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RESUMEN

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de
cuatro especies ecuatorianas Ocotea quixos (Lam.)
Kosterm; Bursera graveolens, (Kunth) Triana y Planch,
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. y Curcuma longa (L.)
fue evaluada mediante el método de difusion en discos. Se
determin6 también la concentracion minima inhibitoria de
los aceites esenciales frente a E. coli, S aureus, B. subtilis,
S enteritidis, A. niger y P. citrinum. Los aceites esencia-
les de O. quixos y B. graveolens fueron los aceites que
mostraron fuerte actividad antimicrobiana, en cambio el
aceite esencial de C. citratus presento efecto antibacteriano
pero mostrd un débil efecto antifungico. El aceite esencial
de C. longa solo mostré débil accion antimicrobiana.
Palabras clave: Aceites esenciales, actividad
antimicrobiana, Ocotea quixos, Bursera graveolens,
Cymbopogon citratus, Curcuma longa.
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ABSTRACT

Antimicrobial activity of esential oilsfrom Ocotea
quixos (Lam.) Kosterm, Bursera graveolens

(Kunth) Triana & Planch, Cymbopogon citratus
(DC) Stapf. and Curcuma longa L. against food

contaminant microor ganisms

The antimicrobial activity of the essential oils of four
Ecuadorian species Ocotea quixos (Lam.) Kosterm;
Bursera graveolens (Kunth) Triana and Planch,
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. and Curcuma longa (L.)
was evaluated by the disc diffusion method. The minimum
inhibitory concentration of essential oils against E. coli, S
aureus, B. subtilis, S. enteritidis, A. niger and P. citrinum
was also determined. The essential oils of O. quixosand B.
graveolens showed strong antimicrobial activities, whereas
the essential oil of C. citratus presented antibacterial effect
but showed a weak antifungal effect. The essential oil of C.
longa only showed weak antimicrobial action.
Keywords: Essential oils, antimicrobial activity, Ocotea
quixos, Bursera graveolens, Cymbopogon citratus,
Curcuma longa.

INTRODUCCION

La practica de consumir alimentos frescos o lo mas
semejante a su forma original ha ido incrementandose
en los ultimos afos, debido a que la incorporacion de
algunos aditivos quimicos tiene restricciones sanitarias
por su toxicidad (1). Esto ha generado la necesidad de
buscar alternativas de conservacidén que permitan
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armonizar la accion antimicrobiana con la compatibili-
dad en el alimento. Desde este punto de vista, los ex-
tractos de plantas se han convertido en una opcién po-
tencial para la industria alimentaria, ya que un gran nii-
mero de ellas producen compuestos bioactivos que po-
drian emplearse tanto para preservar los alimentos como
la salud (2-4). La actividad antimicrobiana de los acei-
tes esenciales (AE) se ha estudiado en diferentes cam-
pos como el farmacéutico, el agronémico y en la con-
servacion de alimentos se emplean en la formulacion de
coberturas y peliculas biodegradables como alternativa
frente a agentes antimicrobianos sintéticos (5).

La mayor parte de estos estudios han sido desarrollados
en Asia, EE.UU. y Europa, aunque actualmente en
América del Sur se ha incrementado el interés en las
investigaciones sobre el tema debido a la riqueza
etnobotanica de la Amazonia y al conocimiento ances-
tral de las propiedades de muchas de las especies que la
habitan (6). El presente trabajo tuvo como objetivo eva-
luar la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de
Ocotea quixos (Lam.) Kosterm (isphpingo); Bursera
graveolens (Kunth) Triana y Planch (palo santo),
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (hierba luisa) y
Curcuma longa L. (curcuma), frente a algunos
microorganismos contaminantes de alimentos.

MATERIALESY METODOS

Los aceites esenciales de rizomas de C. longa, asi como
hojas de O. quixosy C. citratus, obtenidos por destila-
cion por arrastre con vapor, se adquirieron a la empresa
Fundacion Chankuap (Macas, provincia Morona San-
tiago, Ecuador), durante mayo 2017; mientras que el
aceite esencial de B. graveolens fue adquirido a la em-
presa Young-Living (Guayaquil, Ecuador).

