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RESUMEN

Las mezclas especiadas sélidas en los Gltimos afios han
sido ampliamente utilizadas en la industria alimentaria. En
Cuba muchos productos son elaborados con mezclas de
especias importadas, por lo que duplicar estas mezclas dis-
minuiria los costos de produccion. En la actualidad existen
numerosos métodos de obtencidn de aceites esenciales,
aunque no se ha definido un procedimiento analitico Gnico
para la caracterizacion de estas mezclas. Encontrar un mé-
todo adecuado que permita aislar y concentrar
cuantitativamente aceites esenciales en mezclas especiadas
solidas, facilitara la duplicacion de estas mezclas.
Palabras claves: aceite esencial, métodos de aislamiento,
especias.

ABSTRACT

Isolation methods for essential oils in spice-base formulation
The spice-base formulations have been broadly used in the
food industry in the last years. In Cuba many products are
elaborated with imported formulations and for that, there is a
reason to duplicate these mixtures to diminish the production
costs. At present time, there are many isolation methods for
the essential oils, although there has not been defined a unique
analytical procedure for the characterization of these spice-
base formulations. To find an appropriate method that allows
for isolating and quantitatively concentrating the essential
oils in these solid mixtures, will facilitate the duplication of
these formulations.

Key words: essential oil, isolation methods, spice-base
formulation.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales son mezclas complejas de com-
puestos organicos que corresponden a diferentes clases
quimicas como: hidrocarburos terpénicos y sus deriva-
dos oxigenados, fenoles, aldehidos alifaticos y aromati-
cos, entre otros (1), los cuales son en su mayoria
sensorialmente activos en las especias, por ejemplo: el
cuminaldehido aporta fundamentalmente el aroma del
comino, el cinamaldehido lo hace al aroma de la canela,
asi como el timol y el carvacrol a todos los tipos de
oréganos (2). Los aceites esenciales en su mayoria son
obtenidos a partir de las especias, las cuales han sido
empleadas a lo largo de la historia por infinidades de
culturas para condimentar los alimentos, debido a que
estan constituidas por sustancias aromaticas o sapidas
que le comunican caracteres agradables al olfato y al
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paladar (3, 4). Es por esta razon que principalmente se
emplean para condimentar muchos alimentos y bebi-
das, aumentando a la vez las secreciones del tubo di-
gestivo y estimulando el apetito. En la actualidad se
conoce una gran variedad de especias, pero sélo en
algunas de ellas, como la pimienta negra, clavo, nuez
moscada, cilantro, laurel, canela y jengibre esta con-
centrado el uso en el arte culinario (5).

El' hombre ha ido desarrollando las mezclas especiadas
solidas, que son preparadas a partir de mezclas de es-
pecias o de sus principios aromaticos combinadas con
diferentes soportes solidos como el azlcar, la sal, el
almiddn, y otros. La preparacion de mezclas especiadas
competitivas, disminuye el costo de las producciones,
lo que trae como consecuencia que muchos producto-
res se sientan atraidos por las duplicaciones. Actual-
mente existen varias razones por las cuales se dupli-
can las bases especiadas: para preparar otra que sea
competitiva y de un costo méas barato que la que se
oferta a un cliente determinado; conocer lo que la com-
pafia elaboradora de mezclas aromatizantes puede ofre-
cer, etc. (2). El éxito de las mezclas duplicadas esté en
el conocimiento previo de cada uno de los componen-
tes que forman parte de la mezcla original, asi como
las proporciones en que se encuentran cada uno de
ellos, es por esto que se hace necesario contar con una
técnica adecuada que permita concentrar y separar los
componentes volatiles de los aditivos no volétiles (6).

Métodos de aislamiento de aceites esenciales

La seleccion del método de aislamiento de los aceites
esenciales es una etapa importante en el andlisis de un
producto alimenticio, pues este puede influir en lacom-
posicion final del producto, trayendo como consecuen-
cia afectaciones en los resultados cualitativos y cuanti-
tativos, es por esto que antes de ser seleccionado se
deben tener en cuenta los criterios siguientes (7):
volatilidad, polaridad de los componentes, susceptibili-
dad a reordenamientos quimicos, cantidad de producto,
distribucion de los aceites en el producto, estado fisico y
composicion de la matriz del producto y propdsito del
analisis (cualitativo o cuantitativo).

