peso
molecular, sintetizados por algunas especies fungicas en determinadas condiciones. La
especie fungica las produce como un mecanismo para aumentar su adaptacion al medio
0 para competir con otros microorganismos por el sustrato. Las micotoxinas son
compuestos policetonicos resultantes de la reaccion de condensacion que tienen lugar
cuando en determinadas condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas se interrumpe la
reduccion de los grupos cetonicos en la biosintesis de acidos grasos realizada por los
mohos. Estos acidos grasos son metabolitos primarios utilizados por los mohos como
fuente de energia. Las micotoxinas se suelen formar al final de la fase exponencial o al
principio de la fase estacionaria del crecimiento del moho. Suelen ser genotipicamente
especificas para un grupo de especies de un mismo género [5, 6].

Segtn la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la inocuidad de los alimentos
es una cuestion fundamental de salud publica para todos los paises y uno de los asuntos
de mayor prioridad para los consumidores, productores y gobiernos. La gestion de la
inocuidad de los alimentos engloba diferentes actividades, que van desde la produccion

de la materia primaria hasta la comercializacion y consumo del producto final. La



inocuidad de los alimentos estd asociada a riesgos cronicos o agudos debido a la
presencia en ellos de patégenos microbianos, contaminantes quimicos y fisicos que
puedan afectar la salud de los consumidores, de alli que la obtencioén y garantia de la
inocuidad es y debe ser un objetivo no negociable, necesario para la globalizacion del
comercio de alimentos. La integraciéon de los sectores alimentarios han generado
cambios en la produccion y distribucion de alimentos. Los productos destinados al
consumo humano y animal llegan ahora hasta lugares mas distantes, favoreciendo el
aumento de la difusion de brotes de Enfermedades Trasmitidas por los Alimentos
(ETA), donde la contaminacion microbiana, producida por micotoxinas, representa una
de las principales causas de incidencias de ETA en Latinoamérica [7, 8].

Si bien, se han determinado unas 350 especies de hongos capaces de producir
micotoxinas, la mayoria de las micotoxinas de importancia agricola son producidas por
tres géneros de hongos: Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Tab. 1). Hasta el
momento, se han descrito alrededor de 200 micotoxinas, de las cuales s6lo unas pocas
reciben atencion especial por su mayor amenaza para la salud humana y animal. Las
micotoxinas con un especial interés biologico y econdmico son las aflatoxinas,
ocratoxinas, tricotecenos, zearelenona y fumonisinas. La toxicidad de estos metabolitos
secundarios en los animales puede ser aguda, tras una elevada ingestién de la toxina o

cronica, en exposiciones prolongadas a bajos niveles [1, 2, 5, 6].

Tabla 1. Principales metabolitos téxicos producidos por hongos que se encuentran
comunmente como contaminantes de los alimentos.

Hongos Principales metabolitos toxicos  Estructura quimica
Aspergillus flavus
A. parasiticus Aflatoxinas B, Anillo cumarico
Fusarium tricenectum
F. roseum T-2 toxina Sesquiterpeno
A. ochraceus
Penicillium viridicatum Ocratoxina A Anillo lacténico
P. vyclopium

Las aflatoxinas han sido responsables de varios episodios de intoxicaciéon masiva

tanto en humanos como en animales. El primer caso reportado fue en el afio 1960, en



Escocia, por muerte repentina de cien mil pavos alimentados con mani infectado con
aflatoxinas. En Venezuela, se han reportados diversos casos a nivel nacional que
involucran la presencia de aflatoxinas y hongos micotoxigénicos que afectan cultivos de
maiz, mani, algodon, ajonjoli, girasol, cacao, sorgo y soya en las diferentes regiones del
pais. La posible existencia de mohos aflatoxigénicos en Venezuela tal vez se deba a
nuestro clima y a las condiciones de almacenamiento industrial poco controladas por los
organos competentes del Estado. En el afio 2005, se reportd un caso relevante de
micotoxicosis en alimentos de la division PURINA®, de NESTLE VENEZUELA, S.A.,
para los productos DOG CHOW® y CAT CHOW®, que ocasionaron la muerte de
cientos de mascotas [9-13].

Este tipo de micotoxinas son sustancias con propiedades carcinogénicas y
hepatotoxicas. Son compuestos altamente ionizables y por ello muy reactivos, pudiendo
modificar el acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) y proteinas
celulares, caracteristicas que le otorgan un potencial mutagénico elevado. Ademas,
pueden bloquear la accion de ciertas enzimas que ayudan a la sintesis de acidos
nucleicos causando, en el higado, necrosis centrolobulillar e infiltracion de
polimorfonucleares. Otras caracteristicas importantes son su capacidad de
bioconcentracion, bioacumulacion y su gran estabilidad estructural. Son moléculas muy
termorresistentes y no se destruyen con los tratamientos clasicos de esterilizacion de
alimentos [14].

Se han identificado 18 tipos de aflatoxinas, de las cuales las mas frecuentes en
los alimentos son la By, B,, G, G, M| y M, (Fig. 1). Las vacas que se alimentan con
pienso contaminado por aflatoxinas B son capaces de metabolizar las aflatoxinas,
hidroxilandolas en una posicion determinada. Asi, a partir de la aflatoxina B; se forma la
aflatoxina M;, y a partir de la aflatoxina B, se forma la aflatoxina M,. Estas formas
hidroxiladas pueden pasar a la leche (de hecho, se cataloga como aflatoxina M por Milk,
leche en inglés), por lo que es necesario controlar la presencia de aflatoxinas en el
pienso de los animales, no solamente por la salud del mismo, sino también, por la salud

de los consumidores de productos lacteos [14, 15].



Las aflatoxinas, son un grupo de derivados difuranocumarinicos relacionados
estructuralmente. La aflatoxina B; y B, difieren entre ellas por la presencia de un doble
enlace mas en la primera. Por su parte, la aflatoxina G;y G; difieren entre si en el
mismo detalle estructural. Las aflatoxinas B difieren de las aflatoxinas G porque el

anillo de furano de las primeras se convierte en un anillo de lactona en las segundas [15].

o] o] (o] o]
0] (0]
| |
X X
S A
ko 0 = OCH3 o 0 = OCHa
aflatoxina B; aflatoxina B,

0]
0 0 0 0
o) o)
OH ‘ OH ‘
0 (0] / OCH3; 0 (0] / OCH3;
H H
aflatoxina M; aflatoxina M,

Figura 1. Aflatoxinas frecuentemente encontradas en los alimentos.

Estas aflatoxinas se clasifican segun los colores fluorescentes que producen bajo

luz ultravioleta, cuando son separadas por técnicas de cromatografia en capa fina. Asi,



las aflatoxinas denominadas “B” emiten fluorescencia azul (Blue, en inglés) y las “G”,
fluorescencia verde (Green). Los subindices indican la movilidad cromatogréafica
relativa [14].

La especie mas toxica es la aflatoxina B; y en orden decreciente le siguen las
aflatoxinas M;>G;>B,>G,. La especie A. flavus, es el principal productor de la
aflatoxina By, produciéndose en menor grado en la especie A. parasiticus. El A. flavus es
un hongo filamentoso, ubicuo, que es aislado de diferentes sustratos, especialmente en
climas calidos. Es responsable del deterioro de muchos alimentos y piensos, y se
encuentra frecuentemente en cereales. Su toxicidad va a depender de la dosis, del tiempo
de exposicion, la edad del animal o persona expuesta, de los posibles efectos sinérgicos
de otros agentes quimicos presentes, entre otros. En la Tabla 2, se presentan algunas
caracteristicas y propiedades fisicas de la aflatoxina B, como el estado fisico, punto de

fusion, fluorescencia, entre otros [14, 15].

Tabla 2. Caracteristicas y propiedades fisicas de la aflatoxina B;.

Estado fisico Solido; cristales

Punto de fusion (°C) 268-269

Fluorescencia Azul
Aflatoxina B, UV max. En etanol (nm) 362

Masa molar (g/mol) 312,0633

Formula molecular Ci17H 1205

"DLsg 18,2 mg/50g

: DLs, (Dosis Letal, 50%), en toxicologia, es el indicador general de la toxicidad aguda de una sustancia.
Se expresa en mg de sustancia toxica por kg de peso del animal de prueba.

En las Figuras 2 y 3, se representan las caracteristicas microscopicas y
macroscopicas del A. flavus, respectivamente [1].

Las condiciones optimas para el crecimiento del A. flavus se da bajo actividades
de agua (ay) entre 0,86 y 0,96 y temperaturas entre 12 a 48°C, siendo 37°C la mas
propicia. La capacidad de A. flavus para sobrevivir en condiciones muy duras le permite
facilmente competir con otros organismos para la obtencion de sustratos, tanto en suelos
como en plantas. El A. flavus actia como organismo saprofito en el suelo donde juega un

papel importante como reciclador de nutrientes; usando restos de plantas y animales. Las



condiciones climaticas influyen notablemente en la prevalencia del hongo en el aire. El
A. flavus es frecuentemente encontrado en paises tropicales. En paises de climas
templados, durante el invierno, se transporta ya sea como micelio o como estructuras

mas resistentes llamadas esclerocios (Fig. 4) [16].

Conidios~~~

Figura 2. Caracterlstlcas microscopicas de A. flavus.

La presencia del hongo no implica, necesariamente, la produccion de micotoxina
porque, mas alla de la capacidad genética del hongo, es necesario que se cumplan ciertas
condiciones. También puede ocurrir que se detecte la micotoxina sin la presencia del
hongo, ya que las formas vegetativas y germinativas pueden ser inactivadas o destruidas

por tratamientos, permaneciendo inalteradas las toxinas en el sustrato [1].

Figura 3. Caracteristicas macroscopicas de A. flavus en agar.
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Figura 4. Hospedaje del A. flavus en el maiz.

Entre los métodos de andlisis para la deteccion de las micotoxinas en alimentos,
tejidos y fluidos orgénicos, se encuentran: el uso de lamparas ultra violeta para detectar
su florescencias, la utilizacion de anticuerpos monoclonales, la Cromatografia en Capa
Fina (CCF, método oficial estipulado por la Association of Analytical Chemist) y
métodos basados en ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Siendo los métodos
mas avanzados: la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) y la Reaccion en
Cadena de Polimerasas (RCP) [17].

