Revista de la Facultad de Agronomia - <B>Actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina</B>

- 0 articulos bisqueda de articulos
SCISLO ; ; et ] ome |alfab
sumario /anterior 'proximo § autor 'materia |bisqueda

Revista de la Facultad de Agronomia
ISSN 0378-7818 version impresa

Rev. Fac. Agron. v.20 n.4 Caracas oct. 2003 Como citar

este articulo

Actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina
Antibacterial activity of mandarin essentia oil.

J. Martinezl, B. Sulbarén de Ferrer?, G. Ojedade Rodriguez!, A. Ferrerly R. Naval

1 Laboratorio de Alimentos. Departamento de Quimica. Facultad de Ciencias. Universidad del
Zulia. Apartado postal 526. Maracaibo, Venezuela.

2 Laboratorio de Alimentos. Departamento de Quimica. Facultad de Ciencias. Universidad del
Zulia. Apartado postal 526. Maracaibo, Venezuela e-mail: grodriguez@icnet.com.ve

Resumen

Se estudi6 la actividad antibacterianay la concentracion minimainhibitoria (CMI) del aceite
esencial de mandarina (Citrus reticulata Blanco) variedad Dancy. Las cortezas de las frutas
fueron prensadas a frio paralaobtencion del aceite. Las cepas bacterianas que se utilizaron para
determinar la actividad antibacteriana fueron: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ATCC
259923, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, y Escherichia coli ATCC 25922. La actividad antibacteriana se
determind por el método de difusion en agar utilizando |las siguientes concentraciones de aceite:
1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%. La CMI se determind por el método de dilucion en
caldo utilizando 6 concentraciones. El aceite esencia presento6 actividad antibacteriana del tipo
bactericida contra B. subtilis, S. aureusy L. monocytogenes a todas |a concentraciones excepto a
1%. LaCMI del aceite esencial de mandarina variedad Dancy para B. subtilis fue de 9%, para S.
aureusy L. monocytogenes fue de 7%.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, aceite esencial, Citrus reticulata Blanco, método de
difusion en agar, prensado al frio.

Abstract

http://www.sciel 0.org.ve/sciel o.php?script=sci_arttext& pid=S0378-78182003000400010& nrm=iso& Ing=es (1 de 12)26/07/2008 10:00:37


http://www.scielo.org.ve/scielo.php/lng_es
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_issuetoc&pid=0378-781820030004&lng=es&nrm=iso
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0378-78182003000400009&lng=es&nrm=iso
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0378-78182003000400011&lng=es&nrm=iso
http://www.scielo.org.ve/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article^drfaz&index=AU&format=iso.pft&lang=e&limit=0378-7818
http://www.scielo.org.ve/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article^drfaz&index=KW&format=iso.pft&lang=e&limit=0378-7818
http://www.scielo.org.ve/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article^drfaz&format=iso.pft&lang=e&limit=0378-7818
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_serial&pid=0378-7818&lng=es&nrm=iso
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_alphabetic&lng=es&nrm=iso
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

Revista de la Facultad de Agronomia - <B>Actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina</B>

The antibacterial activity and the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of mandarin essential
oil (Citrusreticulata Blanco) variety Dancy was studied. Fruit peels were cold pressed for oil
extraction. Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ATCC 259923, Listeria monocytogenes,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Escherichia
coli ATCC 25922 were used to determine the antibacterial activity by agar diffusion in different
essentia oil concentrations: 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%. The MIC was
determined by dilution in broth using six different concentrations. Mandarin essential oil showed
anti-bacterial activity for B. subtilis, S. aureus and L. monocytogenesin all concentration but not
at 1% .The MIC was 9% for B. subtilisand 7% for S. aureus and L. monocytogenes.

Key words: Anctibacterial activity, essential oil, Citrus reticulata Blanco, diffusion agar method,
cold-pressed.

Recibido €l 19-3-2003 1 Aceptado & 30-6-2003
I ntroduccion

L os aceites esencial es son productos obtenidos del reino vegetal, en los que se hallan
concentrados sabores y aromas caracteristicos. Estan constituidos por mezclas complgas de
hidrocarburos, compuestos oxigenados y residuos no volétiles (16). Los aceites esencial es estan
contenidos en glandulas o vesiculas secretoras inmersas en los tejidos de las hojas, flores, corteza
(pericarpio) y semillas de los frutos de muchas especies (3).