El indice de compuestos volatiles es una medida de la
razon de la evaporacion de un compuesto o una mez-
cla. Para lograr una extraccion con pérdida minima de

voldatiles es necesario antes de seleccionar el disolven-
te conocer los puntos de ebullicion de los componentes
de la muestra. La polaridad de los componentes influ-
ye grandemente en la seleccion del disolvente, por ejem-
plo, si los compuestos volatiles son hidrosolubles de alta
polaridad, entonces para fines cuantitativos seré nece-
sario extraer el destilado acuoso si la destilacion fue el
método seleccionado (8).

La estabilidad de la mayoria de los compuestos volati-
les presentes en los aceites esenciales, no es un gran
problema, sin embargo, se debe tener conocimiento de
cualquier reordenamiento importante que pudiera ocu-
rrir, debido a que existen compuestos que por prolon-
gado calentamiento en medio acuoso pueden
hidrolizarse.

La cantidad de producto a analizar depende de los resul-
tados que se quieran obtener, cualitativos o cuantitati-
vos. El estado fisico del producto (s6lido, graso, acuoso,
etc.) probablemente es uno de los principales criterios a
la hora de seleccionar el método de aislamiento. Cuando
la matriz es sélida, antes de ser analizada debe ser
homogenizada con agua, debido a que este tipo de ma-
trices mayormente no presentan distribuido de forma
homogeénea los componentes volétiles en el producto. El
conocimiento de la composicion general de las matrices
solidas es otro de los elementos importantes a tener en
cuenta antes de su analisis, porque la existencia de
macromoléculas puede provocar bajos recobrados de
los compuestos volatiles, un ejemplo de esto es el caso
de muestras que contiene almidon, pues este polisacérido
tiene una estructura que tiende a ocluir los componentes
volatiles. Si la destilacion es el método seleccionado, la
composicion del producto alimenticio puede causar la
formacion de emulsion o espuma (7).

Los aceites esenciales son en su mayoria volatiles, lo
cual implica que la destilacion sea el método mas em-
pleado para separar y concentrar aceites esenciales
de una matriz de un producto alimenticio. Es un méto-
do que ofrece la ventaja de obtener un destilado sin
sustancias no volatiles que pudieran interferir en la se-
paracion e identificacion de los componentes.

El aislamiento de los aceites esenciales generalmente
estd basado en la volatilidad y solubilidad de los com-
puestos del aroma. Existen variedades de métodos que
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pueden ser empleados para la extraccion de aceites
esenciales en muestras sélidas como: destilacion
(hidrodestilacion o destilacidn por arrastre con va-
por), extraccion con disolvente, destilacion-extrac-
cion simultaneas y concentracion en la fase vapor
(andlisis del espacio de cabeza) (4,5,7,9).

La destilacion es una técnica que tiene como principio
basico que si se destilan dos liquidos heterogéneos,
como el agua y un aceite esencial, los vapores emiti-
dos por cada uno de ellos no ejercen influencia uno
sobre otro y por tanto, sus presiones de vapor se adi-
cionan totalmente. El agua tiene la capacidad que al
hervir puede arrastrar todo liquido no miscible con ella
y esto es debido a que cuando la presion de vapor es
igual a la presion atmosférica, el sistema entra en ebu-
lliciény la presion parcial de cada vapor sera inferior a
la presion externa, trayendo como consecuencia que
cada liquido bulla a una temperatura inferior a su pun-
to de ebullicion. La destilacion tiene la desventaja de
que en ella se pueden perder muchos compuestos vo-
latiles, es un método que puede provocar la oxidacion
o la hidrdlisis de algunos compuestos (10).