Basado en los riesgos que las micotoxinas tienen sobre la salud humana,
diferentes organismos internacionales como la OMS, The Food and Drug
Administration (FDA) y la Food and Agriculture Organistion (FAO) han establecido los
limites permitidos de micotoxinas en los piensos y los alimentos. Estas regulaciones se
establecen dependiendo de la disponibilidad de datos toxicoldgicos y de la aparicion de
nuevos datos, asi como también, de un conocimiento detallado sobre las posibilidades de
muestreo, analisis de las muestras y problemas socioecondémicos. La International
Agency for Research on Cancer (IARC) incluye las aflatoxinas dentro del grupo 1,

considerandolas cancerigenas para el hombre. En Venezuela, La legislaciéon vigente



establece niveles maximos de 5 pg/kg de aflatoxinas en alimento para consumo humano
(COVENIN, 1987) y de hasta 20 pg/kg para materia prima de elaboracion de alimento
concentrado para aves (COVENIN, 1983); cabe sefialar que la normativa COVENIN
(Comision Venezolana de Normas Industriales) de 1935 y 1987, esta actualmente en
revision y la publicacion oficial de ésta aiin no se encuentra disponible, pero segun la
FAO/OMS (2004) en Venezuela, solamente se encuentran reglamentados los niveles
maximos de las aflatoxinas Bj, By, G; y G para el maiz, harina de maiz, manies y
manteca de mani (20 pg/kg) y de la aflatoxina M, para la leche de consumo (0,5 pg/kg)
y leche en polvo (5,0 pg/kg). [17-20].

La Comision del Codex Alimentarius, iniciativa conjunta de la FAO/OMS
establecida en 1963, elabora normas, directrices y codigos de précticas alimentarias
internacionales armonizadas y destinadas a proteger la salud de los consumidores y
garantizar la aplicacion de practicas leales en el comercio de alimentos. Asimismo,
promueve la coordinacién de todos los trabajos sobre normas alimentarias emprendidos
por las organizaciones internacionales gubernamentales y no gubernamentales. Entre los
recursos que promueve para la prevencion de micotoxinas en alimentos, se encuentra la
aplicacion de los programas de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPCC). El APPCC, especifico para el control de micotoxinas; identifica, evalua y
controla los peligros importantes para la inocuidad de los alimentos. Se trata de un
enfoque estructurado y sistematico para controlar la inocuidad de los alimentos en toda
la cadena de produccién, desde el campo hasta la mesa. Requiere un buen conocimiento
de la relacion entre causa y efecto, con objeto de actuar de forma mas dinamica, y es un
elemento clave de la Gestion de la Calidad Total (GCT) [21].

Diversos métodos de descontaminaciéon de micotoxinas en los alimentos se han
venido usando a lo largo de los afios. Los métodos de descontaminacién se pueden
dividir basicamente en métodos fisicos, quimicos y bioldgicos. Esta division es de
manera convencional, pues algunos métodos utilizan combinaciones de los diferentes
principios de accion. Entre los métodos fisicos se incluyen, la separacién mecanica, la
flotacion, separacién por color o remocion de los granos quebrados y lavado con

soluciones después de la recoleccion de los granos. Probablemente, el método fisico mas



empleado en una industria pecuaria sea la separacion de granos quebrados, esto permite
reducir de una manera importante la contaminacidén por micotoxinas, sin embargo con
frecuencia no se hace, debido a un concepto equivocado de utilizar al maximo los
granos, sin pensar en los riesgos productivos [14, 22, 23].

Entre los métodos quimicos utilizados para la eliminacion de algunas
micotoxinas, se encuentran el uso de sustancias amoniacales, formol, hidroxido de
calcio, bisulfito de sodio, ozono, cloro, monometilamina y las irradiaciones; no obstante,
estos tratamientos estan siendo prohibidos por las nuevas legislaciones europeas, debido
al grado de efectos secundarios que pueden producir en los consumidores [22].

Los métodos biologicos operan a través de procesos bioquimicos, tales como: el
uso de microorganismos competitivos, enzimas microbianas capaces de inactivar algun
punto en la biosintesis de micotoxinas, modificaciéon genética de los granos y
modificacion genética de los hongos, este tltimo es usado para la inoculacién de cepas
no toxigénicas en plantas o granos susceptibles [24, 25].

Entre los métodos mixtos se encuentra la utilizacion de sustancias
descontaminantes, naturales o sintéticas, conocidas como secuestrantes. Estas son
capaces de inhibir dichos metabolitos, contrarrestando de este modo la toxicidad de los
mismos. Entre estos se encuentran algunas arcillas, y zeolitas de origen volcanico,
bentonitas, carbon activado, aluminosilicatos y productos de la pared celular de
levaduras. Estas sustancias se mezclan con el pienso de los animales [26].

Son muy diversos los métodos de descontaminacion usados para la remocion o
inactivacion de estas micotoxinas en los alimentos. La mayoria de estos métodos son
costosos y tienden a modificar los valores nutritivos del alimento. La necesidad de
encontrar una alternativa: econdémicamente viable y amigable con los alimentos, se
puede dirigir hacia los productos naturales. Las propiedades antibacterianas que poseen
algunos metabolitos secundarios, obtenidos de fuentes vegetales, han sido reconocidas
desde hace tiempo, la busqueda de alternativas naturales contra agentes antimicrobianos
ha llevado a un renovado interés cientifico de estas sustancias. Muchos estudios in vitro

reportan una alta eficacia contra microorganismos patégenos [27-29].



Las plantas producen diversos compuestos organicos que aparentemente no
parecen tener una funcion directa en su crecimiento y desarrollo. Estas sustancias se
conocen como metabolitos secundarios, productos secundarios o productos naturales.
Estos compuestos no se relacionan directamente con el proceso de fotosintesis,
respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas, asimilaciéon de nutrientes,
formacion de carbohidratos, los cuales forman parte de los metabolitos primarios de las
plantas [30,31].

Histéricamente, el hombre ha centrado su atencion en los productos naturales, los
cuales han sido empleados como fuente de sustancias con diversas actividades como:
antimicrobiana, antifingica y antioxidante. Entre las sustancias de origen natural de gran
interés en las industrias de fragancias, sabores, cosméticos, alimentos y farmacéutica,
principalmente, se encuentran los aceites esenciales [30, 32].

Los aceites esenciales son compuestos producto de los metabolitos secundarios
de algunas plantas. Son sustancias volatiles y es caracteristico en ellas encontrar la
presencia de terpenos, fundamentalmente mono y sesquiterpenos; terpenoides y
componentes aromaticos de derivados fendlicos y alifaticos. Es conocida la actividad
antibacteriana, antifiungica, antiséptica y propiedades medicinales que presentan varios
de estos aceites [32-34].

Los aceites esenciales son secretados por los tricomas glandulares que se
encuentran distribuidos, en menor o mayor proporcion, en las diferentes partes de la
planta, tales como hojas, tallos, flores y frutos. De esta forma, tenemos que el aceite de
rosa y jazmin se encuentra principalmente en las flores; el aceite de menta y eucalipto en
las hojas; el aceite de limdn y naranja se encuentra en la cascara y el aceite esencial del
canelo se encuentra tanto en la corteza como en las hojas [35].

Un gran nimero de especies de plantas contienen compuestos quimicos volatiles
que pueden extraerse en forma de aceite esencial. El aceite esencial se puede aislar
mediante una serie de métodos de extraccidon. Aunque parece relativamente fécil aislar
estos aceites, su composicion puede variar en gran medida en funciéon del método

utilizado. Las ventajas y desventajas de algunos métodos como la destilacion, extraccion
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por solventes, extraccion supercritica con didéxido de carbono y el uso de hornos
microondas han sido discutidas en varias investigaciones [36-39].

El método mas comun, usado para la extraccion de aceites esenciales, es la
destilacion. La destilacion, a su vez, comprende dos modalidades que son: arrastre por
vapor e hidrodestilacion. La técnica de arrastre por vapor se basa en la vaporizacién, a
temperaturas inferiores a las de ebullicion, de los componentes volatiles dentro del
material vegetal por efecto de un aumento en la presion de vapor de la mezcla. Los
vapores obtenidos se enfrian en un condensador donde regresan a la fase liquida. Los
dos productos inmiscibles, agua y aceite, finalmente se separan en un decantador por
diferenciacion de fases. La hidrodestilacion, por otra parte, se fundamenta en la
solubilidad de los constituyentes oxigenados del aceite esencial debido a que estos son
unas cien veces mas solubles en agua hirviendo comparado con sus hidrocarburos
analogos. En las etapas iniciales del proceso de hidrodestilacion, los componentes se
liberan de acuerdo con su grado de solubilidad antes que por sus puntos de ebullicion.
Luego, a medida que avanza la destilacion, los compuestos se liberan en funcion de su
temperatura de ebullicion, siendo la ultima fraccion muy rica en sesquiterpenos y sus
analogos oxigenados [30, 35, 40].

Los principales efectos que se producen en los procesos de destilacion son, en
primer lugar, la hidrodifusion. La destilacion del material vegetal estd relacionada con
los procesos de difusion, y principalmente de la 6smosis. El término difusion, tal como
se utiliza en este contexto, implica la penetracion reciproca de las diferentes sustancias
hasta que se establece un equilibrio dentro del sistema. Esta difusién es causada por la
fuerza de las moléculas, donde dos sustancias no estan separadas por una pared. Por otra
parte, la 6smosis del aceite esencial debido a sus altas temperatura y fluctuaciones
constantes de agua por el aumento de presion, acelerando la difusion hasta el punto de
que todo el aceite volatil contenido dentro del tejido de la planta pueda ser recolectado.
En segundo lugar, se encuentra el efecto de la hidrélisis, que para nuestro caso, se puede
definir como una reaccidon quimica entre el agua y determinados componentes de los
aceites esenciales. Estos productos naturales estan compuestos, en gran parte, de ésteres,

que son compuestos derivados de acidos orgéanicos y alcoholes. En presencia de agua, y
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particularmente a temperaturas elevadas, los ésteres tienden a reaccionar con el agua
para formar los acidos y alcoholes precursores. Las caracteristicas mas importantes en
este tipo de reacciones, que se dan durante el proceso de destilacion son su parcialidad y
que dependen del tiempo de contacto entre el aceite y el agua. Por ultimo, el tercer
efecto importante que se produce en los procesos de destilacion, es la descomposicion
térmica causada por la la influencia de la temperatura en los aceites esenciales.
Practicamente, todos los componentes de los aceites esenciales son algo inestables a
altas temperaturas. Los métodos empleados pueden operar a temperaturas inferiores a
100°C mediante el uso de una presion adecuadas por debajo de la atmosférica [41].