L as plantas pueden producir aceite esencial para muchosy diversos fines; por un lado protegen a
la planta de plagas, enfermedades e inclusive de lainvasion de otras plantas, para atraer insectos
y aves (polinizantes). Estas cualidades de proteccion y atraccion, se ven reflgjadas en
propiedades: antisépticas, antiinflamatorias, antidepresivas, afrodisiacasy otras, presentes en
mayor o menor grado en latotalidad de los aceites (12, 13, 15).

El hombre desde |a antigliedad ha usado sustancias naturales extraidas de las plantas, como los
aceites esenciales, para combatir enfermedades y preservar alimentos. Hoy en dia, estas
sustancias han perdido su uso debido ala aparicion de sustancias quimicas, no obstante, tienen la
ventaja de que no representan un peligro paralaviday salud del hombre (7).

Por ello, en los tltimos afos se han realizado muchas investigaciones, que han demostrado el
poder antimicrobiano de los aceites esenciales, especiamente los extraidos de frutas citricas; en
estos estudios se puede mencionar €l de Dabbah et al. (3), quienes encontraron que los aceites
esenciales de mandarina, naranjay toronja mostraron tener actividad antibacteriana contra cepas
bacterianas de: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosay Salmonellaentre otras. Asimismo, €l trabagjo de Moraes (12) demostré que el aceite
esencia de lima posee una actividad antibacteriana contra Vibrio cholerae, Yersinia
enterocoliticay Streptococcus lactis.

Estos resultados hacen relevante el estudio de |os aceites esencial es especialmente de citricos
debido ala gran importancia que tienen paralaindustria farmacéuticay de alimentos. Se sabe que
los aceites esenciales, utilizados como aditivos en |os alimentos tienen efecto antimicrobiano y
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actlan a mismo tiempo como saborizante. (12)

El presente trabajo respondio al interés de determinar |a actividad antibacteriana del aceite
esencial de mandarinavariedad Dancy, por e método de difusion en agar y determinar su
Concentracion Minima Inhibitoria por el método de dilucion en caldo, sobre un rango de
bacterias de origen clinico (B. subtilis, S. aureus ATCC 259923, L. monocytogenes, P. mirabilis,
K. pneumoniae, P. aeruginosa ATCC 27853, y E. coli ATCC 25922) suministradas por € Centro
de Referencia Bacteriol 6gica del Hospital Universitario de Maracaibo, Estado Zulia.

Materialesy métodos
Recoleccion delas muestras

L as muestras de frutos de mandarina variedad Dancy (Citrus reticulata Blanco) se recolectaron
en plantaciones ubicadas en Nirgua, estado Y aracuy. Se seleccionaron en forma sistematicay
aleatoria 15,85 kg de frutos en completo estado de madurez fisiol6gica, los cuales se trasladaron
al laboratorio en sacos. Los frutos selesretird las cortezas y se refrigeraron, para su posterior
procesamiento en un lapso no mayor de 2 dias.

Se utiliz6 aceite esencial de mandarina como producto comercial, marca Gerch, para establ ecer
las comparaciones con el aceite obtenido de las mandarinas variedad Dancy procesadas
directamente.

Cepas bacterianas

L as cepas bacterianas utilizadas para comprobar |a actividad antibacteriana del aceite esencial
fueron: B. subtilis, S. aureus ATCC 259923, L. monocytogenes, P. mirabilis, K. pneumoniae, P.
aeruginosa ATCC 27853, y E. coli ATCC 25922, suministradas por €l Centro de Referencia
Bacteriologica del Hospital Universitario de Maracaibo, estado Zulia.

L as siete cepas bacterianas fueron cultivadas y mantenidas en caldo infusion cerebro corazén
(ICC) y dmacenadas a 4°C bajo refrigeracion, hasta el momento de su utilizacion. Todas las
cepas fueron activadas previo a su utilizacion, cultivandolos por 18 horas a 37°C en ICC.

M étodo de extraccion del Aceite Esencial

Se utilizd e método de prensado al frio, el mas utilizado anivel de planta piloto, yaque con € se
minimizala oxidacion de compuestos oxigenados o cualquier otro deterioro, para €llo se secciona
la cortezaen tiras largas y se colocan entre dos placas de acero inoxidable frias (15 a 25°C)
aplicando una presion de 2500 psi, obteniéndose la emulsion de aceite-agua, se winteriza, se
ultracentrifuga (10°C a 6000 rpm x 15 min), se separan las fases aceite-aguay €l aceite es
almacenado en atmosferade N2 y en ausenciade luz (1).