La hidrodestilacion es un procedimiento que se em-
plea para la separacion de compuestos volatiles de
mezclas ricas en aceites esenciales o en especias. Es
una destilacion por arrastre con vapor de agua a pre-
sién atmosférica, donde el material del cual los com-
ponentes volatiles del aceite son aislados es completa-
mente cubierto con agua Yy se hierve por un tiempo
determinado. Los componentes volatiles colectados en
un separador para aceites menos densos (trampa de
Clevenger) o para aceites mas densos que el agua
(trampa Dean-Stark) constituyen un concentrado de
los compuestos del aceite esencial aislado de la ma-
triz. Esta técnica puede tener la desventaja de que la
presencia de agua caliente puede favorecer la hidrdlisis
y reordenamientos térmicos durante la destilacion. Una
modificacion de la misma consiste en ajustar el valor
de pH a 7 para minimizar la hidrdlisis (7).

La destilacion por arrastre con vapor esta basada
en el mismo principio del método anterior, pero en
este caso el vapor de agua es producido por un ge-
nerador que se encuentra separado del recipiente
que contiene la matriz sobre una rejilla, este se pone
en contacto directamente con la matriz al ser intro-
ducido hacia el fondo del recipiente. Esta destila-

cion puede realizarse a presion atmosférica o en la
variante a presion reducida. Esta Gltima variante tiene
la ventaja de que minimiza la formacién de artefactos
debido a que se trabaja a bajas temperaturas. La prin-
cipal desventaja que tiene esta técnica es que reduce
el rendimiento de los componentes menos volatiles,
alarga el tiempo de destilacion y requiere de trampas
frias para recoger los compuestos mas volatiles y de
un riguroso control de la presion. En cualquier caso, el
destilado debe ser extraido con grandes volimenes
de algun disolvente orgénico para recuperar los com-
puestos volatiles (7).

La destilacion molecular es un procedimiento en el cual
los compuestos mas volatiles son vaporizados de la su-
perficie de un liquido y condensados a una corta distan-
cia sobre una superficie fria a un alto vacio. Esto es un
procedimiento adecuado para aislar compuestos volati-
les de matrices grasas (7).

La destilacion-extraccion simultanea es una técnica que
se ha hecho popular para el aislamiento y concentra-
cion de los compuestos volatiles (11). Este procedi-
miento es una combinacion de la hidrodestilacion a pre-
sion atmosférica y la extraccion con disolvente al mis-
mo tiempo, el cual es de facil manipulacion y adecuado
para el andlisis de rutina. En esta técnica el disolvente
es reflujado a través de la muestra acuosa hasta que la
mayor cantidad de volatiles se haya removido, luego
mediante una extraccion liquido-liquido se separan los
voléatiles del destilado. La Fig.1 muestra el dispositivo
empleado en SPME para la extraccion de compuestos
volatiles

Con este método se obtiene un liquido enteramente con-
centrado que facilita el analisis por espectrometria de
masa o repetidas inyecciones para posteriores analisis.
Su principal desventaja es que no resulta adecuado para
el aislamiento de materiales termolabiles por la alta tem-
peratura. Aunque exista la posibilidad de realizar esta
técnica a presion reducida, en la préactica es casi impo-
sible, porque requiere emplear algun disolvente de ma-
yor punto de ebullicion, el cual posteriormente debe ser
eliminado a presion atmosférica antes del analisis
cromatografico del extracto (5). La extraccion sélido-
liquido mediante el extracto Soxhlet es una técnica fa-
cil y reproducible para productos solidos. Esta consiste
en hacer pasar continuamente el disolvente con una
temperatura cercana al punto de ebullicion a traves de
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Fig. 1. Dispositivo empleado en SPME para
la extraccion de compuestos voléatiles.

la muestra, arrastrando a la descarga los compuestos a
aislar, esto ocurre cuando el volumen de disolvente
condensado sobrepasa el dedal que contiene la mues-
tra dentro del extractor Soxhlet regresando nuevamente
al balén donde seré redestilado y condensado. La exac-
titud de los resultados cuantitativos esta en dependen-
cia del tipo de disolvente utilizado y con la frecuencia a
la cual ocurra la descarga. La principal desventaja de
este procedimiento es que los volumenes de disolvente
a manipular son considerablemente elevados (12).

