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RESUMEN

Objetivo: la presente investigacién describe la caracterizacién quimica cuali-cuantita-
tiva y la evaluacién antimicrobiana de los aceites esenciales (AE) presentes en las hojas
de dos especies de Eucalyptus, los cuales fueron recolectados en el estado Mérida en
la Republica Bolivariana de Venezuela. Métodos: se realizd la extraccién de los AE
por el método de hidrodestilacién utilizando la trampa de Clevenger. La composicién
quimica fue evaluada mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM). La actividad antimicrobiana se determiné por el método de difu-
sién en agar con disco, frente a cepas de referencia internacional Staphylococcus aureus
(ATCC 25922), Enterococcus faccalis (ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 23357), Candida albicans (CDC B-385) y Candida
krusei (ATCC 6258). Resultados: los compuestos mayoritarios para la especie
Eucalyptus globulus fueron: 1,8-cineol (43,36 %), limoneno (15,86 %), B-pineno

91


www.farmacia.unal.edu.co
mailto:silvanarmn@yahoo.es
mailto:larezrocelvic14@gmail.com
about:blank
about:blank
mailto:cadg2011@gmail.com
mailto:maru_lu@yahoo.com
mailto:jcarmona43@hotmail.com

Silvana Villarreal-Rivas, Luis Rojas-Fermin, Rocelvic Larez, Maria Torres ef a/.

92

(14,61 %), a-pineno (9,32 %) y para el Eucalyptus robustus el a-pineno (37,61 %),
p-cimeno (11,09 %), a-fellandreno (9,92 %), B-pineno (6,96 %), 1,8-cineol (5,79 %).
El AE de E. globulus inhibié el desarrollo de S. aurens una CIM de 0,5 g/mL, E. faecalis
0,25 g/mL, E. coli y K. pneumoniae de 0,125 g/mL, y para C. albicans 100 uL/mLy C.
krusei 50 uL/mL. Por su parte, la especie E. robustus presento inhibicién con una CIM
de 0,125 g/mL contra: S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniaey para C. albicans
50 uL/mLy C. krusei 10 uL/mL. Conclusidn: los aceites esenciales de E. globulusy E.

robustus mostraron actividad antimicrobiana significativa.

Palabras clave: Myrtaceace, E. globulus, E. robustus, aceite esencial, actividad anti-

microbiana.

SUMMARY

Chemical characterization and antimicrobial activity of the
volatile components of Eucalyptus of two species from Venezuela

Objective: this research describes the qualitative-quantitative chemical characteriza-
tion and antimicrobial evaluation of essential oils (EO) present in the leaves of two
species of Eucalyptus, which were collected in the state of Mérida in the Bolivarian
Republic of Venezuela. Methods: the essential oils were extracted by the hydrodistilla-
tion method using the Clevenger trap. The chemical composition was evaluated by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). The antimicrobial activity
was determined by the agar disk diffusion method, against international reference
strains Staphylococcus aureus (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (AT CC 23357), Candida albi-
cans (CDC B-385) and Candida krusei (ATCC 6258). Results: the main compounds
for the species Eucalyptus globulus were: 1,8-cineol (43.36%), limonene (15.86%),
B-pinene (14.61%), a-pinene (9.32% ) and for Eucalyptus robustus a-pinene (37.61%),
p-cymene (11.09%), a-fellandrene (9.92%), B-pinene (6.96%), 1.8 -cineol (5.79%).
The EO of E. globulus inhibited the development of S. aurens an MIC of 0.5 g/mL, E.
Jaecalis 0.25 g/mL, E. coli and K. pneumoniae of 0.125 g/mL, and for C. albicans 100
pL/mL and C. krusei 50 pL/mL. For its part, the species E. robustus presented inhibi-
tion with a MIC of 0.125 g/mL against: S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae
and for C. albicans 50 pL/mL and C. krusei 10 uL/mL. Conclusion: the essential oils

of E. globulus and E. robustus showed significant antimicrobial activity.