Preparacion de las difer entes concentraciones de aceite esencial
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Se prepararon concentraciones del aceitea 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%. Se tomé
aceite esencial puro (100%) y se coloco en un balén aforado de 1ml, en el mismo momento del
ensayo, usando etanol como solvente. Las muestras fueron protegidas de laluz, envolviendo los
balones en papel de aluminio.

Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina (variedad Dancy y commercial
Gerch), esterilizado mediante filtrado con membrana Millipore de 22 m, se determind utilizando
la cepas bacterianas indicadoras, siguiendo latécnica de difusion en agar en placas (3) por
triplicado.

L as placas contenian 18 ml de agar Mueller-Hinton atemperado a 45°C inoculado con un cultivo
joven bacteriano de 106 ufc/ml previamente estandarizado (14). A cada placa se le perforaron 3
orificios de 4mm de didmetro cada uno utilizando un sacabocado estéril N° 4. A estos orificios se
le afadi6é 10 | de cada una de las concentraciones de aceite esencial y las placas se incubaron a 25°
C por 24 horas.

La actividad antibacteriana del aceite esencial se determind midiendo el halo de inhibicion
alrededor de cada orificio (ladistancia desde el borde del orificio hasta donde termina el halo), €l
tamarfio de esta zona de inhibicion indica si 1as bacterias objeto de andlisis tienen una sensibilidad
ata, intermedia o baja frente alas soluciones del aceite esencial. Se considera inhibitorio un valor
de 2 mm (3,4,9,10). Para verificar € crecimiento alrededor del halo setomé una asada en esa
zona, se inocul6 en una placa de agar Mueller Hinton y se incubd por 24 horas a25°C, y se
observé s hay crecimiento.

Concentracion Minima Inhibitoria

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de mandarina se
utilizé el método de dilucién en caldo. Para este ensayo a 19,6 ml de caldo triptycasa soya (TSB)
estéril contenido en erlenmeyer se e afiadié una alicuota de 200 | de suspensién bacteriana de
106 ufc/ml, y posteriormente se le afiadi6 una alicuota de 200 | de cada una de las siguientes
concentraciones de aceite esencia: 4, 5, 6, 7, 8 y 9% paralavariedad Dancy.

Para €l aceite comercial Gerch serealizo el mismo procedimiento descrito anteriormente, siendo
las concentraciones utilizadas las que se indican a continuacion: 13, 14, 15, 16, 17, 18y 19% (de
acuerdo con los resultados previos de actividad antibacteriana). Todas estas pruebas fueron
realizadas por duplicado. Los erlenmeyers con suspension bacteriana fueron incubados con
agitacion de 140 rpm en un bafio Maria a 35°C por 36 horas. Luego se determiné laturbidez a
540 nm en un spectronic 20 alas 0, 6, 12, 18, 24 y 36 horas.

Lamenor concentracion donde no se observo crecimiento bacteriano en cualquierade los
duplicados fue tomada como CMI. Después de determinar la CMI, el contenido del duplicado que
no mostro incremento en la turbidez a cada interval o de tiempo, fue inoculado por rayado sobre
placas contentivas de agar triptycasa soya (ATS), para comprobar si realmente se habia inhibido
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el crecimiento bacteriano (8).
Resultadosy discusion
Actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina variedad Dancy

La actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina variedad Dancy extraido por €l
método de prensado al frio, ya sea puro o diluido con etanol, fue del tipo bactericida. Dicha
actividad se observo por la presencia de hal os transparentes mayores de 2 mm alrededor de cada
orificio en las placas utilizadas en €l ensayo.

Lafigura 1 muestrala actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina variedad Dancy.
L as cepas bacterianas S. aureus, B. subtilis, L. monocytogenes, todas bacterias Gram positivas,
presentaron halos de inhibicion de 4 y 5 mm de diametro con unamediade 5 mm en las
concentraciones de 100 y 90%. A las concentraciones de 80, 70, 60 y 50% los halos fueron de 4
mm, en tanto que a concentraciones menores los halos fueron de 3 mm,; se observo que a 1% no
se obtuvo actividad del aceite para ninguna de | as cepas bacterianas. Todo esto fue confirmado al
no haber crecimiento en las placas de agar Mueller Hinton.
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Figura 1. Actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina variedad Dancy
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P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilisy K. pneumoniae, todas bacterias Gram negativas, no
resultaron inhibidas en su crecimiento por ninguna de las concentraciones del aceite. Estos
resultados son comparables alos de Dabbah y cal. (3), donde aceites esenciales de citricos
presentaron mayor actividad antibacteriana frente a cepas bacterianas como S. aureusy B. subtilis
y menor actividad contra P. aeruginosay E. coli.

