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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de un sistema obtenido, mezclando en partes igua-
les, el extracto alcohdlico de semillas de Citrus paradisi, y los aceites esenciales de Luma chequen, Melaleuca alternifolia
y Cymbopogon citratus; frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
y Aspergillus niger. Se utilizé el método de difusion en pozo, la actividad antimicrobiana se evaludé por medicion de los
halos de inhibicidon. Los componentes individuales presentaron la siguiente actividad (halo de inhibiciéon “mm?”): extracto
de C. paradisi (E. coli: “9,67 + 0,47”; S. aureus: “11,67 + 1,25”; P. aeruginosa: “9,67 + 0,47”; C. albicans: “7,67 + 0,47" y
A. niger. “sin actividad”); aceite esencial de L. chequen (E. coli: “12,00 + 0,00”; S. aureus: “inhibicién total”; P. aeruginosa:
“sin actividad”; C. albicans: “13,33 + 0,47” y A. niger. “15,33 = 0,47”); aceite esencial de M. alternifolia (E. coli: “18,33 £
0,47”; S. aureus: “inhibicion total”; P. aeruginosa: “sin actividad”; C. albicans: “24,33 + 1,25” y A. niger: “inhibicion total”) y
aceite esencial de C. citratus (E. coli: “sin actividad”; S. aureus: “sin actividad”; P. aeruginosa: “sin actividad”; C. albicans:
“sin actividad” y A. niger. “19,67 * 0,47”). Por otro lado, el sistema propuesto presento la siguiente actividad (halo de
inhibicion “mm”): E. coli: “13,00 + 0,00”; S. aureus: “inhibicion total”; P. aeruginosa: “12,33 + 0,47”; C. albicans: “10,33 *
0,47” y A. niger: “26,67 + 0,47”. Se concluye que el sistema propuesto presenta actividad antimicrobiana frente a todos
los microorganismos evaluados.
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Abstract

The objective of the present study was to evaluate the antimicrobial activity of a system obtained, mixing in equal parts, the
alcoholic extract of Citrus paradisi seeds, and the essential oils of Luma chequen, Melaleuca alternifolia and Cymbopogon
citratus; in front of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and Aspergillus
niger. Agar well diffusion method was used, considering an inhibition halo of 8 mm, as a minimum valid measure. Indivi-
dual components showed the following activity (inhibition halo “mm”): C. paradisi extract (E. coli: “9.67 + 0.47”; S. aureus:
“11.67 £ 1.25”; P. aeruginosa: “9.67 + 0.47”; C. albicans: “7.67 £ 0.47” and A. niger: “no activity”); essential oil of L. chequen
(E. coli: “12.00 £+ 0.00”; S. aureus: “total inhibition”; P. aeruginosa: “no activity”; C. albicans: “13.33 + 0,47” and A. niger:
“15.33 + 0.47"); essential oil of M. alternifolia (E. coli: “18.33 + 0.47”; S. aureus: “total inhibition”; P. aeruginosa: “no activity”;
C. albicans: “24.33 + 1,25” and A. niger: “total inhibition”) and essential oil of C. citratus (E. coli: “no activity”; S. aureus:
“no activity”; P. aeruginosa: “no activity”; C. albicans: “No activity” and A. niger: “19.67 + 0.47”). On the other hand, the
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proposed system presented the following activity (inhibition halo “mm”): E. coli: “13.00 £ 0.00”; S. aureus: “total inhibition”;
P. aeruginosa: “12.33 + 0.47”; C. albicans: “10.33 £ 0.47” and A. niger: “26.67 + 0.47”. It is concluded that the proposed
system has antimicrobial activity against all the microorganisms evaluated.

Keywords: Citrus paradisi; Luma chequen; Melaleuca alternifolia; Cymbopogon citratus; antimicrobial activity.

INTRODUCCION

Las tendencias actuales en la industria cosmética, bus-
can la reduccién del uso de conservantes sintéticos, para
lo cual, una de las estrategias es buscar excipientes mul-
tifuncionales derivados de plantas’?. Entre los candi-
datos se encuentran los extractos vegetales y los aceites
esenciales que, a razén de sus propiedades antimicro-
bianas, han sido utilizados alrededor del mundo para
el tratamiento de muchas afecciones y tienen menos
efectos adversos que las drogas sintéticas®; por lo que
estan siendo evaluados a nivel global como fuente de
compuestos antimicrobianos®. El niimero de constitu-
yentes de los aceites esenciales puede llegar a cien; pero,
a menudo se encuentra que dos o tres componentes son
los principales, que se encuentran en alta concentracién
(20 a 70%) y determinan sus propiedades bioldgicas.
Los monoterpenos son las moléculas més frecuentemen-
te encontradas constituyendo aproximadamente 90%
de los aceites esenciales®.