Keywords: Myrtaceace, E. globulus, E. robustus, essential oils, antimicrobial activity.
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REsuMmoO

Caracterizagao quimica e atividade antimicrobiana dos
componentes voldteis de Eucalyptus de duas espécies da Venezuela

Objetivo: esta pesquisa descreve a caracterizagao quimica qualitativa-quantitativa e
avaliagdo antimicrobiana de éleos essenciais (EA) presentes nas folhas de duas espé-
cies de eucalipto, que foram coletadas no estado de Mérida na Republica Bolivariana
da Venezuela. Métodos: a extragio dos OEs foi realizada pelo método de hidrodes-
tilagao utilizando a armadilha de Clevenger. A composicao quimica foi avaliada por
cromatografia gasosa acoplada A espectrometria de massas (GC/MS). A atividade
antimicrobiana foi determinada pelo método de difusio em disco de 4gar contra as
cepas de referéncia internacional Staphylococcus aureus (ATCC 25922), Enterococcus
Jaecalis (ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 23357), Candida albicans (CDC B-385) e Candida krusei (ATCC 6258).
Resultados: os principais compostos para a espécie Eucalyptus globulus foram:
1,8-cineol (43,36%), limoneno (15,86%), B-pineno (14,61%), «-pineno (9,32%)
e para Eucalyptus robustus a-pineno (37,61%), p-cimeno (11,09%), a-felandreno
(9,92%), B-pineno (6,96%), 1,8-cineol (5,79%). O OF de E. globulus inibiu o desen-
volvimento de S. aurens uma CIM de 0,5 g/mL, E. faecalis 0,25 g/mL, E. coli e K.
pneumoniaede 0,125 g/mL, e para C. albicans 100 uL/ mL e C. krusei 50 uL/mL. Por
sua vez, a espécie E. robustus apresentou inibicio com CIM de 0,125 g/mL contra:
S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae e para C. albicans 50 pL/mL e C. krusei
10 uL/mL. Conclusio: os dleos essenciais de E. globulus e E. robustus apresentaram

atividade antimicrobiana significativa.

Palavras-Chave: Myrtaceace, E. globulus, E. robustus, 8leo essencial, atividade anti-

microbiana.

INTRODUCCION

La familia Myrtaceae se compone de aproximadamente de 130 géneros y unas 5000
especies, los cuales son drboles y arbustos tropicales, siendo los principales centros de
distribucion las zonas tropicales de América y Asia, junto con Australia. Uno de los
géneros mas conocidos es el Eucalyptus L'Hér., el cual es muy abundante con cerca de
700 especies, casi todas nativas de Australia, muchas de ellas ricas en aceite esencial
con alto contenido de eucaliptol (liquido miscible con alcohol), el cual se utiliza en la
medicina popular como analgésico, antiinflamatorio y antipirético [1, 2].
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Entre las especies del género Eucalyptus 'Hér., se encuentra E. globulus Labill., siendo
una especie arbdrea originaria del suroeste de Australia y Tasmania, su rdpido crecimiento
le ha dado lugar al aprovechamiento industrial [3]; y el E. robustus Sm., la cual es una
especie que se adapta a una extensa variedad de climas y ha sido introducida en muchos
climas tropicales, subtropicales y templados calidos, incluyendo Venezuela [4]. Estas dos
especies se les atribuyen diversas propiedades, entre las cuales destaca: efectos antirreuma-
tico, antiséptico, analgésico, antidiarreico, antifiingico y antibacteriano [5, 6].

Las dos especies de Eucalyptus, estan fundamentalmente constituidas por el denominado
aceite de eucalipto, el cual se caracteriza por ser volatil, destilado a partir de las hojas
frescas, es un liquido incoloro o ligeramente amarillento que tiene propiedades aromad-
ticas muy caracteristicas. El componente principal del aceite de eucalipto es el eucaliptol
(1,8-cineol), asi mismo est4 constituido por pequenas cantidades de aldehidos volatiles,
terpenos, sesquiterpenos, aldehidos aromaticos, alcoholes y fenoles [7-10].