En lafigura 2 se presentala actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina comercial

Gerch. Las cepas bacterianas que fueron inhibidas por el aceite esencial de mandarina variedad
Dancy también fueron inhibidas por el Gerch, sin embargo, los halos de inhibicion en las
concentraciones de 100 y 90% fueron de menor didmetro que los obtenidos en el Dancy; ademas,
el comercial Gerch no inhibio ni a 10 ni a 1%. Estos resultados son comparables alos de Smith
y col (15) donde las bacterias Gram positivas demostraron ser menos resistentes que las bacterias
Gram negativas alos aceites esenciales de mandarina, limén y naranja.

Al realizar lacomparacion de lafigura 1 con lafigura 2 se observa que ambos aceites inhibieron
alas mismas cepas bacterianas, que el aceite esencia de mandarina variedad Dancy fue méas
efectivo que el comercial Gerch (los halos de inhibicién fueron menores en las concentraciones
mas altas) y ademés que el aceite esencial de mandarinavariedad Dancy inhibio a partir del 10%,
mientras que el comercial Gerch inhibio a partir del 20%.
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Figura 2. Actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina comercial Gerch

http://www.sciel 0.org.ve/sciel o.php?script=sci_arttext& pid=S0378-78182003000400010& nrm=iso& Ing=es (6 de 12)26/07/2008 10:00:37



Revista de la Facultad de Agronomia - <B>Actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina</B>

Esta diferencia puede radicar en la diferente composicién que presentan ambos aceites, también
puede influir e método de extraccién, €l indice de madurez de lafruta, lavariedad y las
condiciones en que se amacenen los aceites esenciales (5).

Por otro lado, los aceites solo mostraron efecto inhibitorio contra las cepas Gram positivas debido
alaestructuray constitucion de su pared celular. (2, 5, 6, 9).

Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de mandarina variedad Dancy y
comercial Gerch

Enlasfiguras 3, 4y 5 se presentael comportamiento de cada una de las cepas inhibidas por €l
aceite esencial de mandarina variedad Dancy. En lafigura 3 se muestrael comportamiento de B.

subtilis a las diferentes concentraciones de aceite analizadas, se puede observar que la
concentracion del 9% fuelaCMI. LaCMI fue del 7%, para S. aureusy L. monocytogenes
(figuras 4y 5), se observa como en |las cepas bacterianas antes mencionadas a las 18 horas de

incubacion, gue hubo diferencias en el crecimiento bacteriano con respecto alas concentraciones
de aceitede 6, 5y 4%.

Enlasfiguras6, 7y 8 se observa el comportamiento de las cepas inhibidas por €l aceite esencial
de mandarina comercial Gerch. En lafigura 6 se observa el comportamiento de B. subtilis contra

las diferentes concentraciones, donde a 19% se toma como CMI debido a que no existio
crecimiento bacteriano en todo €l periodo de tiempo. Después de las 18 horas de incubacion se
puede apreciar lavariabilidad en e comportamiento de la cepa contra las deméas concentraciones
de aceite.
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Figura 3. CMI del Aceite Esencial de Mandarina variedad Dancy contra Bacillus subtilis
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Figura5. CMI del Aceite Esencial de Mandarina variedad Dancy contra Listeria
monocytogenes
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Mientras que para las cepas bacterianas S. aureus 'y L. monocytogenes (figuras 7 y 8) presentaron
una CMI de 17%, ya que este fue €l limite donde no hubo crecimiento bacteriano, porque alas
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concentraciones inferiores crecio la bacteria. Cabe destacar que alas 18 horas de incubacion es
donde se puede apreciar la diferencia en el comportamiento de |a cepa bacteriana con respecto a
las concentraciones de aceite de 16, 15, 14y 13%.
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Figura8. CMI del Aceite Esencial de Mandarina comercial Gerch contra Listeria
monocytogenes

Conclusiones

L os aceites esencial es de mandarina variedad Dancy y comercial Gerch presentaron actividad
antibacteriana del tipo bactericida contra las cepas bacterianas patdgenas de origen clinico:
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenesy Bacillus subtilis las cuales son bacterias Gram
positivas que producen enfermedades muy graves para el hombre.

L os aceites esenciales de mandarina variedad Dancy y comercial Gerch presentaron las siguientes
CMI: para Bacillus subtilis fue de 9% y 19%, respectivamente; para Staphylococcus aureusy
Listeria monocytogenes fue de 7% y 17% para cada cepa bacteriana respectivamente.
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