Se evaluaron cinco especies de microorganismos
de referencia internacional que pueden encontrarse
en alimentos. Dentro de la seleccion se incluye-
ron bacterias Gram-positivas (G+) y Gram-nega-
tivas (G-) y dos especies fungicas, todos proce-
dentes de la coleccion del Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia de La Habana: E. coli
ATCC 25922 (G-), Staphylococcus aureus ATCC
25923 (G+), Salmonella Enteritidis ATCC
13036(G-), Bacillus subtilis ATCC 6633 (G+),
Aspergillus niger ATCC 16404, Pennicilium
citrinum ATCC 9849.

Los indculos de bacterias se prepararon a partir de cul-
tivos frescos (18 a 20 h) que fueron suspendidos en
solucion estéril de cloruro de sodio (0,85 %), se
homogeneizo y se ajusto la concentracion a 10°ufc/mL
mediante escala de McFarland. Las esporas de las es-
pecies fungicas se arrastraron con 1 mL de agua estéril
y se ajustd la concentracion a 10°ufc/mL, mediante
camara de Newbauer.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
frente a los microorganismos seleccionados se determi-
n6 mediante dos métodos:

Prueba de difusion en agar, con discos de papel de acuer-
do con la metodologia propuesta por Kirby Bauer y
recomendada por el Subcomité de Ensayos de Suscep-
tibilidad de NCCLS, de EE.UU. (7-9). Se procedio di-
seminando los indculos microbianos (500 pL) con es-
patula de Drigalsky sobre la superficie de placas con
Agar Mueller Hinton y se dejaron secar entre 3 y
5 min. Con pinza estéril de punta fina se colocaron los
discos de papel de filtro Whatman No. 4 (¢ = 6 mm)
con 5y 10 uL de los AE. Se emplearon como controles
positivos 10 uLL de Ampicilina 1 % ™/ (antibidtico)y 10
UL de Fluconazol al 5 % ™/ (antifingico). Las placas
Petri se dejaron en reposo durante media hora para
permitir la difusion radial del antimicrobiano. Se incu-
baron a las temperaturas de crecimiento de cada micro-
organismo (bacterias 30 +2 °Cy hongos 25+ 1°C). La
lectura de los resultados (halos de inhibicion en mm) se
llevo a cabo a las 24 h (bacterias) y al quinto dia (hon-
gos), aunque se realizaron observaciones diarias de es-
tos ultimos. La ausencia de crecimiento alrededor del
disco (¢ > 10 mm) se considerd como indicador de que
el aceite esencial muestra actividad antimicrobiana (9).

El otro método fue la determinacion de las concentra-
ciones minimas inhibitorias (CMI), se llev6 a cabo me-
diante el método de dilucion en tubos. Se efectud con
aquellos aceites que presentaron actividad
antimicrobiana, las concentraciones se calcularon se-
gun los resultados obtenidos del método de difusion.
Las concentraciones estudiadas fueron: 5; 0,5; 0,05 y
0,005 pL/mL, respectivamente a partir de diluciones
de cada AE en dimetil sulfoxido. En tubos de ensayo se
pusieron en contacto 1 mL de las diluciones de los AE
con 1 mL del in6culo microbiano (10° ufc/mL suspen-
didos en caldo Mueller Hinton). Los tubos se incuba-
ron a 32 + 2 °C (bacterias) y a 25 + 1 °C (hongos)
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durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se sembro
1 mL del contenido de los tubos, empleando medios
apropiados para el crecimiento de cada microorganis-
mo y se incubaron a las temperaturas referidas ante-
riormente. La CMI se determind como la menor con-
centracion del aceite esencial capaz de inhibir el creci-
miento microbiano (8). Los ensayos se replicaron tres
veces.

