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RESUMEN: La planta del té de limén (Cymbopogon citratus) ha
sido utilizada en la industria de cosméticos, jabones, fdrmacos
e insecticidas por su caracteristico olor a limén. Su aceite
esencial ha surgido recientemente como una alternativa segura
para inhibir el crecimiento de algunos hongos y bacterias. A
pesar de que se sabe que tiene este efecto, no hay evidencia
contundente de que pueda ser una alternativa viable, por lo
que se decidié evaluar sus propiedades con Salmonella
typhimurium y Staphylococcus epidermidis. Se hizo una
destilacién por arrastre de vapor para obtener una muestra
sin aditivos del aceite de la planta. Se comparé con una
muestra comercial por cromatografia de gases con
espectrémetro de masas para identificar diferencias entre ellas.
Seguidamente, se hicieron pruebas de Kirby-Bauer para medir
los efectos que las muestras de aceites y su componente
principal, el citral, tendrian en el crecimiento de las especies.
Se identificaron veintiséis compuestos en las muestras de aceites
del laboratorio y comerciales, aunque solo cinco estaban
presentes en ambas. Unicamente el citral tuvo un efecto
bacteriostdtico y se determiné que su efecto difiere
significativamente con el del control positivo usando la prueba
de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn, con un nivel de
significancia del 95%. Ninguna de las muestras de aceites de
Cymbopogon citratus mostraron un efecto en el crecimiento
de las especies, demostrando que es necesario evaluar estas
propiedades con bactericidas aprobados antes de
comercializarlos.
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Evaluation of the bacteriostatic effects of the essential oils
extracted from the lemongrass plant ( (ymbopogon citratus)

ABSTRACT: The lemongrass plant (Cymbopogon citratus) has been
used in the cosmetic, soap, pharmaceutical, and insecticide
industries due to its characteristic lemon odour. lts essential oil
has recently surged as a safe alternative to inhibit the growth
of a few fungi and bacteria. Although it is known that the oil
has this effect, there is not enough evidence to assert that it is
a viable alternative, so it was decided to evaluate its properties
with Salmonella typhimurium and Staphylococcus epidermidis.
A steam distillation was used to obtain a sample of the
lemongrass essential oil without any additives. It was later
compared to a commercial sample using gas chromatography
with mass spectrometry to identify any differences between
them. Afterwards, Kirby-Bauer susceptibility tests were performed
to measure the effects the oil samples and their main component,
citral, would have in the species' growth. Twenty-six compounds
were identified, although only five were present in both the
commercial and laboratory oil samples. Only citral had a
bacteriostatic effect, and it was determined it differed significantly
with that of the positive control using the Kruskal-Wallis and
Dunn tests with a level of significance of 95%. None of the oil
samples from Cymbopogon citratus had an effect in the species,
demonstrating the need fo asses these properties with approved
bactericides prior to commercializing them.

KEYWORDS: Essential oil, Cymbopogon citratus, citral,
bacteriostatic, Kirby-Bauer tests, Kruskal-Wallis test, Dunn test.
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Introduccion

Los aceites esenciales son una variedad de sustancias de
composicién compleja y variada (Dagli et al. 2015), los cuales
son extraidos de plantas por medios fisicos, como una destilacién
por arrastre de vapor o por prensado (Burt, 2004; Abdurahman
et al. 2013; Manion y Wider, 2017), y por lo general son
caracterizados por ser hidrofébicos, altamente voldtiles, y por
tener un fuerte aroma. Cumplen una variedad de roles biolégicos
en las plantas donde se encuentran, donde resalta su rol como
defensa de pardsitos e infecciones (Abdurahman et al. 2013;

Vimal et al. 2013; da Silva et al. 2014).