Dentro de sus propiedades fisicas, los aceites esenciales suelen ser liquidos a
temperatura ambiente. Son sustancias volatiles (presentan temperaturas de ebullicion
entre 50 a 320°C) con un aroma caracteristico. La mayoria de estos aceites son casi
incoloros, poseen un alto indice de refraccion y son Opticamente activos. Son muy
solubles en solventes orgédnicos, pero tienen una solubilidad muy limitada en agua;
debido a que su densidad es menor a la de esta, exceptuando algunos casos como los
aceites obtenidos del sasafrés, clavo y de la canela [42].

En cuanto a sus propiedades biologicas, hay que tener en cuenta que los aceites
esenciales son mezclas complejas de numerosas moléculas y sus efectos bioldgicos son
el resultado de una sinergia existente entre sus diversos componentes. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, solo los principales componentes de ciertos aceites esenciales
como el terpineol, eugenol, timol, carvacrol, carvona, geraniol, linalol, citronelol, nerol,
safrol, eucaliptol, limoneno, cinamaldehido, son analizados. En general, los principales
componentes se encuentran a fin de reflejar bastante bien las caracteristicas biofisicas y
bioldgicas de los aceites esenciales de las que fueron aisladas. La amplitud de sus
efectos s6lo depende de su concentracion cuando se prueban solos o integrados al aceite
esencial. Es posible que la actividad de los componentes principales sea modulada por
otras moléculas que se encuentran en menor medida dentro del aceite [34].

Las diferentes propiedades biologicas, de los aceites esenciales, estan
directamente relacionadas con su composicion quimica. Asi, los sesquiterpenos exhiben

actividad citotdxica y mutagénica, y son menos efectivos para inhibir el desarrollo de los
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microorganismos que sus analogos oxigenados. Por su parte, los fenoles, son
microbicidas o inhibidores del crecimiento dependiendo de su estructura quimica, razon
por la cual los aceites esenciales con elevado contenido de fenoles presentan actividad
antimicrobiana alta. Finalmente, los aldehidos alifaticos, a pesar de ser poco frecuentes
en los aceites esenciales, presentan inhibicion del desarrollo o actividad microbicida a
bajas concentraciones; si existe un enlace doble cerca del grupo insaturado (aldehidos a,
- insaturados). La capacidad de accion de estos compuestos dependera de la longitud de
su cadena carbonada y del tipo de microorganismos [43].

Existen diferentes factores que influyen sobre la composicion quimica de los
aceites esenciales obtenidos, entre ellos, se pueden destacar los siguientes: 1.
Condiciones geobotanicas del medio: clima, altitud, tipo de suelo y pluviosidad; 2.
Métodos del cultivo; 3. Utilizaciéon de fertilizantes, abonos y pesticidas; 4. Epoca de
recoleccion; 5. Parte usada de la planta; 6. Modo de almacenamiento; 7. Manejo del
material vegetal: fresco, seco, fermentado y tratamiento postcosecha recibido; 8. Modo
de obtencion del aceite: destilacion, entre otros; 9. Edad de la planta; finalmente, 10. Su
estado fenologico [43].

Los aceites esenciales pueden sufrir degradaciéon quimica, siendo un proceso
mediante el cual la calidad de sus componentes originales es reducida en el tiempo.
Existen tres factores principales responsables de la degradacion de los aceites esenciales,
éstos son: presencia de oxigeno, calor y luz. El oxigeno puede cambiar la composicion
quimica por combinacién con algunos de sus componentes, este proceso es llamado
oxidacion y tiende a ocurrir en aceites esenciales ricos en terpenos, tales como el limon
y el pino; la oxidacion tiende a ocurrir mas rapido que la degradacion por el calor y la
luz. Sin embargo, es igual de importante mantenerlos en lugares refrigerados y en
frascos de color ambar. Cualquier tipo de degradacion de las esencias naturales reduciria
sus posibles efectos biolodgicos [1].

Debido a que los aceites esenciales se encuentran presentes en frutas, vegetales,
hierbas y especies junto con carotenoides, retinoides, tocoferoles, acido ascorbico,
flavonoides y polifenoles, se les ha incluido dentro de los antioxidantes. Esto nos lleva a

ubicarlos dentro de los aditivos para su uso alimentario [34].
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Una de las familias dentro del reino vegetal, con un alto nimero de especies con
propiedades medicinales, es la familia de las Lamiaceas. Esta familia comprende mas de
252 géneros y 7000 especies que se encuentran comunmente en la region mediterranea.
La mayoria de ellas son aromaticas y algunas son usadas como hierbas culinarias, como
la salvia, el tomillo, el romero, el orégano, la albahaca, la lavanda, la menta y la
mejorana, por lo que tienen un gran valor comercial [44].

Es conocida la actividad antifingica que poseen algunos aceites esenciales de
plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae. El aceite esencial obtenido de la Mentha
longifolia (Lamiaceae) mostro, a 10 pl/ml, actividad fungicida frente a especies de
Aspergillus y Fusarium, Penicillium funiculosum y Trichoderma viride. 5 ul/ml de los
aceites fueron eficientes contra Trichophyton menthagrophytes y Candida albicans. Las
cepas mas sensibles fueron las de Cladosporium fulvum, C. cladosporioides y P.
ochrochloron donde la concentracion de 2,5 pl/ml fue letal. Los principales compuestos
del aceite de M. longifolia fueron trans-dihidrocarvono (23,64%), Piperitona (17,33%) y
cis-dihidrocarvono (15,68%) [45-48].

El género Rosmarinus, conocido como romero, comprende cinco especies R.
officinalis, R. eriocalyx, R. laxiflorus, R. lavandulaceus y R. tomentosus. R. officinalis es
una hierba perenne con fragantes hojas en forma de aguja (Fig. 5). Crece hasta una altura
de 1,5 m, sus hojas miden alrededor de 2,5 cm y posee flores pequefias, de color azul
claro. El romero ha sido una hierba importante desde la antigiiedad. Se utiliza
tradicionalmente como saborizante, conservante antiséptico y astringente. Posee
propiedades antioxidantes que todavia se utilizan para extender la vida util de los
alimentos preparados. El romero, es conocido también como un agente antibacteriano,
antimutagénico y como agente quimiopreventivo. Ademas de su aplicacion terapéutica,
el aceite esencial se aplica extensamente en la industria cosmética en la produccion de
diversas aguas de colonia, esencias de bafio, productos para el cabello y como
componente de los desinfectantes e insecticidas [49-51].

Las actividades antioxidante y antimicrobial del aceite esencial de R. officinalis
han sido estudiadas. Su capacidad antioxidante para pruebas como: captura de radicales

libres con 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), blanqueamiento de p-caroteno y
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fotoquimioluminiscencia, es satisfactoria. El R. officinalis reduce notablemente la
concentracion de radicales libres DPPH (65.9 + 0.46%). Los resultados en la actividad
inhibidora de la peroxidacion de lipidos de los aceites por la prueba de blanqueamiento
de B-caroteno (81.1 = 0.57%) y los obtenidos con la prueba de fotoquimioluminiscencia
(66.0 = 4.2 mmol.trolox/l) muestran su alta eficacia como antioxidante. Por otra parte, su
concentracion minima inhibitoria (CMI; pg/ml) se evalud contra: C. albicans (0,09),
Rhodotorula glutinis (0,12), Schizosaccharomyces pombe (0,18), Saccharomyces

cerevisiae (0,06) y Yarrowia lypolitica (0,12) [51].

Figura 5. R. officinalis.

En trabajos anteriores, se han reportado 24 componentes del aceite esencial
provenientes de las hojas del R. officinalis extraido por destilacién. Entre ellos, destacan
como mayoritarios: el a-pineno, el 1,8-cineol, el canfeno, la verbenona, el linalol y el
alcanfor (Fig.6). Siendo aceites esenciales ricos en componentes terpenoides, tanto

carbonados como oxigenados [52].
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Figura 6. Componentes principales del aceite esencial de R. officinalis.

La composicion quimica y la actividad biologica, que pueda presentar un aceite
esencial, se ven alteradas por el método de extraccion del mismo. En este proyecto, se
aplicaron dos métodos extractivos, a saber: hidrodestilacion y arrastre por vapor, para la
obtencion de dos tipos de aceites esenciales a partir del R. officinalis. Estos aceites
esenciales fueron evaluados y comparados, de acuerdo; al rendimiento, composicion
quimica y actividad bioldgica que presentaron. Estas evaluaciones ayudaran a discernir
cual de los métodos usados serd el mas adecuado para ser aplicado en futuras
investigaciones. La actividad bioldgica a evaluar fue actividad antifiingica. Para ello se
usaron cultivos de A. flavus. La eleccion de este hongo filamentoso se debid a que éste
produce toxinas muy peligrosas para la salud llamadas aflatoxinas; al ser ubicuo, se
encuentra frecuentemente en diversos alimentos, y por ultimo los métodos conocidos
para su control en alimentos suelen ser costosos y tienden a modificar los valores
nutritivos del mismo. La eleccion de R. officinalis como material vegetal para la
obtencion de aceites esenciales se produjo, en primer lugar, por ser una planta
comestible, cuyos componentes poseen un bajo nivel de toxicidad, son aptos para el
consumo humano y son utilizados como condimentos de diversas comidas; en segundo
lugar, a que posee propiedades antimicrobianas y antioxidantes y en tercer lugar, porque
este aceite pudiera ser usado en investigaciones futuras como recubrimiento o pelicula
comestible en productos hortofruticolas. Por lo antes mencionado, este estudio propone
la utilizaciébn de los aceites esenciales, especificamente, al aceite esencial de R.
officinalis, como una alternativa para el biocontrol del A. flavus principal productor de la

aflatoxina B,. Para tal fin, se plantearon los siguientes objetivos:
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General: Evaluar los aceites esenciales de R. officinalis, obtenidos mediante la
utilizacion de dos técnicas de destilacion, de acuerdo con el rendimiento, composicion
quimica y actividad antifingica contra A. flavus.