RESULTADOSY DISCUSION

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los acei-
tes esenciales de O. quixos, B. graveolens, C. citratus
y C. longa segtin el método de difusion en agar mostrod
que todos los AE presentan actividad antimicrobiana,
aunque con diferente intensidad. La concentracion de
10 uL/disco de los AE, mostré una fuerte inhibicion de
todos los microrganismos, lo que impidi6 hacer una me-
dicion confiable de los halos; por esta razon, los resulta-
dos que se informan en la Tabla 1 son los correspondien-
tes a la concentracion de 5 uL/disco y segun estos resul-
tados, de todos los AE, . aureusy B. subtilisfueron los
que mostraron mayores zonas de inhibicion, semejantes
a las aparecidas con ampicilina al 1 %, esto concuerda
con lo referido por otros autores que las bacterias G+
son mas sensibles que las G-y se debe fundamentalmen-
te a la composicion de su membrana celular (10).

Las diferencias en la accion antimicrobiana de los acei-
tes esenciales, se deben a que son mezclas complejas
donde existen diversos grupos quimicos, por lo que la

efectividad no se atribuye a un mecanismo especifico.
Los eventos inhibitorios pueden llevarse a cabo en for-
ma independiente, simultanea o consecutiva, proponién-
dose como principal sitio de accion la membrana celu-
lar.

Por otra parte, el caracter hidrofobo de los AE les per-
mite incorporarse a los lipidos que constituyen las mem-
branas, alterando su estructura con el consecuente au-
mento en la permeabilidad (6, 11).

La Tabla 1 muestra que el aceite de C. longa es el que
menor actividad antimicrobiana manifesto, pues no
inhibio a E. coli, B. subtilisy A. niger, solamente fue-
ron sensibles . aureus, S enteritidis y P. citrinum
que mostraron pequeias zonas de inhibicion, este re-
sultado coincide con otros autores, que refieren que el
aceite de C. longa tuvo una actividad antimicrobiana
menor que la observada con el extracto hidroalcohdlico
y solo la concentracion de 1 g/L del aceite mostré un
porcentaje de reduccion del crecimiento superior al 50 %
para Bacillus sp, otras bacterias como E. coli,
Salmonella sp. y hongos obtuvieron porcentajes infe-
riores (12).

La Tabla 2 presenta las CMI de los AE obtenidas, que
se encontraron en el intervalo de 5y 0,005 uL/mL. De
acuerdo con lo obtenido en ambas pruebas se puede
plantear el siguiente orden de efectividad para los AE:
O. quixos > B. graveolens> C. citratus> C. longa .

Tabla 1. Diametro de las zonas de inhibicion (mm) de cada microor ganismo con |os aceites esenciales

Muestra Microorganismo
(5 nL/disco) E.coli S.aureus S enteritidis B.subtilis A. niger P. citrinum
Ocotea quixos 16 20 16 20 15 19
Bursera graveolens 12 18 19 23 19 17
Cymbopogon citratus 16 21 15 19 16 16
Curcuma longa - 12 10 - - 10
Ampicillina (1%) 17 20 19 21 - -
Fluconazol (5%) - - - - 20 22

(-) No hubo inhibicién
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Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria delos aceites esenciales par a cada microor ganismo

Aceite esencial Microorganismo

(uL/mL) E.coli S.aureus S enteritidis B.subtilis A.niger P.citrinum
O. quixos 5,0 0,5 0,05 0,05 0,5 0,5
B. graveolens 0,05 0,005 0,05 0,05 5,0 5,0
C. citratus 0,5 0,005 0,05 5,0 5,0 5,0
C.longa - 0,05 - 0,5 - 5,0

(-) No hubo inhibicion

El AE de O. quixos, fue el que presenté mayor accion
antimicrobiana y E. coli fue el microorganismo que
mostré mayor resistencia presentando una CMI de 5
UL/mL, los demas, incluyendo las especies fungicas
exhibieron valores muy inferiores. Otros autores han
referido niveles analogos para este aceite esencial, sien-
do 6,1 uL/mL la CMI de E. coli y 0,4 pL/mL la encon-
trada para S. aureus (6).