En los Gltimos afios, ha habido inferés en las propiedades de
los aceites esenciales de distintas plantas, causado en parte por
la baja toxicidad de algunos al ser utilizados como alternativa
medicinal natural en humanos (Leite et al. 1986; Burt, 2004;
Narasimhan et al. 2011; Abdurahman et al. 2013), su tendencia
a tener olores placenteros y su alta disponibilidad (Ganjewala,
2009). Muchos de estos extractos tienen diversas propiedades:
antiinflamatorias, anticancerigenas, insecticidas, bactericidas,
y fungicidas. Los aceites de orégano, lavanda, canela, pimienta
de Jamaica y comino son utilizados como bactericidas y fungicidas
alternativos. Son particularmente llamativos ya que las bacterias
y hongos no han desarrollado una resistencia a ellos (Sartoratto
et al. 2004; Mayaud et al. 2008; Naik, et al. 2010; da Silva et
al. 2014; Swamy et al. 2016; Chouhan et al. 2017).

Los extractos de aceites esenciales de la planta de Cymbopogon
citratus, conocida cominmente como lemongrass o planta del
té de limén, tienen un caracteristico olor a limén (Ganjewala
2009; Naik et al. 2010; Abdurahman et al. 2013; Dutta et al.
2014) y son utilizados en una variedad de fragancias, productos
medicinales, repelentes y antibacteriales. Estos aceites tienen
propiedades bactericidas y fungicidas por la presencia de ciertos
compuestos como geraniol, citronelol, citronelal, limoneno,
piperitona, y citral; este Gltimo representa alrededor del 80% de
la composicién de los aceites (Shahi et al. 2005; Ganjewala,
2009; Matasyoh et al. 2010; Saddig y Khayyat, 2010; Dutta et
al. 2014; Ekpenyong y Nyoh, 2015). El olor agradable
(Ganjewala, 2009) y su baja toxicidad (Leite et al. 1986;
Ekpenyong y Nyoh, 2015) los hacen atractivos desde un punto
de vista de salud y estética. Aunque hay estudios que indican
que tienen estas propiedades (Ganjewala, 2009; Matasyoh et
al. 2010; Naik et al. 2010; Ekpenyong y Nyoh, 2015; Mosquera,
etal. 2016), no parece haber estudios que evalten su efectividad
en comparacién con productos sintéticos de uso convencional.

Esta investigacidn busca evaluar las propiedades bacteriostdticas
de los aceites esenciales de C. citratus de una muestra obtenida
en el laboratorio y una muestra comercial por pruebas de Kirby-
Bauer (pruebas de susceptibilidad por difusién en discos (Hudzicki,

2009)) en Staphylococcus epidermidis y Salmonella typhimurium.
Ademds, se hizo un ensayo fungistdtico en Candida albicans
utilizando las mismas pruebas de susceptibilidad. Las pruebas
permitieron comparar las cantidades necesarias de los aceites
esenciales para lograr el mismo efecto que bactericidas y
fungicidas comunes, como la tetraciclina o el itraconazol. Parte
de la investigacién buscé evaluar también las propiedades
bacteriostéticas del compuesto mayoritario del extracto de C.
citratus, el citral, y determinar si existe una diferencia significativa
entre su efecto bacteriostético (Saddiq y Khayyat, 2010;
Narasimhan et al. 2011; Lu et al. 2018) y el del aceite esencial
en su totalidad. Para determinar las diferencias significativas
entre los efectos de las sustancias se usé la prueba de Kruskal-
Wallis, una prueba no paramétrica que permite identificar
diferencias significativas entre poblaciones, y la prueba de Dunn,
que permite identificar especificamente entre qué tratamientos
hay diferencias significativas'.

Materiales y métodos

* Extraccion de aceites esenciales. Se extrajo el aceite esencial de
aproximadamente 10 g de tallos secos de C. citratus con una
destilacién por arrastre de vapor en directo.