La microextraccion en fase sélida (SPME) es un mé-
todo simple de extraccion y concentracion desarrolla-
da por los '90 (13). El andlisis por SPME se realiza
mediante el empleo de un dispositivo en forma de jerin-
ga que consta de un émbolo y una aguja que tiene ad-
junto un tubo que se encuentra unido a una fibra cu-
bierta por una fase estacionaria en la mayoria de los
casos polimérica. La aguja hace la funcién de una cu-
bierta protectora. El dispositivo es empleado introdu-
ciendo la aguja con la fibra aspirada, a través de una
membrana que mantiene hermetizada la muestra den-
tro del vial, se baja el émbolo y se expone la fibra a la
muestra o al espacio de cabeza. Cuando los analitos
organicos son adsorbidos, se aspira la fibra y se retira
la aguja del vial. Finalmente el analito se desorbe de la
fibra térmicamente o mediante el empleo de un disol-
vente organico en dependencia de la técnica analitica
a utilizar (14-17).

La SPME presenta una serie de ventajas frente a las
técnicas de preconcentracion mencionadas anterior-
mente, debido a que trae consigo un ahorro de tiempo
de preparacion y costos por no empleo de disolventes
(18), puede ser automatizada y requiere pequefios vo-
limenes de muestra. Puede ser utilizada con todos los
tipos de muestras, ya sean gaseosas como por ejemplo
aire o aliento, liquidas como aguas o bebidas, o sélidas
como sedimentos o alimentos, etc. (4). Ademas, puede
ser aplicada en la determinacién de compuestos de di-
ferente volatilidad. Como inconveniente puede men-
cionarse que debido a la limitada capacidad de las fi-
bras (la cantidad de recubrimiento es muy pequefia) en
ocasiones no se obtienen unos limites de deteccion ba-
jos, sobre todo si la SPME se utiliza combinada con la
cromatografia de liquidos. En el analisis de aceites esen-
ciales esta técnica se ha introducido paulatinamente
con éxito (19-21).

Existen diferentes variables que pueden afectar la efi-
ciencia del proceso de SPME, pues la etapa de extrac-
cion puede verse afectada por parametros como: tipo de
fibra, volumen de muestra, tiempo y temperatura de ex-
traccion, agitacion de la muestra, presencia de sales, pH
del medio, modo de extraccidn, entre otros (22, 23). La
etapa de desorcion depende del tipo utilizada, térmica o
mediante el empleo de un disolvente organico.

Etapa de extraccion

El tipo de fibra a emplear en la extraccion depende de
la polaridad de la fase estacionaria por la cual esté
recubierta, laregla similar disuelve a similar es aplica-
ble a la SPME, pues los compuestos polares son
adsorbidos por fibras polares y los no polares por fi-
bras no polares. Para la extraccion de compuestos vo-
latiles se requiere de una fibra cubierta por una capa
de polimero gruesa y para los semivolatiles de una capa
mas fina. Las capas gruesas requieren mas tiempo para
alcanzar el equilibrio de extraccion, pero al mismo tiem-
po como pueden extraer mayor cantidad de analito son
mas sensibles.

La Tabla 1 muestra que en la actualidad existen mu-
chos tipos de recubrimientos con diferentes grados de
polaridad. La fibra apolar de PDMS, es preferida para
la extraccion de compuestos polares, sin embargo, pue-
de también ser empleada para compuestos mas pola-
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Tabla 1. Caracteristicas de algunas fibras disponibles en el mercado

Fase estacionaria

Polaridad

Grosor Temperatura

(um)  maxima (°C)

100 280

Polidimetilsiloxano (PDMS) No polar 30 280

7 340

65 270

Polidimetilsiloxano/ Semi-olar 60 270
divinilbenbenceno (PDMS/DVB) P

65 270

Poliacrilato (PA) Polar 85 320

Carboxen/polidimetilsiloxano . 75 320

(CAR/PDMS) Semi-polar 85 320

Carbowax/divinilbenceno Polar 65 270

(CW/DVB) 70 320

res, particularmente después de optimizar las condicio-
nes de trabajo (23-25).Cada analito-fibra necesita un
tiempo determinado para alcanzar el estado de equili-
brio, es por esto que cuando se realiza un anélisis me-
diante SPME, el tiempo de extraccion necesario para
que los analitos de interés sean completamente extrai-
dos debe ser previamente establecido. Los analitos que
necesitan un tiempo elevado para alcanzar el equili-
brio, en estos casos para no alargar el tiempo de anali-
sis, se trabaja con tiempos de extraccion menores, cuan-
do esto sucede cualquier alteracion en la medida del
tiempo podria provocar variaciones en la cantidad de
analito extraido.