El AE de O. quixos presenta un elevado contenido de
cinamaldehido, el cual ha mostrado en otros estudios
una fuerte accion antimicrobiana. Se conoce que actiia
inhibiendo la sintesis enzimatica de proteasas y amilasas
en los microorganismos provocando debilitamiento y
lisis de la pared celular. Otros estudios indican que tie-
ne una marcada efectividad sobre bacterias G+ como
S. aureus y Enterococcus fecalis y sobre G- como
Pseudomonas sp. y Salmonella sp. y también contra
algunas especies fungicas patogenas (13).

B. graveolens por su parte fue el otro AE que mostrd
una fuerte actividad, sobre todo para las bacterias,
obteniéndose valores de CMI en el rango de 0,005 y
0,5 uL/mL. En contraste, el efecto antifiingico encon-
trado fue menor; los hongos A. niger y P. citrinum
mostraron mayor resistencia a este AE, con igual valor
de CMI (5 pL/mL). Este efecto se atribuye a la alta
concentracion de compuestos monoterpénicos oxigena-
dos presentes (6, 13, 14).

De todos los microorganismos estudiados el mas sen-
sible para este AE fue . aureus, que exhibio la
CMI mas baja (0,005 pL/mL). En otros estudios

con este AE se informaron valores similares para
E. coli (0,07 uL/mL) y para . aureus, (0,009 uL/mL)
(14). Otros autores lograron 100 % de letalidad para
E. coli, B. pumilus, B. subtilis, . aureus y hongos
de los géneros Aspergillus sp., Pennicillium sp.
y Rhizopus sp. con 0,25 uL/mL de AE de
B. graveolens, aunque en el estudio no lo refieren
como CMI (12).

De acuerdo con los resultados sobre la actividad
antimicrobiana de estos dos AE, se puede afirmar
que ambos son muy efectivos para eliminar un am-
plio grupo de microorganismos donde se pueden in-
cluir tanto bacterias G+ como G- y varios hongos
(10-13).

Con respecto al AE de C. citratus se aprecid un com-
portamiento diferente a los dos AE anteriores y la ac-
tividad mostrada pudiera considerarse intermedia. B.
subtilis, A. niger y P. citrinum fueron los
microorganismos que mostraron mayor resistencia, que
se evidencia en la CMI de 5 pL/mL, superior a la exhi-
bida por E. coli, S. aureusy S. enteritidis que estuvo
en el rango entre 0,005 y 0,5 uL/mL. En la accion
antimicrobiana del AE de C. citratusexisten discrepan-
cias entre los resultados obtenidos por diferentes auto-
res, unos concluyen que las bacterias G+ fueron las
mas sensibles (13); sin embargo, otros aseguran lo con-
trario, esto se ha atribuido a que las diferencias genéticas
entre algunas cepas de Cymbopogon ejercen gran in-
fluencia en la actividad antibacteriana de su AE (13-
16). El efecto antimicrobiano se atribuye a los aldehidos
monoterpénicos geranial y neral (14).
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Si se compara la accion de los cuatro AE estudiados, el
AE de C. longa fue el que presentd menor efecto
antimicrobiano, siendo solamente activo frente a las
bacterias G+ (S. aureus 'y B. subtilis), este resultado
coincide con lo referido en otras investigaciones en don-
de la mayor actividad del AE se observo también frente
a . aureusy B. subtilis. Este resultado se atribuye al
alto contenido de monoterpenos y ar-turmerona (15).

En resumen, la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales esta en dependencia de diversos factores en-
tre los cuales la composicion quimica y la concentra-
cion empleada son importantes, aunque también se pue-
de ver influenciada por el tipo de microorganismo, el
medio y el método de obtencion del aceite (5, 12, 16).
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