Especificos: 1) Obtener los aceites esenciales del R. officinalis utilizando
hidrodestilacién y destilacion por arrastre de vapor. 2) Calcular el rendimiento del los
aceites esenciales del R. officinalis. 3) Evaluar la actividad antifingica de los aceites
esenciales del R. officinalis frente al hongo A. flavus. Por ultimo, 4) Caracterizar la

composicion quimica de los aceites esenciales del R. officinalis por medio CG/EM.
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METODOLOGIA

RECOLECCION DE LA MUESTRA
Rosmarinus officinalis se compro en el mercado municipal de Cumana, estado
Sucre. La especie vegetal fue identificada en el Herbario I.R.B.R. del Departamento de

Biologia del Ntucleo de Sucre de la Universidad de Oriente.

OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL
Para la obtencion de los aceites esenciales del R. officinalis se aplicaron los

siguientes métodos:

Extraccion por arrastre de vapor (AV)
Se hizo pasar vapor de agua durante 6 horas dentro de un balén de 1000 ml que
contenia aproximadamente 150 g de la muestra. En la Figura 7, se muestra el montaje

usado para este método extractivo.

Liberacionde
presion

Salida de agua

Liberacionde
presién

Figura 7. Arrastre por vapor.
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Hidrodestilacion (HD)

En un balén de destilacion de 2000 ml se colocd una muestra de
aproximadamente 150 g del material vegetal y se le adicion6 agua hasta cubrir dicho
material. Luego, se calentd durante un periodo de 3 horas. Para esta hidrodestilacion se
utilizd6 una trampa tipo Clevenger. En la Figura 8, se muestra el montaje para esta

modalidad de destilacion.

Salida de agua

Entrada de agua
.‘—

Dispositivo de cohobacion

Salida del aceite

Figura 8. Hidrodestilacion.

En ambos métodos extractivos, de manera individual, la mezcla de agua y aceite
obtenida al final de los procesos fue tratada con hexano y cloruro de sodio con la
finalidad de separar las dos fases. Luego, la fase orgénica fue tratada con sulfato de
sodio anhidro para eliminar cualquier residuo de agua. Seguidamente, se filtro y
rotaevaporé a 39°C para eliminar el solvente y obtener el aceite esencial.

El aceite esencial, finalmente obtenido, se trasvaso a un vial y por diferencias de
pesos se obtuvo el del aceite esencial. Habiendo previamente pesado el material vegetal,

se logr6 calcula el rendimiento (% m/m) para cada extraccion.
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PRUEBA BIOLOGICA
Con esta prueba se evalud la actividad antifingica que presentaron los aceites

esenciales de R. officinalis [53].

Actividad antifungica

Se realizaron cultivos puros de Aspergillus flavus, el cual fue proporcionado por
el laboratorio de Investigaciones Microbiologicas del Departamento de Bioandlisis,
incubandolos en tubos con Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) a temperatura ambiente (28
+ 2°C) por un espacio de 5 dias. Terminado el tiempo de incubacidn, se les agregaron 9
ml de solucidn salina fisiologica estéril y se agitaron vigorosamente para facilitar el
desprendimiento de los conidios. Las suspensiones obtenidas se filtraron a través de
doble gasa estéril, eliminando de esta forma otras estructuras fungicas y obteniendo sélo
conidios en las suspensiones. Se determind el numero de conidios por ml en las
suspensiones, utilizando una camara de Neubauer, ajustandose la concentracion a 10°
conidios/ml.

Luego, se impregnaron discos de papel de filtro estériles de 6 mm de didmetro
con 10 pl/disc de los aceites esenciales obtenidos y se colocaron sobre placas de Petri
con ASD, las cuales fueron sembradas previamente por superficie con 100 pl de la
suspension de conidios del hongo filamentoso a ensayar, con asa de Digralski. Las
placas fueron incubadas entre 3 a 5 dias a temperatura ambiente. Se realizaron controles
con placas de Petri con ASD sembradas con A. flavus. El diametro de los halos
inhibitorios, formados alrededor de los discos de papel de filtro, fue medido con un

vernier y los resultados obtenidos se expresaron en mm.

CARACTERIZACION QUIMICA

Los aceites esenciales son mezclas de diversos compuestos volatiles. Las
estructuras de dichos compuestos se identificaron mediante la utilizaciéon de un
cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas (CG/EM). La CG/EM, es

una técnica idonea para este tipo de compuestos [31].
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Cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM)

La identificacion de los constituyentes del aceite esencial se realizd en un
cromatografo de gases marca Hewlett Packard modelo 5890 serie II, acoplado a un
detector de masas Hewlett Packard modelo 5971 A. Se utiliz6 una columna de
metilsilicona (30m x 0,25mm). El gas portador fue helio (1,2 ml/min). Cada muestra (1
ul) se inyect6 en el modo split (1:20), el programa usado fue el de isotérmica a 70°C. La
temperatura de inyeccion fue 240°C. El impacto electronico del espectrometro de masas
se llevo a cabo a 70 eV. Los componentes quimicos se identificaron por comparacion de
sus tiempos de retencion relativos y espectros de masas, con los datos de la biblioteca de
componentes de aceites esenciales, Wiley, Mass-Finder, y la libreria Adams CG/EM.

A continuacidn, se representa en la Figura 9, de manera esquematica, un resumen

de la metodologia aplicada a lo largo de este trabajo investigativo.

Material vegetal 'A.E.*: acelte esencial

A. flavus™: Aspergliius flavus

Arrastre por vapor
Hidrodestllaclon Saturarcon NaCl e.erocci6n con hexano

Fase orgénica

Secar con Na:S04 v filtrar
CG/EM
Rotaevaporar
10ul/disc. del A.E.
A. flavus™ -

Actlvidad antifinglca F988ry guardara 4°C el AE.*

Figura 9. Resumen esquematico de la metodologia aplicada.
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ANALISIS ESTADISTICO

El diametro (mm) de los halos inhibitorios, producto de la actividad biologica de
los aceites esenciales de R. oficinalis contra A. flavus, fueron registrados. Lo resultados
obtenidos, para ambos metodos extractivos, se cotejaron mediante el andlisis estadistico
t-Student con un nivel de significancia de p <0,05 usando el programa estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVLI. Los rendimientos (% m/m) calculados para HD y
AV también fueron comparados mediante el andlisis estadistico t-Student, usando el

programa, con un nivel de significancia de p >0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

RENDIMIENTO DE EXTRACTRACCION
Los resultados correspondientes a los rendimientos calculados para los métodos
de destilacion de los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis se presentan en la

Tabla 3.

Tabla 3. Rendimientos calculados (% m/m) para los aceites esenciales de R. officinalis
extraidos por destilacion

Metodologia Rendimiento (M+DE)% Distribucion t
Hidrodestilacion (0,2+0,05) 0,70
Arrastre por vapor (0,1+0,05)

M= Media, DE= Desviacion Estandar. Los valores promedios de los rendimientos fueron analizados
mediante el método estadistico de t-Student (p>0,05).

El aceite esencial de R. officinalis, obtenido por hidrodestilacion, presentd un
olor intenso y penetrante, y un color ligeramente amarillo. Su rendimiento fue de 0,2%
m/m con una desviacion estdndar de 0,05%. Por otra parte, el aceite esencial obtenido
mediante arrastre por vapor, presentd un olor menos intenso y un color un tono mas
oscuro en comparacion al obtenido por hidrodestilacion. Su rendimiento fue de 0,1%
m/m y su desviacion estdndar también fue de 0,05%.

Los rendimientos calculados colocan a la técnica de hidrodestilacion como la
mas apropiada para obtener mayor cantidad de aceite esencial. Su rendimiento se
encuentra un 50% por encima del rendimiento obtenido en la técnica de arrastre por
vapor. Las observaciones realizadas durante la aplicacion de los métodos extractivos,
evidencian que la hidrodestilacion presenta la particularidad de desgastar més rapido la
muestra vegetal en comparacién al método de arrastre por vapor; entendiéndose como
desgaste de la muestra, a la pérdida paulatina de la intensidad de su olor a medida que
avanza el tiempo durante el proceso extractivo.

El rendimiento de los aceites esenciales, obtenidos para ambos métodos
extractivos, fue menor a los reportados en trabajos anteriores, donde se obtuvieron

rendimientos que rondaban entre 0,37-0,49% y 0,93-1,05%. El rendimiento de los
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aceites esenciales de R. officinalis, obtenidos para esta investigacion, pudo verse
afectado por el estado de madurez de la planta y por algin tipo de estrés al cual fuese
sometida, posiblemente, durante el cultivo; pudiéndose, en este ultimo caso, producirse
metabolitos secundarios, no regulares, denominados fitoalexinas [44, 49].

El tiempo de recoleccion es uno de los factores mas importantes que influyen en
la calidad de los aceites esenciales. La cantidad de sus componentes esta fuertemente
relacionada con la etapa de desarrollo de la planta (ontogenia). La recoleccion de la
cosecha, temprana o tardia, produce un rendimiento bajo. Para obtener un alto
rendimiento de aceites esenciales es mejor usar la planta después del periodo de
floracion. El tiempo empleado para la destilacion también es un pardmetro importante
para su rendimiento. El aceite de lavanda, por ejemplo, requiere alrededor de una hora y
media para su destilacién. Si el tiempo de destilacion se reduce so6lo ligeramente,
alrededor de un 18 a 20% de los componentes quimicos del aceite esencial pueden faltar.
Las moléculas aromaticas de los aceites esenciales son volatiles y facilmente son
destruidas o alteradas por las altas temperaturas, por lo tanto, el proceso de destilacion
debe usar temperaturas moderadas [54].