Se puede formular un sistema resultante de la asociacion
de més de un extracto o aceite esencial”, que puede te-
ner un efecto sinérgico, a partir de la interaccién quimi-
ca de sus componentes”?, con lo cual se puede obtener
los siguientes beneficios: ampliar el espectro de actividad
antimicrobiana, reducir la cantidad necesaria de cada
extracto o aceite esencial, minimizar la posibilidad de
generacion de alergia y de generacién de resistencia bac-
teriana debido a presencia de varios compuestos activos
en un mismo sistema®.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
antimicrobiana de un sistema propuesto, preparado
a base de un extracto vegetal y tres aceites esenciales,
frente a los microorganismos Escherichia coli; Staphylo-
coccus aureus; Pseudomonas aeruginosa; Candida albicans
y Aspergillus niger. El extracto vegetal utilizado fue un
extracto alcohdlico de semillas de Citrus paradisi, con el
cual, se buscé mejorar el desempeno del sistema natural,
bajo los siguientes principios: generar un efecto sinérgi-
co incrementando la hidrofilia del sistema propuesto” e
incrementar la estabilidad de los aceites esenciales por su
actividad antioxidante®.

La evaluacidn de la actividad antimicrobiana del sistema
propuesto es un paso necesario para una posterior eva-
luacién su eficacia antimicrobiana como sistema conser-
vante en la formulacién de productos cosméticos.

MATERIALES Y METODOS
Adquisicién de extractos naturales y aceites esenciales

Para el desarrollo del sistema propuesto se utilizaron
componentes comerciales, estos fueron: extracto de se-

millas de Citrus paradisi (Nutribiotic Lab. USA), aceite
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esencial de Luma chequen (Aromitica y Culinaria S.A.C.
Perti), aceite esencial de Melaleuca alternifolia (Aromé-
tica y Culinaria S.A.C. Pert), aceite esencial de Cym-
bopogon citratus (Aromidtica y Culinaria S.A.C. Pert).
Los criterios para de para su uso fueron: la presencia de
antecedentes de su actividad conservante o antimicro-
biana®*>#19 y su disponibilidad comercial.

Obtencién del sistema propuesto

Con el fin de obtener un sistema de amplio espectro y
reducir la concentracién individual requerida de cada
componente, el sistema se obtuvo mezclando el extracto
con los tres aceites esenciales en partes iguales, tal como
se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes del sistema natural propuesto

Componentes del sistema P"()o'/z:';;i)én
Extracto de semillas de Citrus paradisi (Toronja). 25.00
Aceite esencial de Luma chequen (Arrayan). 25.00
Aceite esencial de Cymbopogon citratus (Hierba luisa) 25.00
Aceite esencial de Melaleuca alternifolia (Arbol del t&) 25.00
TOTAL 100.00

Los cuatro componentes fueron pesados y mezclados en
un beaker de 500 mL; la mezcla fue agitada manual-
mente con una varilla de vidrio, por tres minutos, for-
mando una mezcla homogénea. El producto obtenido
fue envasado en frascos goteros de vidrio dmbar tipo III.

Evaluacidn fisica del sistema propuesto

En el sistema elaborado se realizaron las siguientes eva-
luaciones fisicas:

Aspecto fisico: se colocé 5 mL de muestra en un tubo
de ensayo y se determiné visualmente las caracteristicas
externas bajo luz blanca y sobre fondo oscuro. Se verifi-
c6 ademds la ausencia de particulas extrafas.

Miscibilidad: se dispersé 100 mg de muestra en 200 mL
de agua purificada, se agité manualmente por tres minu-
tos. Se verificé si la muestra es miscible en agua.

Indice de refraccién: se tomé 5 mL de muestra y se
llevé a 20°C, luego se ley6 directamente en el refracté-
metro (Bausch & Lomb). Se ley6 por quintuplicado y el
resultado reportado fue el promedio.

Densidad: se seleccioné un picnémetro que previamen-
te fue calibrado mediante la determinacién de su peso
y el peso de agua contenida en él a 20° C. Se ajusté la
temperatura de la muestra aproximadamente a 18° C
y se llend el picnémetro. Se ajusté la temperatura del
picnémetro a 20° C, se retird todo exceso de muestra,
y se peso.
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Cailculo:

(Peso pic. muestra— Peso pic. vacio

(g/mL)Densidad .. =0,9982 x

(Peso pic. agua — Peso pic. vacio)

Determinacién de la actividad antimicrobiana

En la primera parte del estudio se determiné la activi-
dad antimicrobiana de cada componente del sistema de
manera individual y en la segunda parte se realizé en el
sistema propuesto. El método utilizado fue difusion en
pozos, las muestras se enfrentaron con tres cepas bacterianas: Escherichia