Un pardmetro que influye de dos formas opuestas en
el proceso de SPME es la temperatura de extraccion,
debido a que un aumento de esta temperatura aumen-
ta la difusion de los analitos en la muestra, la velocidad
de extraccién y como consecuencia la cantidad de
analito extraido. Cuando la extraccion es realizada en
el espacio de cabeza, un aumento de la temperatura
provoca aumento de la concentracién de los analitos,
lo cual hace més rapida la extraccion. Por otra parte,
la eficiencia de la extraccion puede verse afectada
porque un aumento de temperatura puede disminuir los
coeficientes de distribucion de los analitos entre la
muestra y la fibra.

La agitacion de la muestra es un pardmetro que acele-
ra la difusion de los analitos desde la matriz de la mues-
tra hacia la fibra o de la muestra al espacio de cabeza

y de alli hacia la fibra, como consecuencia el equilibrio
de distribucion entre la muestra y la fibra se alcanza
rapidamente.

El coeficiente de distribucion de los analitos que se
encuentran en forma no ionizada en la muestra, puede
ser aumentado por la presencia de sal trayendo consi-
go un aumento de la cantidad de analito extraido. Por
otra parte si los analitos estan en forma ionizada la efi-
cacia de la extraccion puede verse afectada. EI pH de
la muestra es otro de los factores que debe tenerse en
cuenta a la hora de optimizar el proceso de SPME,
pues los analitos a extraer deben encontrarse en su
forma neutra.

Existen dos formas de realizar la extraccion de los
analitos, en el espacio de cabeza (HS-SPME) o di-
rectamente en la muestra (DI-SPME). La HS-SPME
ocurre cuando los analitos son transportados desde la
matriz de la muestra al espacio de cabezay de alli a
la fibra, después de un tiempo la fibra es recogida
dentro del protector para su posterior inyeccion. Esta
manera de extraer los analitos permite proteger la fi-
bra de compuestos de elevado peso molecular u otras
interferencias no volatiles que pudieran estar presen-
tes en la matriz. Ademas permite modificar la matriz
de la muestra, como por ejemplo al variar el pH sin
dafo de la fibra (26).
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Etapa de desorcion la técnica analitica que serd empleada, el volumen de
disolvente debe ser el menor posible sin que se produz-

La cuantificacion en SPME depende en gran medida ca el efecto memoria de manera que el factor de

de la desorcion de los analitos concentrados en la fi-  preconcentracion sea mayor.

bra, es una etapa que se realiza de acuerdo a la técnica

analitica que sera empleada para este fin. Cuando el CONCLUSIONES

analisis se hace mediante el empleo de un cromatografo o N

de gases, la desorcion es realizada térmicamente y los LS técnicas de extraccion con Soxhlet y HS-SPME

parametros que deben ser optimizados son latempera- ~ Parecen ser las més adecuadas para el aislamiento de
tura y tiempo de desorcion, siempre es importante ~ aCeltes esenciales en mezclas de especias debido a la
desorber los analitos a la maxima temperaturaa lacual ~ €xactitud cualitativa y cuantitativa que puede lograrse
puede ser utilizada la fibra y para evitar efecto memo- ~ Mediante su empleo. No obstante, la HS-SPME pare-
ria el tiempo debe ser el adecuado para lograr la €& Mas apropiada debido a que no emplea disolventes,

desorcién completa de los analitos. Cuando se emplea €8 de facil manipulacion y los tiempos de extraccion
un cromatografo de liquidos la desorcion es realizada son relativamente cortos, lo que la hace ventajosa frente

mediante el empleo de un disolvente organico, en este & las otras técnicas tradicionales de aislamiento y con-
caso deben ser optimizado el tipo y volumen de disol- ~ Centracion de aceites esenciales.
vente, el disolvente debe ser compatible con la fibra'y
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