Los principales efectos que se producen en la destilacion son: difusion, por parte
de los aceites esenciales y del agua caliente a través de las membranas de las plantas
(hidrodifusion); hidrolisis, solo de ciertos componentes del aceite esencial, y por tltimo,
descomposicidn térmica, ocasionada por el calor administrado en el proceso [41].

Aunque los tres procesos de difusion, hidrolisis y descomposicion térmica se han
considerado de forma independiente, se debe tener en cuenta que en la practica los tres
ocurren simultaneamente, y por lo tanto, uno efecta al otro. Esto es particularmente
cierto en el efecto de la temperatura. La velocidad de difusion generalmente se
incrementard en temperaturas mas altas. La solubilidad de los aceites esenciales en el
agua, un factor importante, aumenta con temperaturas mas altas. Lo mismo es cierto
para la hidrolisis, puesto que los productos de hidrdlisis son en general mas solubles en
agua afectando al proceso de difusion. El cumplimiento de algunas recomendaciones
conducen a mejorar los rendimientos y la calidad de aceite esencial a obtener, estas son:

mantenimiento de una temperatura tan baja como sea viable; en el caso de la destilacion
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por vapor, el uso de una pequefia cantidad de agua en contacto directo con el material
vegetal, con el fin de promover la difusion, por ultimo; la trituracion completa del
material vegetal antes de aplicarle destilacion o un cuidadosa empaquetamiento, de
manera uniforme, de la carga del material vegetal para producir un mejor contacto entre

el vapor y la planta [41].

CARACTERIZACION QUIMICA

Los resultados correspondientes a los andlisis por CG/EM realizados a los aceites
esenciales de R. officinalis obtenidos por las técnicas de destilacion se presentan a
continuacion.

En la Figura 10, se presenta el perfil cromatografico del aceite esencial de R.

officinalis obtenido por hidrodestilacion de sus hojas.
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Figura 10. Perfil cromatografico del aceite esencial de R. officinalis obtenido por
hidrodestilacion.
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En la Tabla 4, se registran los componentes aislados e identificados por CG/EM
del aceite esencial de R. officinalis obtenido por hidrodestilacion, segun ¢l orden de sus

tiempos de retencion (Tr; min.), adjuntando a ello, sus cantidades relativas (% V/V).

Tabla 4. Tiempo de retencion (Tr; min.) y cantidad relativa (%V/V), de los componentes
del aceite esencial de R. officinalis aislados por hidrodestilacion e identificados por
CG/EM.

Compuesto Tr (min.) % V/V
a-pineno 8,974 11,66
L-B-pineno 10,316 1,95
1,8-cineol 12,007 49,95
D-alcanfor 15,248 7,79
borneol 15,877 3,74
terpinen-4-ol 16,192 3,19
a-terpineol 16,548 6,13
L-verbenona 16,999 15,59
Total 100,00
Monoterpenos oxigenados 86,39
Monoterpenos carbonados 13,61

El porcentaje total de los metabolitos secundarios volatiles que constituyen al
aceite esencial obtenido, para esta muestra, se ve representado por ocho compuestos, los
cuales pertenecen a los grupos: monoterpenos oxigenados (86,39%) y monoterpenos
carbonados (13,61%). Siendo sus compuestos mayoritarios: el 1,8-cineol (49,95%), la L-
verbenona (15,59%) y el a-pineno (11,66%).

En la Figura 11 y en la Tabla 5, se presentan respectivamente, al cromatograma
del aceite esencial de R. officinalis, y se registran los componentes aislados e
identificados por CG/EM del aceite esencial de R. officinalis, obtenido mediante arrastre
por vapor.

El porcentaje identificado de los metabolitos secundarios volatiles que
constituyen al aceite esencial obtenido, mediante arrastre por vapor, se ve representado
por trece compuestos, los cuales pertenecen a los grupos: monoterpenos oxigenados
(76,52%), sesquiterpenos oxigenados (2,21%), sesquiterpenos carbonados (3,05%) y
ésteres (6,81%). Siendo sus compuestos mayoritarios: la L-verbenona (32,61%), el D-

alcanfor (20,87%) y el L-borneol (9,36%). El restante 11,41%, de compuestos
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detectados, pertenece al rango de probabilidad menores de noventa por ciento (<90).
Estos compuestos no pudieron ser identificados con certeza por la libreria del programa.
Probablemente, por ser compuestos trazas y constituir un porcentaje infimo en la
composicion del aceite esencial, pero pueden repercutir sobre la actividad bioldgica del

mismo.
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Figura 11. Perfil cromatografico del aceite esencial de R. officinalis obtenido con
arrastre por vapor.
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Tabla 5. Tiempo de retencion (Tr; min.) y cantidad relativa (%V/V), de los componentes
del aceite esencial de R. officinalis aislados mediante arrastre por vapor e identificados
por CG/EM.

Compuesto Tr (min) % V/V
1,8-cineol 12,007 6,40
D-alcanfor 15,284 20,87
L-borneol 15,901 9,36
(10,2B,50)-2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]heptan-3-ona 16,085 1,71
terpinen-4-ol 16,198 2,02
L-a-terpineol 16,583 3,55
L-verbenona 17,070 32,61
acetato de L-bornilo 18,993 3,33
cariofileno 22,246 2,59
1,4,7-cicloundecatrieno-1,5,9,9-tetrametil-Z,7.7- 23,005 0,46
oxido de cariofileno 25,795 2,21
adipato de dioctilo 39,434 1,87
ftalato de diisooctilo 41,506 1,61
Total 88,59
Monoterpenos oxigenados 76,52
Sesquiterpenos oxigenados 2,21
Sesquiterpenos carbonados 3,05
Esteres 6,81
| |
a-pineno L-B-pineno  1,8-cineol D-alcanfor borneol
(8,974) (10,316) (12,007) (15,248) (15,877)
HOy,,
OH 7\ ; L
©
terpinen-4-ol a-terpineol L-verbenona
(16,192) (16,548) (16,999)

Figura 12. Compuestos identificados en el aceite esencial de R. officinalis extraido por
hidrodestilacion y ordenados de manera creciente segun sus Tr (min.).
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En la Figura 12, las estructuras quimicas de los compuestos identificados de los

aceites esenciales de R. officinalis, obtenidos por hidrodestilacion, ordenados segun su

tiempo de retencion.
En la Figura 13, se presentan las estructuras quimicas de los compuestos

identificados de los aceites esenciales de R. officinalis, obtenidos mediante arrastre por
vapor, ordenados segiin su tiempo de retencion. Exceptuando las estructuras del 1,8-

cineol, D-alcanfor, terpinen-4-ol y L-verbenona, ya mostradas en la Figura 12.

O

: \ :
H O/// 1, EE >@\ - \\\\\\\O Y
! /l\ !
o OH

acetato de L-bornilo

L-borneol  (la, 2B, 5a)-2, 6, 6-trimetil  L-a-terpineol
(15,901) biciclo [3.1.1] heptan-3-ona (16,583) (18,993)
(16,085)
o

i,

1, 4, 7-cicloundecatrieno- oxido de cariofileno

cariofileno
(22,246) 1, 5,9, 9-tetrametil-Z, Z, Z- (25,795)
(23,005)
adipato de dioctilo ftalato de diisooctilo
(39,434) (41,506)

Figura 13. Compuestos identificados en el aceite esencial de R. officinalis obtenido
mediante arrastre por vapor y ordenados de manera creciente segin sus Tr (min.).
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En la Figura 14 se representa, a modo de grafico y de manera conjunta, los
grupos de los principales componentes de los aceites esenciales de R. officinalis

obtenidos por hidrodestilacion y arrastre por vapor.
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Figura 14. Distribucion por grupos de los principales componentes de los aceites
esenciales de R. officinalis segiin sus cantidades relativas (%V/V) y método de
obtencion.

El aceite esencial de R. officinalis, obtenido por hidrodestilacion, posee un alto
porcentaje de monoterpenos oxigenados (86,39%) y de monoterpenos carbonados
(13,62%), en comparacion al aceite esencial obtenido con arrastre por vapor;
monoterpenos oxigenado (76,52%) y monoterpenos carbonados (2,21%). Pero, se
observa que el aceite esencial obtenido por hidrodestilacién, no posee sesquiterpenos
carbonados ni ésteres de ningln tipo. Estos solo estdn contenidos en los aceites
esenciales obtenidos mediante arrastre por vapor; sesquiterpenos carbonados (3,05%) y
¢ésteres (6,81%).

En investigaciones anteriores, se ha encontrado que el aceite esencial de R.
officinalis, obtenido por destilacion, se compone de cantidades aproximadamente iguales

de monoterpenos oxigenados (46,9%) y monoterpenos carbonados (46,7%) [55].
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La mayoria de los metabolitos secundarios volatiles que constituyen a los aceites
esenciales de R. officinalis, obtenidos en esta investigacion, han sido reportados en
trabajos realizados anteriormente, para esta misma especie, siendo: 1,8-cineol, a-pineno,
alcanfor, verbenona y borneol, los compuestos comunmente reportados como
mayoritarios [44, 49, 56-58].

Por otra parte, los compuestos: (1a,2,5a)-2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]heptan-3-
ona; 1,4,7-cicloundecatrieno-1,5,9,9-tetrametil-Z,Z,7Z-; adipato de dioctilo y ftalato de
diisooctilo, no son comunes en la constitucion del aceite esencial de R. officinalis. Estos
cuatro compuestos, obtenidos solo mediante la técnica de arrastre por vapor, conforman
el 5,65% del mismo.

Se tienen referencias del adipato de dioctilo y ftalato de diisooctilo como
constituyentes de aceites esenciales. El adipato de dioctilo es el componente mayoritario
(39,84%) del aceite esencial de Launaea resedifolia (Asteraceae) y el ftalato de
diisooctilo es el componente minoritario (2,90%) del aceite esencial de Euphorbia hirta
(Euphorbiaceae) [59, 60].