Por su parte, el eucaliptol tiene propiedades antisépticas particularmente de las vias res-
piratorias y urinarias, antipirético, balsimico y estimulante [11]. Es importante destacar,
que los aceites esenciales cumplen una labor fundamental en las plantas, estos compuestos
han sido creados en el laboratorio quimico de la naturaleza para proteger y prolongar la
vida de las plantas, ya que a menudo constituyen un medio de defensa frente a depreda-
dores, actuando como repelentes de insectos, bacterias, hongos y animales herbivoros,
previniendo asi la destruccién de las flores y hojas; otras veces, las esencias de las flores y
del polen acttian como hormonas de polinizacidn, atrayendo a las abejas y a otros insec-
tos, con lo cual ayudan en la fertilizacion cruzada de ciertas plantas [12].

Por lo anteriormente expuesto, en la presente investigacion se plated un  estudio compa-
rativo de los componentes volatiles de las especies E. robustus Sm., y E. globulus Labill.,
pertenecientes a la familia botdnica Myrtaceae en Mérida-Venezuela, asimismo se deter-
mind la actividad antimicrobiana de dichas especies frente a microorganismos patdgenos.

MATERIALES Y METODOS

Materia vegetal e identificacién botanica

Las hojas de las especies E. globulus Labill., y E. robustus Sm., (Myrtaceae) fueron reco-
lectadas en el Jardin de Plantas Medicinales de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
“Dr. Luis Ruiz Teran”, Universidad de Los Andes, Mérida — Venezuela. La muestra
estuvo integrada por la recoleccién de un (1) kilo de hojas frescas de las especies vegeta-
les para la extraccién de los aceites esenciales y los ensayos de actividad antimicrobiana.
La determinacién botédnica la realizé el Ing. Juan Carmona y un voucher de cada mues-
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tra fue depositado bajo el numero 01, en el herbario MERF de la Facultad de Farmacia
y Bioanlisis, de la Universidad de Los Andes.

Extraccion de los aceites esenciales

Para la extraccidn de los aceites esenciales de E. globulus Labill., y E. robustus Sm., las
hojas frescas (1,0 Kg) se separaron del resto del material vegetal y se licuaron con agua,
con la finalidad de romper las células que contienen el aceite aromatico. Las prepara-
ciones se sometieron a ebullicion mediante el método de hidrodestilacidn, utilizando
la trampa de Clevenger. El proceso se realizé durante 3 horas, hasta obtener un aceite
esencial de color caracteristico de cada especie vegetal. Los aceites obtenidos se tras-
vasaron a un envase dmbar y se les adicioné sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) para
eliminarle la humedad. Fueron guardados a baja temperatura de 4-6 °C, tomando la
precaucién de protegerlos de la luz y de la presencia de oxigeno, debido a que estos fac-
tores alteran la composicion de las esencias oxidando los dobles enlaces y cambiando la
configuracién de algunos componentes [13].

Determinacién de compuestos quimicos mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG-EM)

Las esencias obtenidas fueron analizadas por cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas (CG-EM) utilizando un cromatdgrafo de gases marca Hewlett-Pac-
kard modelo 6898, con columna de fenil-metil-polixilosano de 30 m de largo y 0,25 mm
de didmetro (HP-5 MS) y equipado con un detector de masa marca Hewlett-Packard
modelo 5973. La identificacion de los componentes se realizé usando la base de datos
Wiley MS Data Library 6th edicién [14]. Para el andlisis se prepard una solucién de 20
uL de cada aceite en 1 mL de éter dietilico. De cada muestra se inyecté 1,0 mL, para
su andlisis el tiempo fue de 50 min y se utiliz6 helio como gas portador, ajustado a una
velocidad lineal de 0,8 mL/min. El programa de temperatura utilizado fue el siguiente:
iniciandose en 60 °C durante cero (0) minutos, luego se incrementé a razén de 4 °C/min
hasta 260 °C. El inyector se mantuvo a 200 °C. La relacién de reparto fue de 1:100.

Cilculo de los Indices de Kovits

El calculo de los indices de Kovats se realizé en un cromatdgrafo de gases marca Perkin
Elmer modelo Autosysten. Se compararon los tiempos de retencién de los componen-
tes de cada aceite esencial con una serie de 7-parafinas (C,-C,,) [15]. Los valores obte-
nidos se compararon con los valores publicados en la literatura [16, 17].