coli (ATCC N°. 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
N°©. 9027), Staphylococcus aureus (ATCC N°. 6538) y dos
cepas de hongos: Candida albicans (ATCC N°. 10231),
Aspergillus niger (ATCC N°. 16404). Los microorganis-
mos sefialados fueron incubados en TSA (bacterias) a
37°C y agar sabouraud dextrosa a 35 (+ 2°C) (hongos
y levaduras) durante 24 horas, luego de lo cual se sus-
pendieron en solucién salina estéril al 0,85%. La turbidez
se ajusté a un valor de 0,5 de acuerdo a la escala de Mc
Farland para obtener una concentracién de aproximada-
mente 1,5 x 10® UFC/mL. El medio de cultivo utilizado
fue MHA (Mueller Hinton Agar). Los pozos de 6 mm de
didmetro, se prepararon con un sacabocado estéril. A los
pozos se depositaron 50pL de cada componente y la mez-
cla al 100% de concentracién; se dejé en reposo por un
tiempo y se incubaron a 35 + 2°C por un tiempo de 16
-18 h (bacterias) y 20 — 24 h (hongos y levaduras). Des-
pués del tiempo de incubacién, se avaluaron la formacién
de los halos de inhibicién en cada pozo; en los pozos que
presentaron halos se midié el didmetro (mm). Los casos
en los que no se evidencid crecimiento, fueron conside-
rados como “inhibicién total”. Como control negativo se
utiliz agua purtificada estéril.

Con el fin de realizar una interpretacién de los resul-
tados, se consideré para todos los microorganismos,
como minima medida valida del halo de inhibicién, un

Tabla 2. Actividad antimicrobiana individual de los componentes

un sistema a base de un extracto vegetal y tres aceites esenciales

didmetro de 8 mm. Valores menores son considerados
como ausencia de actividad antimicrobiana. Esto es en
base a otros estudios donde se evaltia actividad antimi-
crobiana de aceites esenciales®!”"1).

RESULTADOS
Evaluacidn fisica del sistema propuesto

Los resultados de la evaluacién fisica del sistema pro-
puesto fueron:

Aspecto: liquido amarillo traslicido de olor carac-
teristico.

Densidad: 1,030 g/mL
Indice de refraccién: 1,425

Miscibilidad: Miscible en medio acuoso
Actividad antimicrobiana individual de los componentes

El resultado de la actividad de cada componente del sis-
tema fue tal como se presenta en la tabla 2.

Se observa que las muestras individuales presentan acti-
vidad antimicrobiana frente a algunos de los microorga-
nismos evaluados; sin embargo, ninguna de las muestras
presenta actividad frente a todos, lo cual nos indica que
individualmente, el extracto y los aceites esenciales pre-
sentan espectro limitado. La mayor parte de las muestras
no presentan actividad frente a P aeruginosa.

Actividad antimicrobiana del sistema propuesto

Se determind la actividad antimicrobiana del sistema

propuesto (Ver tabla 3)

El sistema propuesto presenta actividad antimicrobiana
frente a todos los microorganismos evaluados, lo cual
nos indica que el espectro de esta muestra es mds amplio
que cualquiera de los componentes individuales. La ma-
yor actividad, presenta frente a S. aureus.

Extracto o aceite esencial

Halo de inhibiciéon (mm)

E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans A. niger
Control Negativo SA SA SA SA SA
Citrus paradisi 9,67 +0,47 11,67 +1,25 9,67 £ 0,47 7,67 0,47 SA
Luma chequen 12,00 + 0,00 Inhibicion total SA 13,33+ 0,47 15,33 £ 0,47
Cymbopogon citratus SA SA SA SA 19,67 + 0,47
Melaleuca alternifolia 18,33 £0,47 Inhibicion total SA 24,33 £1,25 Inhibicion total
Control negativo: agua purificada.
SA: sin actividad
Tabla 3. Actividad antimicrobiana del sistema natural propuesto
Halo de inhibicién (mm)
Producto
E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans A. niger
Control Negativo SA SA SA SA SA
Sistema natural 13,00 £ 0,00 Inhibicién total 12,33 £ 0,47 10,33 £ 0,47 26,67 + 0,47

Control negativo: Agua purificada.
SA: Sin actividad
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Figura 2. Halo de inhibicién: Candida albicans

DISCUSION

La menor sensibilidad in vitro de Pseudomonas aerugi-
nosa frente a algunos de los aceites esenciales, se expli-
ca porque es un microorganismo resistente a un gran
nimero de antibidticos gracias a diversos mecanismos
de resistencia, entre ellos: las bombas de expulsién y su
excepcional impermeabilidad de su membrana celular.
La membrana externa en las bacterias gramnegativas
contiene lipopolisacdridos hidrofilicos, que proveen

mayor tolerancia a compuestos antimicrobianos hidro-
fébicos"®.

La incorporacién del extracto etanélico de Citrus para-
disi, como componente, mejora el desempeno del siste-
ma conservante; inclusive, la actividad frente a Pseudo-
monas aeruginosa, se ve incrementada, con referencia a
la actividad que presenta el extracto de Citrus paradisi,
de forma individual.
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CONCLUSIONES

El extracto vegetal y los tres aceites esenciales evalua-
dos individualmente, al no presentan actividad frente
a todos los microorganismos utilizados. Por otro lado,
el sistema propuesto, elaborado a base de la mezcla del
extracto vegetal y los tres aceites esenciales, si presenta
actividad antimicrobiana frente a todos los microorga-
nismos evaluados, por lo que puede ser incorporado en
la formulacién de productos cosméticos y ser evaluado
como una alternativa a los conservantes sintéticos.
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