* Andlisis de composicién por cromatografia de gases con espectrometro
de masas. Se efectué una cromatografia de gases con
espectrometria de masas a una muestra de un bactericida y
fungicida a base de los aceites esenciales de C. citratus de la
compaiia LEMONg® y a una muestra de los aceites esenciales
extraidos de la misma planta en el laboratorio para determinar
si existen diferencias en su composicién. Se realizé la
cromatografia de gas por medio del sistema de cromatografia
de gas de Agilent Technologies, Agilent 6850 Series Il Networked
GC System, con una columna DB-WAX de 60 m de largo y 0.25
mm de didmetro interno, con una fase estacionaria de 0.25 um
de grosor y helio ultrapuro como gas acarreador. Se ufilizé el
espectrometro de masas Agilent 5975C TAD Series GC/MSD
System de la misma compafiia para identificar los compuestos.

* Pruebas de susceptibilidad. Se realizaron cinco pruebas preliminares
de susceptibilidad por Kirby-Bauer: dos para S. typhimurium,
dos para S. epidermidis y una para C. albicans, con el aceite
esencial extraido de los tallos de C. citratus, la muestra comercial
y citral grado reactivo con 95% de pureza, utilizando 10 ul de
cada sustancia en cada disco. Como control negativo, se utilizd
agua desmineralizada. Para los controles positivos, se utilizé
una solucién de 100 g/mL de tetraciclina para las bacterias y
una solucién itraconazol: hexano 100 g/ml para el hongo. A
partir de las pruebas preliminares positivas, S. epidermidis y S.
typhimurium, se repitieron los ensayos con 20 pruebas de
susceptibilidad por cada especie.

" Dinno, A. (2017). Package 'dunn.fest. Obtenido de R Project: https://cran.r-project.org/web/packages/dunn.test/dunn.test.pdf
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Se incubaron las cajas Petri con las muestras por 36 horas a 35
°C. Como medio de cultivo se utilizé el agar Mueller-Hinton

para las bacterias y el agar YPD para el hongo, ambos de
Sigma-Aldrich (Hudzicki, 2009).

* Andlisis estadistico. Se determiné si existia una diferencia
significativa entre los efectos de las sustancias a prueba y los
controles positivos por medio de la prueba de hipétesis de
Kruskal-Wallis por especie, y la prueba post hoc de Dunn. Se
utilizaron las sustancias con un efecto en las bacterias como los
niveles del factor, con 20 réplicas por nivel y un nivel de
significancia del 95%. Se comprobé la normalidad de los datos
utilizando la prueba de Shapiro-Wilk y la homoscedasticidad
con la prueba de Levene.

Resultados y discusion

* Extraccion de los aceites esenciales y andlisis de composicion. En la
destilacién por arrastre de vapor se obtuvieron 11.5 mL = 0.25
mL de aceites esenciales. Los resultados de las cromatografias
de gas en el cuadro 1 muestran la composicién de los aceites
esenciales extraidos en el laboratorio y los de la muestra comercial,

la cual se vende como bactericida, fungicida y repelente de
insectos. La primera distincién entre las composiciones de ambas
muestras es la cantidad de agua que contenian. En la muestra
comercial, el agua comprendia el 86.15% relativo, mientras,
en la muestra del laboratorio, esta representaba el 94.98%. Se
identificaron 5 compuestos que estaban presentes en ambas
muestras, con un porcentaje de coincidencia respecto a la base
de datos mayor o igual al 60%, y ofros 21 que sélo estaban
presentes en una de las muestras de aceites con un mismo
porcentaje de coincidencia respecto a la base de datos. Tal y
como se menciond anteriormente, el citral (E-3,7-dimetil-2,6-
octadienal) debié ser el componente mayoritario de los aceites
esenciales, con alrededor del 80% de su composicién (Shahi et
al. 2005; Ganjewala, 2009; Matasyoh et al. 2010; Saddiq y
Khayyat, 2010; Dutta et al. 2014; Ekpenyong y Nyoh, 2015).
Sin considerar el agua en el porcentaje relativo, la muestra
comercial cumple con el porcentaje de citral mencionado en la
literatura con 86.04%. La muestra del laboratorio, aunque
contiene citral, no tiene la composicién relativa descrita, y su
componente mayoritario es el R-3,7-dimetil-6-octenal, conocido
comUnmente como citronelal, aunque el citral se encontré
segundo en abundancia, tal como se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Nomero de pico y porcentaje de composicién de los compuestos identificados en lo muestra de aceites esenciales de Cymbopagon citratus comercial
y lo muestra de aceites extraidos en el laboratorio de acuerdo con la cromatografia de gases con espectrometria de masas realizada para evaluar la composicion
(s6lo se incluyen los compuestos con porcentaje de identificacin respecto a la base de datos mayor o igual al 60%). Los compuestos presentes en ambas muestras

se encueniran en negrita.