Determinacién de la actividad antimicrobiana

Para evaluar la actividad antimicrobiana se empled la técnica de difusion en agar con
discos, llamada también método de Kirby-Bauer, empleando bacterias y levaduras de
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referencia internacional: Staphylococcus aurens (ATCC 25922), Enterococcus faeca-
lis (ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC
23357), Candida albicans (CDC B-385) y Candida krusei (ATCC 6258) de acuerdo

a la siguiente metodologia:

Preparacion de las placas: Para las bacterias se depositaron aproximadamente 20 mL
de agar Miieller-Hinton (HIMEDIA®) en placas de Petri [18] y para las levaduras 20
mL de agar Miieller-Hinton (HIMEDIA®), suplementado con 2 % p/v de glucosa y
azul de metileno (0,05 pug/mL) [19]. Luego las placas se dejaron solidificar a tempera-
tura ambiente y se conservaron a 4 °C hasta su uso.

Preparacién de los discos: Se emplearon discos de papel de filtro de 2 mm de grosor por
6 mm didmetro, los cuales se organizaron en una placa de Petri y se esterilizaron con luz
ultravioleta (LUV), durante toda la noche previa al ensayo. Posteriormente fueron impreg-
nados con 10 pL de cada aceite por separado y de igual modo se impregnaron discos con el
solvente utilizado (dimetil-sulféxido DMSO puro al 99,9%), como control negativo.

Preparacién del inéculo microbiano: Cada inoculo bacteriano se preparé en solu-
ci6n salina fisioldgica (SSF) estéril (0,85 % p/v NaCl), a partir de un cultivo fresco de
cada cepa bacteriana repicada en caldo Miieller-Hinton, y las levaduras en agar Sabou-
raud dextrosa con antibidtico control para cada cepa, hasta que se logré una turbidez
correspondiente al patrén de McFarland N° 0,5 (1 x 10 ¢® UFC/mL) para las cepas
bacterianas y en el caso de las levaduras al patrén de McFarland N° 1 (3 x 10 UFC/
mL, UFC: unidades formadoras de colonias).

Inoculacién: En el caso de las cepas bacterianas, una vez preparado el inéculo de cada
microorganismo, se sembré en la superficie del agar con un aplicador estéril. Para las
levaduras una vez preparado el inéculo de cada microorganismo, se suspendié 1 mL del
mismo en 20 mL de agar Miieller-Hinton modificado, mezclando en forma envolvente
con la finalidad de depositarlos en placas de petri una vez solidificado el agar y seco el ino-
culo. Se colocaron los discos de papel de filtro, previamente impregnados con los aceites y
con el control negativo sobre la superficie del agar inoculado. Asimismo, el disco estdndar
del antibiético de referencia como control positivo segun el microorganismo [20].

Incubacién: Después de haber colocado los discos en las placas con agar Miieller-Hin-
ton éstas se dejaron a temperatura ambiente por 30 minutos (Pre-incubacién); luego se
incub6 a 37 °C por 24 horas en posicién invertida, en atmdsfera aerdbica.

Lectura de los ensayos: Se realizo la lectura de los halos de inhibicion a las 24 horas.
La medicién de los didmetros de inhibicién alrededor de los discos impregnados con
los aceites, son producto de la accién antimicrobiana y se expresaron en milimetros
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para luego realizar su comparacién con las tablas de referencia permitiendo calificar a
la cepa como resistente, intermedia o susceptible a los aceites empleados. Se ha repor-
tado que cepas Gram positivas susceptibles a aceites esenciales de especies del género
Eucalyptus L'Hér., el didmetro del halo de inhibicién oscila entre 15 y 85 mm y de las
baterfas Gram negativas de 26,0 + 0,00 mm [21, 22].

Determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM)

Es la concentracién mds baja capaz de inhibir el crecimiento del microorganismo
visible [18]. Este método consiste en enfrentar a las cepas de referencia a diferentes
concentraciones de las muestras [23]. La cual se realiz6 preparando diluciones de los
aceites esenciales con DMSO, y se impregnaron discos con 10 uL de cada dilucién,
para luego ser evaluados por el método de difusién en agar con discos. Los ensayos se
realizaron por duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion quimica de los aceites esenciales de E. globulus Labill., y E. robustus Sm.