A nivel global, se han diferenciado tres quimiotipos diferentes de R. officinalis, a
saber: cineoliferum (alto porcentaje de 1,8-cineol, mas del 35%), camforiferum (con mas
de un 20% en alcanfor) y verbenoniferum (con mas de un 15% en verbenona). En el area
mediterranea, el aceite esencial de plantas procedentes de Marruecos y Tnez posee un
elevado contenido de 1,8-cineol, entre 38-55%. Mientras, que el procedente de Espafia,
posee un contenido menor, caracterizado por cantidades de a-pineno (18-26%), alcanfor
(8-12%) y 1,8-cineol (16-25%) [61, 55].

En esta investigacion, se obtuvieron dos quimiotipos diferentes de aceites
esenciales de R. officinalis, a saber: cineoliferum, para el aceite esencial por
hidrodestilacion (49,95% de 1,8-cineol) y verbenoniferum, para el obtenido mediante
arrastre por vapor (32,61% de L-verbenona).

Varios isOmeros se encuentran presentes en la constitucion de los aceites
esenciales de R. officinalis, como lo son: borneol y L-borneol, a-pineno y B-pineno, a-
terpineol y L-a-terpineol, y terpinen-4-ol; este ultimo es isomero de los dos compuestos

anteriores. Los isomeros con nomenclatura L, se encuentran constituyendo los aceites
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esenciales obtenidos mediante arrastre por vapor. El terpinen-4-ol, se encuentra
constituyendo ambos aceites esenciales. Los compuestos restantes: borneol, a-pineno, -
pineno y a-terpineol, se encuentran solo en el aceite esencial obtenido por
hidrodestilacion.

Se pueden encontrar en los aceites esenciales de pino, romero, lavanda y
trementina, pinenos y terpenos biciclicos que presentan isémeros Opticos o0
enantiomeros, pudiendo éstos presentar diferencias en su toxicidad y en su actividad
biologica. El pineno posee dos isémeros activos constitucionales: a- y B-pineno. Ambos
isdmeros estructurales tienen enantiomeros conocidos en la naturaleza como (-)-o-
pineno, (+)-a-pineno, (-)-B-pineno y (+)-B-pineno. La mezcla racémica se encuentra
presente en algunos aceites esenciales, tales como el aceite de eucalipto [62-65].

Estos componentes quimicos quirales pueden presentar propiedades semejantes o
distintas. Por ejemplo, la carvona se utiliza como una esencia para perfumes, y cada
enantidémero tiene un olor diferente: S(+)-carvona huele a menta verde y R(-) huele a
alcaravea. Los enantiomeros del linalool muestran la misma actividad antimicrobiana
contra varios microorganismos, en especial contra el hongo Botrytis cinerea y el
protozoario Plasmodium falciparum. Los enantiémeros de la goniothalamina, de manera
similar, inhiben el crecimiento contra especies de Candida [65-68].

La actividad antimicrobiana de los isémeros y enantiomeros del pineno ha sido
evaluada en estudios recientes. Pruebas de difusién en agar demostraron que solo los
enantiomeros positivos (D) de los isdmeros o- y B-pineno eran activos. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentraciéon minima microbicida (CMM) de estos
monoterpenos fueron determinadas, confirmando que estos enantibmeros positivos
mostraron actividad microbicida contra todos los hongos y las bacterias ensayadas con
CMIs que van desde 117 a 4,150 pg/ml. Sin embargo, no se detectd actividad
antimicrobiana con los enantidmeros negativos (L). El (+)-a-pineno y (+)-B-pineno
resultan muy toxicos para Candida albicans, con un efecto fungicida de 100% en 60
min. Por el contrario, el efecto bactericida se produjo después de 6 h con Staphylococcus

aureus [65].
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Los espectros de masas y las posibles rutas de fragmentacion de los principales
compuestos aislados de los aceites esenciales de R. officinalis obtenidos por destilacion,

se ilustran en las siguientes figuras.
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Figura 15. Espectro de masas del 1,8-cineol.

En las Figuras 15 y 16 se presentan, respectivamente, el espectro de masas y las
posibles rutas de fragmentacion del 1,8-cineol.

Este monoterpeno oxigenado representa el 49,95% del aceite esencial de R.
officinalis obtenido por hidrodestilacién. Encontrandose en menor cantidad (6,40%) en
el aceite esencial extraido mediante arrastre por vapor. Su ion molecular [M]" fue
detectado a un m/z 154 correspondiente a la formula molecular CioH;sO, y los
fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes se observan a m/z

43 [M-CsH;s] (pico base), m/z 81 [M-C4Hs0], m/z 93 [M-C3Hs0], y m/z 139 [M-CHs].
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Figura 16. Posibles rutas de fragmentacion del 1,8-cineol.

El ion molecular a m/z 154, en el 1,8-cineol, posee una sefal intensa producto de

su estabilidad. La fragmentacion en los éteres y acetales tiende a ocurrir en el enlace C-

C en posicion a al &tomo de oxigeno y en menor medida se da el quiebre en el enlace

C=0. El ion pico base a m/z 43 se forma de la rotura de enlaces C-C en posiciones o al

atomo de oxigeno, formando un grupo acetilo que origina al ion [M-CgH;s].
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Las Figuras 17 y 18 presentan, respectivamente, el espectro de masas del a-

pineno y su posible ruta de fragmentacion. Este monoterpeno carbonado constituye el

11,66% del aceite esencial de R. officinalis obtenido por hidrodestilacion. Su ion

molecular corresponde a la sefial m/z 136 y posee formula molecular CioHe.
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Figura 17. Espectro de masas del a-pineno.

Los fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes se

muestran a m/z 77 [M-C4H;1], m/z 91 [M-CsHy], m/z 93 [M-CsH7] (pico base) y m/z 121

[M-CHj].

El ion molecular del a-pineno a m/z 136 se disocia para eliminar un radical

isopropilo y formar el ion pico base en m/z 93. La presencia de dos enlaces dobles en el

anillo, impulsa la ionizacion disociativa hacia la formacion de un ciclo aromatico por

eliminacion sucesiva de 2H:: y CHs:, formando los iones a m/z 77 y 91, ion tropilio. La

estabilidad de los fragmentos a m/z 77 y 91 se deduce de la intensidad de las respectivas

sefales y la presencia de picos débiles en la region de masas bajas. La formacion del ion

am/z 121, es producto de la pérdida del ion metilo en el ion molecular.
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Figura 18. Posibles rutas de fragmentacion del a-pineno.

Las Figura 19 y 20 presentan, respectivamente, el espectro de masas del D-
alcanfor y su posible ruta de fragmentacion.

Este monoterpeno oxigenado representa el 20,87% del aceite esencial de R.
officinalis obtenido mediante arrastre por vapor. Encontrandose en menor cantidad
(7,79%) en el aceite esencial extraido por hidrodestilacion. Su ion molecular
corresponde a la senal m/z 152, con una formula molecular C;oH;60. Los fragmentos
correspondientes a los picos de los iones mas abundantes se aprecian a m/z 81 [M-
C4H,0], m/z 95 [M-C;3H;50] (pico base), m/z 108 [M-C,H,O], m/z 110 [M-C,H,0] y m/z
137 [M-CHj].

El ion molecular del D-alcanfor sufre reordenamientos, de esqueleto y de
hidrogeno, descartando moléculas neutras; CH,CHOH, C,H,0 y CO, que conducen a la
formacion de los iones a m/z 108, 110 y 124, respectivamente. El ion [M-C,H,0] a m/z
110 produce el ion pico base a m/z 95 por pérdida del ion metilo. El ion [M-CO] a m/z

124, pierde CH;<: y radical propilo para formar los iones de cadenas alifaticas abiertas a
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m/z 109 y 81, respectivamente. El ion [M-15] a m/z 137, se forma directamente a partir

del ion molecular por perdida de CHs:.
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Figura 19. Espectro de masas del D-alcanfor.
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En la Figura 21 se presenta el espectro de masas del L-borneol y en la Figura 22
su posible ruta de fragmentacion.

Este monoterpeno oxigenado conforma el 9,36% del aceite esencial de R.
officinalis obtenido mediante arrastre por vapor. Su ion molecular fue detectado a un m/z
154 y corresponde a la formula molecular C;oH;30. Los fragmentos correspondientes a
los picos de los iones mas abundantes se observan a m/z 95 [M-C;H;0] (pico base), m/z
110 [M-C,H40O], m/z 121 [M-CHsO] y m/z 139 [M-CH;]. Su tiempo de retencion

promedio fue de 15,901 minutos.
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Figura 20. Posibles rutas de fragmentacion del D-alcanfor.

En los alcoholes, el ion molecular no es visible o es muy pequeio, producto de su
poca estabilidad y répidas rupturas. La pérdida de agua, por parte del ion molecular del
L-borneol, conduce a la formacion del fragmento a m/z 136, del cual se originan: el pico
base a m/z 95, por pérdidas sucesivas de ion metilo y acetileno, y el fragmento a m/z

110, consecuencia de un rearreglo intramolecular, desprendiendo una molécula neutra de
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acetileno. Por otra parte, el i6n molecular pierde un ion metilo y una molécula de agua
para formar el ion a m/z 139 y 121 respectivamente.
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Figura 21. Espectro de masas del L-borneol.
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Figura 22. Posibles rutas de fragmentacion del L-borneol.

Por ultimo, se presentan en la Figura 23 y 24, respectivamente, el espectro de
masas del L-verbenona y su posible ruta de fragmentacion.

Este monoterpeno oxigenado es el 32,61% del aceite esencial de R. officinalis
obtenido mediante arrastre por vapor. Encontrandose en menor cantidad (15,59%) en el
aceite esencial extraido por hidrodestilacion Su ion molecular fue detectado en el
espectro a un m/z 150 y corresponde a la formula molecular C;oH;40. Los fragmentos
correspondientes a los picos de los iones mas abundantes se observan a, m/z 67 [M-
CsH;0], m/z 79 [M-C4H;0], m/z 95 [M-C5;H;0], m/z 107 [M-C,H;0] (pico base), m/z
122 [M-CO] y m/z 135 m/z [M-CH3].
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Flgura 23. Espectro de masas del L-verbenona.