Compuestos Nomero | Area relativa | Compuestos Nomero | Area relativa
de pico (%) de pico (%)
Aceite esencial comercial Aceite esencial extraido en el laboratorio
Agua 3 86.15 Alcohol etilico 1 0n
D-Limoneno 4 0.13 Agua 2 94.98
4-Nonanona 5 0.09 R-3,7-dimetil-6-octenal 3 2.66
6-metil-5-hepten-2-ona 6 0.24 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 4 0.09
(is-linaloldxido 8 0.03 Acetato de 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 5 0.03
Trans-crisantemal 10 0.04 [1-R-1-0-2-B-51]-5-mefil-2-(1-metilefenil)- 7 0.15
ciclohexanol
3,7-dimeil-1,6-octadien-3-ol 11 0.31 Propanoato de 3,7-dimeil-6-octen-1-ol 9 0.02
E-3,7-dimetil-2,6-octadienal 16 4.99 1-3,7-dimetil-2 6-octadienal 10 0.07
1-3,7-dimetil-2,6-octadienal 19 6.35 p-Menth-1-en-8-ol 11 0.03
3-metil-6-(1-metiletil)-2 20 0.09 3,7,7-trimetil-ciclo-hept-2-eno 12 0.42
~ciclohexen-1-ona
Acetato de E-3,7-dimetil-2, 21 0.1 E-3,7-dimetil-2,6-octadienal 13 0.06
6-octadien-1-ol
R-3,7-dimetil-6-octen-1-ol 22 0.07 §-2-metil-5-(1-metiletenil}-2-ciclohexen- 14 0.02
T-ona
E-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-o 24 0.37 R-3,7-dimetil-6-octen-1-ol 15 0.51
Oxido de cariofileno 28 0.17 E-3,7-dimetil-6-octadien-1-ol 16 0.04
p-Mentha-1,5-dien-8-ol 30 0.1 Eugenol 18 03
Acido geranico 31 0.1 1,4,7,10,13,16-hexaoxaciclooctadecano 22 0.02
3,7-trimetil-3,7-dihidro-1-1H-purina-2, 6-diona 23 0.11
Porcentaie total 99.33 99.65
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* Pruebas de susceptibilidad. En las pruebas preliminares de
Kirby-Bauer, se determiné que Gnicamente S. fyphimurium y S.
epidermidis tendrian un mayor nimero de pruebas. C. albicans
quedéd descartada debido a que no presenté un crecimiento
adecuado en el tiempo esperado bajo condiciones dptimas y
no mostré susceptibilidad a ninguna de las sustancias en la
prueba. S. epidermidis y S. typhimurium, por el contrario,
mostraron susceptibilidad al citral. Se resumen los resultados de
ambas especies para las 20 pruebas de Kirby-Bauer en los
Cuadros 2 y 3. Se tuvo que descartar una caja Petri de S.
epidermidis, ya que no mostré crecimiento.