En la extraccion del aceite esencial del Excalyptus globulus Labill., se obtuvo 2 mL de
aceite a partir de 148,44 g de hojas (rendimiento 1,35 %). En cuanto a la identifica-
cién de los compuestos voldtiles, el cromatograma reporté 14 compuestos, los cuales
representan el 99,99 % del total del aceite extraido. Siendo los mayoritarios: 1,8-cineol
(43,36 %), el limoneno (15,86 %), el B-pineno (14,61 %), y el #-pineno (9,32 %) (Tabla
1). Con respecto al aceite esencial del Eucalyptus robustus Sm., se obtuvo 3,5 mL de
aceite a partir de 414,60 g de las hojas (rendimiento 0,84 %). En cuanto a la iden-
tificacién de los compuestos volatiles, el cromatograma reporté 20 compuestos, los
cuales representan el 98,76 % del total del aceite extraido. Siendo los mayoritarios:
a-pineno (37,61 %), p-cimeno (11,09 %), a-fellandreno (9,92 %), B-pineno (6,96 %),
a-terpineol (6,21 %), y al igual que el E. globulus Labill., presentd el limoneno (6,08 %),
y el 1,8-cineol (5,79 %), aunque en menor proporcion (Tabla 2).

Tabla 1. Componentes del aceite esencial de las hojas de E. globulus Labill.

Picos | Componentes TR (min) Area (%) IKcal IKtab
1 a-pineno 5,43 9,32 931 932
2 Canfeno 5,78 0,71 944 946
3 B-pineno 6,45 14,61 967 974
4 B-mirceno 6,72 0,77 975 988
(Contintia)
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Picos | Componentes TR (min) Area (%) IKcal IKtab
5 Limoneno 7,80 15,86 1010 1024
6 1,8-cineol 7,92 43,36 1016 1026
7 Terpinoleno 9,52 0,90 1082 1086
8 Endofenchol 10,31 0,67 1111 1114
9 Borneol 11,98 0,87 1166 1165
10 4-terpineol 12,34 1,31 1176 1185
11 a-terpineol 12,77 4,90 1189 1186
12 | Aromadendreno 20,72 1,95 1444 1439
13 Espatulenol 25,06 3,68 1582 1579
14 Viridiflorol 25,28 1,08 1588 1592

TR: Tiempo de Retencién, IKcal: Indice de Kovéts calculado, IKtab: Indice de Kovats referencial.

Los resultados obtenidos en el andlisis cromatografico coincide con el reportado por
Gonzélez-Guifiez et al. [24] en la publicacidn titulada: Aceite esencial de Eucalyptus
globulus Labill y Eucalyptus nitens H. Deane & Maiden (Myrtaceae) para el control
de Sitophilus zeamais motschulsky, donde se evidencia el efecto repelente del aceite
esencial de dichas especies, y en el anlisis fitoquimicos indicaron que los mayores cons-
tituyentes del aceite esencial de ambas especies son 1,8-cineol (eucaliptol) (55,49 % en
E. globulus y 59,85 % en E. nitens) y a-pineno (18,18 % en E. globulus y 18,36 % en
E. nitens). No existe una correlacién entre la concentracién de 1,8 cineol y 2-pineno
y el efecto repelente, lo que indica que estos compuestos no acttian de forma aislada
sino que en conjunto con otros presentes en el aceite esencial, como citronelal, citrone-
lol, citronelil de etilo, p-cimeno, eucamalol, limoneno, linalool, z-pineno, y-terpineno,
a-terpineol, alloocimeno y aromadendreno, de los cuales la mayoria se encuentran pre-
sentes en la muestras estudiadas.

Tabla 2. Componentes del accite esencial de las hojas de E. robustus Sm.