A partir del ion molecular en la senal m/z 150, se forman dos iones a: m/z 135 y
122, productos de las pérdidas del radical metilo y de CO respectivamente. Del ion a m/z
135, se forma el ion pico base a m/z 107 por la pérdida del CO. La pérdida de la

molécula de CO es un rasgo caracteristico de las cetonas.
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Figura 24. Posibles rutas de fragmentacion del L-verbenona.

Los metabolitos secundarios voldtiles obtenidos, tomando en cuenta que la
muestra vegetal usada para ambas metodologias fue tomada de la misma reserva, varian
segin el método utilizado. Por lo que se puede deducir, que efectivamente, un cambio en
la técnica de extraccion conduce a la obtencion de diferentes metabolitos secundarios vy,
en caso de que se obtengan metabolitos iguales, diferencia en sus rendimientos. Estos
resultados alteran la actividad del aceite esencial a evaluar, en este caso, en la actividad

antifingica contra Aspergillus flavus.

42



ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
La actividad antifungica de los aceites esenciales de R. officinalis obtenidos por
hidrodestilacion y arrastre por vapor fue evaluada contra A. flavus. Los resultados se

registran en la Tabla 6 y se ilustran en la Figura 25.

Tabla 6. Actividad antifingica del aceite esencial (10 ul/disc) de R. officinalis contra A.
flavus.
Hidrodestilacion (M£DE)mm  Arrastre por vapor (M#DE)mm  Distribucion t
24,33+0,58 13,00£1,73 10,75
M= Media, DE= Desviacion Estandar. Los valores promedios de los rendimientos fueron analizados
mediante el método estadistico de t-Student (p<0,05).

Los resultados obtenidos en las pruebas bioldgicas son estadisticamente
significativos y mostraron que los aceites esenciales obtenidos por ambos métodos
presentan actividad contra A. flavus. El aceite esencial extraido por hidrodestilacion
presentd un halo inhibitorio contra el hongo de 24,33 mm de didmetro, con una
desviacion estandar de 0,58 mm. Mientras que, para el aceite esencial obtenido mediante
arrastre por vapor, se obtuvo un halo de 13,00 mm de didmetro, con una desviacion
estandar de 1,73 mm. Segln estos resultados, se puede inferir, que el aceite esencial de
R. officinalis podria utilizarse como un método alternativo para la descontaminacion de
alimentos afectados por micotoxinas, mediante la inhibicion del crecimiento fungico de
sus cepas productoras.

El aceite esencial de R. officinalis, extraido por hidrodestilacion, posee mayor
actividad contra A. flavus en comparacion con el aceite esencial obtenido mediante
arrastre por vapor. Los aceites esenciales extraidos por hidrodestilacion, presentan una
actividad antifingica contra A. flavus 53,43% superior a la actividad exhibida por los
aceites esenciales extraidos mediante arrastre por vapor. Esto puede ser debido a que el
aceite esencial obtenido por hidrodestilaciéon posee mayor contenido de monoterpenos
oxigenados, carbonados y no posee componentes trazas, siendo este el caso del obtenido

mediante arrastre por vapor.
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ARRASTRE POR VA

A: placa control con A. flavus. B: actividad antifungica de 10 ul/disc del aceite esencial de R. officinalis
aislado por hidrodestilacion. C: actividad antifungica de 10 ul/disc del aceite esencial de R. officinalis
aislado por arrastre por vapor.

Figura 25. Inhibicion del crecimiento fungico de A. flavus provocado por los aceites

esenciales de R. officinalis.

A pesar de que el aceite esencial obtenido por hidrodestilacion presenta una
menor cantidad de metabolitos secundarios volatiles (ocho metabolitos, representan el

100% del aceite esencial), en comparacion a los obtenidos mediante arrastre por vapor
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(trece metabolitos, representan el 88,59% del aceite esencial). Los primeros presentan
mayor actividad contra A. flavus.

El principio de los métodos en agar, para la determinacion de actividades
antimicrobianas, se basa en la formacion por difusion de un gradiente de concentracion
de la sustancia antimicrobiana alrededor del disco. La sensibilidad del microorganismo
hacia esta sustancia estard indicada por el tamafio del diametro del halo inhibitorio del
crecimiento microbiano. El diametro obtenido dependera no sélo de la sensibilidad del
microorganismo y la carga del disco, sino también del espesor, pH, temperatura y
composicion de la capa de agar, de la capacidad de difusion de la sustancia en ese
medio, de la temperatura de incubacion y de la velocidad de duplicacion, tamafio y fase
de crecimiento del microorganismo en estudio [69].

El medio de cultivo empleado para la siembra de A. flavus fue Agar Sabouraud
Dextrosa. Este agar posee un pH de 5,6+0,2 a 25°C, y se compone de: peptona
micologica (10,00 g/l), dextrosa (40,00 g/l) y agar (15,00 g/l). EI Agar Sabouraud es un
medio diferencial, recomendado para el cultivo y crecimiento de hongos, y para que
ocurra el crecimiento selectivo de hongos sobre bacterias en las muestras a analizar.
Este medio tan solo depende de la reaccion acida. El medio que se us6 le proporciona
todos los nutrientes necesarios al hongo de manera tal que si se ve inhibido su
crecimiento es solo por la accion de los aceites esenciales utilizados [70].

La actividad del aceite esencial de Origanum vulgare (Lamiaceae) ha sido
evaluada frente a cepas de A. flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, A. terreus y A.
ochraceus. El aceite esencial tuvo un efecto inhibitorio significativo sobre todos los
hongos ensayados. La CMI fue de 0,6 pl/ml para todos los hongos, mientras que la
concentracion minima fungicida (CMF) estaba en el rango de 1,25-2,5 pl/ml. El
crecimiento radial del micelio de A. flavus y A. parasiticus se inhibi6é por mas de 14 dias
a 0,6; 1,25 y 2,5 ul/ml de aceite en medio s6lido. La masa micelial de todos los hongos
se inhibié mas de 90% en 0,6 y 0,3 pl/ml en medio liquido, mientras que dio un 100% a
1,25 uL/mL. El aceite, en un intervalo de concentraciones de 0,6-2,5 pul/ml, fue eficaz en
la inhibiciéon de la viabilidad y la germinacion de las esporas en un corto tiempo de

exposicion. Los principales cambios morfologicos causados por el aceite esencial al
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hongo A. parasiticus, observado bajo microscopio de luz, fueron la ausencia de
formacion de conidios, fugas de citoplasma, pérdida de pigmentacion, e interrumpid de
su formacion estructural. Estos resultados demostraron que el aceite esencial de O.
vulgare produjo un efecto fungitoxico significativo existiendo la posibilidad de que
pueda ser usado como compuesto antimoho en la conservacion de alimentos [71].

La actividad antifingica del aceite esencial de R. officinalis fue evaluada en
trabajos anteriores contra cinco dermatomycetes y C. albicans. En general, el aceite
esencial exhibié actividad notablemente fungistatica y fungicida mostrando
particularmente una CMI (ug) frente a C. albicans (30,2+0,3), Trichophyton tonsurans
de (15,2+0,3), y T. rubrum (15,0+0,0) indicando asi su efecto antimicotico significativo
[55].

Estudios donde se evaluaba la actividad antimicrobiana exhibida por varios
aceites esenciales, se concluyo que posiblemente esta actividad se debia a la presencia
de terpenoides en la constitucion de los aceites; siguiendo en orden de actividad, los
terpenoides que contienen grupos alcoholes, luego los que poseen aldehidos y por ultimo
los que tienen grupos cetdnicos. Asi mismo, algunos autores plantean que los aceites con
un alto porcentaje de compuestos terpenoides del tipo fendlicos, poseen notables
propiedades antimicrobianas [72].

La actividad antimicrobiana de especies pertenecientes a la familia Lamiaceae es
de especial interés en esta linea investigativa. Un estudio por CG/EM realizado a los
aceites esenciales de seis especies pertenecientes a la familia Lamiaceae mostrd que
estaban constituidos principalmente por: 1,8-cineol (29,2%) para R. officinalis; citronelal
(20,5%) para Melissa officinalis; 1,8-cineol (27,4%) para Salvia officinalis; linalool
(25,1%) para Lavandula angustifolia; timol (52,4%) para Thymus vulgaris y alcohol de
pachuli (22,7%) para Pogostemon cablin. Este estudio también demostr6, que la
actividad biologica de todos estos aceites, para inhibir el crecimiento bacteriano, era alta
y se atribuia a la gran cantidad de monoterpenos oxigenados que poseian [73].

Los aceites esenciales estan constituidos por multiples compuestos. Su actividad
bioldgica (antibacteriana, microbiana o fungica) es regulada por las posibles

interacciones de sinergismo o antagonismo existentes entre sus componentes, como se
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habia mencionado anteriormente. Por lo general, los aceites esenciales poseen entre uno
a tres componentes mayoritarios. Es en estos componentes, donde recae Ila
responsabilidad de la posible actividad bioldgica que pueda tener el aceite esencial a
evaluar. Desde este punto de vista, son los compuestos mayoritarios representantes del
aceite esencial y su actividad bioldgica se verd reforzada (sinergismo) o disminuida
(antagonismo) por los compuestos restantes que conforman al aceite mismo. En este
trabajo, los componentes representativos, del aceite esencial de R. officinalis, tanto para
el obtenido por hidrodestilacion como para el obtenido mediante arrastre por vapor, son:
1,8-cineol, L-verbenona, D-alcanfor, L- borneol y a- pineno.

El 1,8-cineol se reportd como el constituyente mayoritario (0,56 mg/ml) del
aceite esencial de Callistemon Lancealatus (Mirtaceae). En esta investigacion, se evalud
la actividad antifungica del 1,8-cineol, aislado, a una concentraciéon de 0,918 mg/ml,
contra especies como: A. fumigatus, niger y oryzae; Fusarium nivale y F. oxysporum;
Penicillium citrinum, entre otras. Estas mismas especies fungicas fueron usadas para la
evaluacion de la actividad del aceite esencial de C. Lancealatus a una concentracion de
0,905 pg/ul produciendo un 100% de inhibicion del crecimiento de estos hongos. Este
estudio demostrd que la actividad antifingica del 1,8-cineol aumentaba cuando se veia
como componente dentro del aceite esencial de C. Lancealatus, que como compuesto
aislado [74].