Ambas muestras de aceites esenciales (comerciales y del
laboratorio) no generaron un halo de inhibicién. En S. epidermidis
se observaron Unicamente 3 pruebas donde los aceites esenciales
comerciales tuvieron un efecto en el crecimiento. Ademds, se
observé resistencia antibiética a la solucién de tetraciclina en
10 de las pruebas en Staphylococcus. S. typhimurium no mostré
susceptibilidad a los aceites. En todas las cajas Petri se observd
un halo de inhibicién alrededor de los discos de citral en grado
reactivo. Las pruebas de Kruskal-Wallis demostraron que habia
diferencias significativas (p < 0.00001, a = 0.05) en los efectos
que las sustancias fenian en el crecimiento de las bacterias, a
partir de los didmetros de los halos de inhibicién. En S. epidermidis,

|
Cuadro 2. Estadisticas descriptivas de la distribucion de los didmetros de
los halos de inhibicién de las distintas sustancias a prueba en Staphylococcus
epidermidis

Sustancia Nomero | Promedio | Desviacion
de muestral | estandar
muestras mm mm
Aceites esenciales 19 0 0
extraidos de C. cifratus
Aceites esenciales 19 2.89 6.92
de C. cifratus comerciales
Citral 19 48.63 9.84
Solucion de tetraciclina 19 6.32 7.44

Cuadro 3. Estadisticas descriptivas de la distribucion de los didmetros de
los halos de inhibicion de las distintas sustancias a prueba en Salmonella
typhimurium

SustanciaNumero Promedio | Desviacion
de muestral | estandar
muestras mm mm
Aceites esenciales 20 0 0
extraidos de C. cifratus
Aceites esenciales 20 0 0
de C. cifratus comerciales
itral 20 10.5 1.53
Solucion de tetraciclin 20 13.9 0.91
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la prueba de Dunn demostré que el efecto del citral diferia
significativamente de los de la tetraciclina o los aceites comerciales
(p < 0.00001, o = 0.05), mientras los efectos de estas Gltimas
no tenian diferencias significativas entre si (p = 0.1594, o =
0.05). En estas pruebas de susceptibilidad, el citral tuvo el mayor
efecto en el crecimiento de la bacteria, con un diémetro promedio
del halo de inhibicién de 48.63 mm, comparado con 6.32 y
2.89 mm para la solucién de fefraciclina y los aceites comerciales,
respectivamente. El didmetro promedio de los halos de inhibicién
del citral indica que la bacteria es susceptible a él, de acuerdo
con lo descrito por Hudzicki (2009). En S. typhimurium, la
solucién de tetraciclina tuvo el efecto mds fuerte, con un didmetro
promedio 3.4 mm mayor. Sin embargo, el didmetro promedio
de las zonas de inhibicién de la solucién de tetraciclina en
Salmonella indica que esta tiene un grado de resistencia a ella
(Hudgzicki, 2009).

Las pruebas de susceptibilidad demostraron que el citral tiene
un efecto bacteriostético en ambas especies de bacterias
(demostrado por la falta de crecimiento alrededor de los discos
con citral), aunque con distinto grado de efectividad. El hecho
que no se observé un efecto en el crecimiento causado por los
aceites es indicativo que la menor concentracién de citral y del
aceite en sf inhibe el efecto bacteriostdtico que pueda tener de
acuerdo con la literatura (Ganjewala, 2009; Matasyoh et al.
2010; Naik et al. 2010; Ekpenyong y Nyoh, 2015; Mosquera,
et al. 2016). El estudio Unicamente evalué una especie Gram
posifiva y una Gram negativa, por lo que se recomienda realizar
pruebas en un mayor nimero de especies para generalizar los
resultados, ademds de una medicién de la concentracién minima
inhibitoria del citral para determinar la concentracién necesaria
del aceite esencial de C. citratus para que este sea un agente
bacteriostdtico o bactericida efectivo.

Conclusiones

No se puede concluir si los aceites esenciales extraidos de
Cymbopogon citratus, ya sea a nivel industrial o a nivel de
laboratorio, tienen un efecto bacteriostdtico efectivo en
Staphylococcus epidermidis y Salmonella typhimurium debido a
la baja concentracién relativa del citral en las muestras de
aceites.

El citral, grado reactivo, tiene un efecto bacteriostdtico en las
bacterias Gram positivas de la especie Staphylococcus epidermidis
y de las bacterias Gram negativas de la especie Salmonella
typhimurium.
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