Picos Componentes TR (min) Area (%) IKcal IKtab
1 a-pineno 5,45 37,61 932 932
2 £-pineno 6,45 6,96 966 974
3 {£-mirceno 6,73 0,99 975 988
4 a-fellandreno 7,12 9,92 987 1002
5 p-cimeno 7,67 11,09 1004 1020
6 Limoneno 7,78 6,08 1009 1024
(Contintia)
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Tabla 2. (Continiia)

Picos Componentes TR (min) Area (%) IKcal IKtab
7 1,8-cineol 7,88 5,79 1014 1026
8 a-terpineno 8,63 1,26 1047 1054
9 Terpinoleno 9,53 1,28 1083 1086
10 Endofenchol 10,31 0,65 1111 1114
11 Borneol 11,98 0,80 1166 1165
12 Terpinen-4-ol 12,34 2,17 1176 1174
13 a-terpineol 12,77 6,21 1189 1186
14 Piperitona 14,85 1,01 1258 1249
15 Aromadendreno 20,72 0,84 1444 1439
16 Biciclogermacreno 22,47 0,68 1503 1500
17 Espathulenol 24,36 0,70 1576 1579
18 y-gurjuneno 25,05 3,34 1582 1475
19 Viridiflorol 25,27 0,78 1588 1592
20 a-eudesmol 27,00 0,60 1653 1630

TR: Tiempo de Retencién, IKcal: Indice de Kovéts calculado, IKtab: Indice de Kovats referencial.

Asimismo, los datos obtenidos no guardan mucha diferencia con los reportados por Yanez
etal. [25] alosaceites esenciales delashojas de E. globulusy E. camaldulensis,de Colombia,
que fueron obtenidos por hidrodestilacién y analizados por la técnica de Cromatografia
de Gases de Alta Resolucion (GCAR) se identificaron doce componentes mayoritarios:
1,8-cineol o eucaliptol (77-82 %), 2-pineno, limoneno, a-terpineno, 2-copaeno, guaiol,
a-felandreno, B-terpinen-4-ol, linalol, #-terpineol, mirceno y B-selineno.

Ademis, la presente investigacion se correlaciona con los resultados aportado por
Jinbiao ez al. [26], donde el nimero de componentes identificados y principales en
aceites esenciales de diferentes especies de eucaliptos presentan el 1,8-cineol. Los prin-
cipales componentes son monoterpenos (1,8-cineol, p-cimeno, citronelal, citronelol,
limoneno, 2-fellandreno, -fellandreno, 2-pineno, B-pineno, terpinoleno, 2-terpineol,
y a-tujeno) y sesquiterpenos (B-cariofileno, B-cudesmol, globulol, espatulenol y vir-
diflorol). El perfil quimico y los componentes principales de los aceites de hojas de
eucalipto varfan significativamente entre las especies. Esta diferencia se ha observado
incluso entre los 4rboles de la misma especie en diferentes periodos, sitios, método y
tiempo de extraccion.

Finalmente, se ha reportado que los metabolitos secundarios volétiles identificados en
los aceites esenciales de E. globulus y E. camaldulensis, empleando las diferentes técni-
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cas de extraccién, cambiaron ligeramente en sus respectivas concentraciones. La varia-
bilidad en los porcentajes de los componentes quimicos, pudo estar influenciado por
diversos factores, tales como, la técnica de extraccion (arrastre con vapor o hidrodesti-
lacién asistida por microondas), el tratamiento de la hoja (fresca o seca), las condicio-
nes del suelo y la edad de la planta, asi como por cambios de tipo genético [27].

Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de E. globulus Labill.,
y E. robustus Sm.

Los resultados obtenidos de la actividad de los aceites esenciales de E. globulus Labill.,
y E. robustus Sm., fueron reportados en la Tabla 3, donde se observa resultados positi-
vos significativos frente a todas las cepas ensayadas como: bacterias Gram positivas S.
aurens (ATCC 25922) con halos de 26 y 23 mm (E. globulus y E. robustus), y E. faecalis
(ATCC 19433) con 25 y 18 mm de didmetro respectivamente. Bacterias Gram nega-
tivas E. coli (ATCC 25922) (21 y 20 mm E. globulus y E. robustus) y K. pneumoniae
(ATCC 23357) (15 y 19 mm E. globulus y E. robustus). Asimismo, las levaduras como
C. albicans (CDC B-385) y C. krusei (ATCC 6258) con 8, 8y 7, 8 mm (E. globulus y

E. robustus) respectivamente.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de E. globulus Labill,, y E. robustus Sm.