Un posible mecanismo que explica la actividad antifingica que presentan
algunos aceites esenciales, propone que los componentes de baja masa molecular y
altamente lipofilos de los aceites esenciales, pasan facilmente a través de las membranas
celulares y causan la interrupcion de la organizacion celular de los hongos, produciendo
interferencia en reacciones enzimaticas de sintesis de su pared celular, afectando a la
morfogénesis y al crecimiento de los mismos. También ocasionan rompimiento de las
capas de polisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos, afectando la permeabilidad de la
membrana celular. Esto les confiere un caracter citotéxico elevado [34, 74, 75].

Se sabe, por estudios realizados, que el carvacrol y timol (componentes del aceite
esencial del orégano) son capaces de desintegrar la membrana externa de las bacterias

Gram-negativas, liberando los lipopolisacaridos e incrementando la permeabilidad de la
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membrana, con pérdida paulatina de ATP, magnesio, iones de cloro, entre otros. Se ha
encontrado también, que el eugenol (mayor componente del aceite de clavo) inhibe la
produccion de amilasa y proteasa de Bacillus cereus, posteriormente deteriora la pared
celular y aumenta la lisis de la bacteria. Por otra parte, el p-cimeno, un precursor
bioldgico del carvacrol, es hidrofobico y causa plasmolisis del citoplasma, pero no es
efectivo por si solo, ya que cuando es combinado con carvacrol, se ejerce de manera
efectiva su accion, el p-cimeno se inserta en la bicapa lipidica y permite el transporte del
carvacrol. [76].

El anélisis de perfiles lipidicos por cromatografia de gas, y de la envoltura celular
por microscopia electronica, en estudios donde varias bacterias son tratadas con aceites
esenciales, muestran un fuerte descenso de acidos grasos insaturados y un incremento de
acidos grasos saturados. Estas alteraciones ultraestructurales ocurren en varios
compartimientos de la membrana plasmatica, citoplasma y ntcleo [77].

En células eucariotas, los aceites esenciales pueden provocar la despolarizacion
de las membranas mitocondriales, produciendo una disminucion del potencial de
membrana, afectando a los canales de Ca y otros canales i6nicos, reduciendo asi, el
gradiente de pH y afectando el bombeo de protones y las reservas de adenosin trifosfato
(ATP). Estos cambios hacen que las membranas se vuelvan permeables, provocando la
fuga de radicales de citocromo C, iones de Ca®" y proteinas. Estos efectos sobre la
membrana mitocondrial externa e interna pueden dar lugar a la muerte celular por
apoptosis y necrosis [34].

El uso de la microscopia electronica de barrido y de transmision, ha revelado la
aparicion de alteraciones celulares y ultraestructurales en membranas, citoplasma y
nucleo de células tratadas con aceites esenciales. Asi mismo, andlisis por cromatografia
de gases/espectrometria de masas ha demostrado que los perfiles lipidicos de bacterias
tratadas con aceites esenciales, mostraron un aumento de acidos grasos saturados en
detrimento de la concentracion de 4cidos grasos insaturados [34].

La aflatoxina B; puede ocasionar dafios serios a las células de dos maneras
distintas. En primer lugar, La aflatoxina B; (AFB1; C7H;,0¢) se transforma en AFBI-

8,9-6xido, que es un producto inestable, que causa aducciones con el acido
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desoxirribonucleico (ADN), principalmente en la posicion N7 de la guanina y es
responsable de sus efectos mutagénicos y carcinogénicos. En segundo lugar, todas las
aflatoxinas, especialmente la aflatoxina B;, producen especies oxigénicas reactivas
(EOR), tales como; anion radical de superdxido, perdxido de hidrogeno e hidroperoxidos
de lipidos. Aunque éstos no parecen interactuar con el ADN, son los precursores del
radical hidroxilo. Los radicales hidroxilos interaccionan con el ADN produciendo
mutaciones [78-81].

Diversos compuestos y extractos que contienen actividad inhibidora de la
biosintesis de la aflatoxina han sido reportados. La mayoria de estos inhibidores son de
origen vegetal tales como fenilpropanoides, terpenoides y alcaloides. Dentro de estos
grupos inhibidores se encuentran los aceites esenciales. Estos poseen actividad
antimicrobiana frente a A. parasiticus y A. flavus [57, 81-85].

Los aceites esenciales pueden disminuir el efecto dafiino producido por las
aflatoxinas de dos maneras. En primer lugar, reducen la formacion de aductos de ADN
por las aflatoxinas. En segundo lugar, los aceites esenciales reaccionan con EOR que son
producidas por las aflatoxinas. Los aceites esenciales protegen asi a las células de este
efecto perjudicial, ya que los radicales libres derivados del oxigeno son uno de los
factores principales de la patogenia de muchos de los procesos patologicos como:
cancer, enfermedades inflamatorias, envejecimiento, entre otras [81].

Estudio muestran que los aceites esenciales de especias comunes, tales como
nuez moscada, jengibre, cardamomo, apio, xanthoxylum, pimienta negro, comino y
cilantro, suprimen la formacion de aductos de ADN por aflatoxinas B; in vitro en una
reaccion microsomal mediada por enzimas. Todos estos aceites probaron inhibir la
formacion de aductos de manera muy significativa pero dependiente de la dosis. Estos
resultados le confieren a estos aceites esenciales un potencial anticancerigeno. En otra
investigacion, se muestran los efectos de dos componentes del aceite de ajo, como lo
son; el disulfuro de dialilo (DSDA) y el sulfuro de dialilo (SDA) en la disminucién del
dafio en el ADN inducido por la aflatoxina B; en cultivos de hepatocitos primarios de

rata. Cerca de 0,5 y 2 mM de SDA o 0,5 y 1 mM de DSDA disminuyd
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significativamente el dano del ADN inducido por la aflatoxina B; en comparacién con el

control de la aflatoxina, segun el ensayo de sintesis de ADN no programada [81, 86].
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CONCLUSIONES

El aceite esencial de Rosmarinus officinalis, obtenido por hidrodestilacion,
presento un olor intenso y penetrante, un color ligeramente amarillo y un rendimiento de
0,2% m/m. Mientras que, para el aceite esencial obtenido mediante arrastre por vapor,
presentd un olor menos intenso, un color un tono mas oscuro y un rendimiento de 0,1%

m/m.

Los rendimientos calculados colocan a la hidrodestilacién como la mas apropiada
para obtener mayor cantidad de aceite esencial. Su rendimiento se encuentra un 50% por

encima del rendimiento obtenido mediante arrastre por vapor.

Los metabolitos secundarios volatiles que constituyen al aceite esencial de R.
officinalis obtenido por hidrodestilacion, pertenecen a los grupos: monoterpenos
oxigenados (86,39%) y monoterpenos carbonados (13,61%). Siendo sus componentes

mayoritarios: el 1,8-cineol (49,95%), la L-verbenona (15,59%) y el a-pineno (11,66%).

Los metabolitos secundarios volatiles que constituyen al aceite esencial de R.
officinalis obtenido mediante arrastre por vapor, pertenecen a los grupos; monoterpenos
oxigenados (76,52%), sesquiterpenos oxigenados (2,21%), sesquiterpenos carbonados
(3,05%) y esteres (6,81%). Siendo sus compuestos mayoritarios: la L-verbenona

(32,61%), el D-alcanfor (20,87%) y el L-borneol (9,36%).

Se obtuvieron dos quimiotipos diferentes de aceites esenciales de R. officinalis, a
saber: cineoliferum, para el aceite esencial por hidrodestilacion (49,95% de 1,8-cineol) y

verbenoniferum, para el obtenido mediante arrastre por vapor (32,61% de L-verbenona).
Los aceites esenciales de R. officinalis mostraron actividad contra el Aspergillus

flavus. Los aceites esenciales presentaron un halo de inhibicion de 24,33 y 13,00 mm de

diametro para las técnicas de hidrodestilacion y arrastre por vapor, respectivamente
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El aceite esencial de R. officinalis extraido por hidrodestilacion, posee una
actividad contra A. flavus 53,43% superior en comparacion con la actividad exhibida por

el aceite esencial obtenido mediante arrastre por vapor.
La actividad antifingica, notablemente superior, del aceite esencial de R.
officinalis obtenido por hidrodestilacion, pudo deberse a que este posee mayor contenido

de monoterpenos oxigenados, carbonados y a que no posee componentes trazas.

El aceite esencial de R. officinalis podria representar un método alternativo para

la descontaminacion de alimentos afectados por micotoxinas.
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RECOMENDACIONES

El material vegetal a utilizar, para este tipo de investigaciones, debe estar en

optimas condiciones; fresco, integro y recolectado en un tiempo adecuado.

Para obtener una mayor diversidad de metabolitos secundarios volatiles
existentes en una muestra vegetal, se debe considerar la aplicacion de varios métodos
extractivos. La obtencion de este tipo de informacion enriquece la data que se tenga

sobre los productos naturales y se convierte en material para futuras investigaciones.

Para discernir entre la efectividad del aceite esencial y de sus compuestos
constituyentes, referentes a su actividad antimicrobiana, se deben hacer pruebas
bioldgicas tanto al aceite esencial como a sus componentes constituyentes de manera

individual y de preferencia a los componentes mayoritarios.

Se debe tener en cuenta, que la presencia de las micotoxinas en los alimentos
puede ser individual o simultanea, esto quiere decir que puede existir, en un mismo
sustrato, mas de una micotoxina. Esto puede provocar diversos efectos toxicos en el

organismo.

La eficacia de los aceites esenciales contra aflatoxinas, producidas por hongos
pertenecientes a cepas toxicogénicas, deben ser determinadas mediante la aplicacion de
metodologias pertinentes, como bien pudiera ser, el método de enzimainmunoensayo

competitivo (ELISA).
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