Zona de Inhibicién (mm)*
Microorganismos Aceite Aceite Control Positivo
E. globulus | E. robustus ERT AMK AMP AMK FLU VON
-
Coddikes ||

Controles positivos: ERT: Eritromicina® (10mg), AMK: Amikacina® (30 mg), AMP: Ampicilina® (10 mg),
Fluconazol® (300 mg) VOR: Voriconazol® (400 mg); control negativo: Dimetil sulféxido. *Zona de inhibicién
en mm, didmetro del disco 6 mm, media tomada de dos ensayos consecutivos.

Asimismo, se muestra la concentracién inhibitoria minima (CIM), para ello se prepa-
raron distintas diluciones con un rango de concentracién desde 1-0,06 g/mL para el
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ensayo antibacteriano y con respecto a las levaduras el rango de concentracién fueron
desde 500-10 mg/mL. Con respecto a la especie E. globulus Labill., present6 contra S.
aureus una CIM de 0,5 g/mL, para E. faecalis 0,25 g/mL, para E. coli y K. pneuminiae
fue de 0,125 g/mlL, y para las levaduras C. albicans 100 yL/mLy C. krusei 50 pL/mL
(Tabla 4).

Tabla 4. Concentracién Inhibitoria Minima de la especie E. globulus Labill.

Zona de Inhibicién (mm)*
Microorganismos Aceite E. globulus 0,5 g/ 500 mL DMSO
lg/mL  05g/mL 025g/mL 0,125g/mL 0,06 g/mL
Staphylococcus aureus N .
ATCC 25922 8 6 NA NA NA
Enterococcus faecalis N N N
ATCC 19433 10 6 > NA Na
Escherichia coli N N N .
ATCC 25922 13 10 8 > NA
Klebsiella pnenmoniae . . " «
ATCC 23357 7 ’ 6 ° Na
puL/mL | 500 | 400 | 300 | 200 | 100 50 20 10
Candida albicans . . N . "
CDC B-385 9 8 8 7 6 NA | NA | NA
Candida krusei N N N N " "
ATCC 6258 14 12 11 11 8 7 NA | NA

NA: no activo.

Por su parte, la especie E. robustus Sm., presentd contra S. aureus una CIM de 0,125
g/mL, para las bacterias Gram positivas y Gram negativas y para las levaduras C. a/bi-
cans 50 uL/mLy C. krusei 10 uL/mL (Tabla 5). Estos resultados son comparables a los
reportados en la literatura, donde el aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus spp.) pre-
senta propiedades antibacterianas para bacterias Gram negativas E. co/i y Gram posi-
tivas S. aureus [28)]. De igual forma se ha reportado que las especies en estudio poseen
actividad antibacterial, antifungal, entre otras actividades bioldgicas [26].

Recientemente, se ha reportado la eficacia antibacteriana del aceite esencial de E. glo-
bulus para usarlo con fines industriales, ya que tiene actividad frente a bacterias Gram
positivos y algunas levaduras [21], razén de ser compuesto en un gran porcentaje por
eucalipto que se presume es el responsable de esta actividad [29, 30]. En resumen, los
AE presentan su accién antibacteriana de acuerdo a diversos mecanismos que son
dependientes del tipo de microorganismo. Estos mecanismos estan principalmente
asociados a los cambios en los canales de iones como el sodio, potasio y calcio, que
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Tabla 5. Concentracién Inhibitoria Minima de la especie E. robustus Sm.

Zona de Inhibicién (mm)*
Microorganismos Aceite E. robustus 0,5 g/ 500 mL DMSO
lg/mL  05g/mL  025g/mL  0,125g/mL 0,06 g/mL
Staphylococcus aureus N . N «
ATCC 25922 19 15 11 10 NA
Enterococcus faecalis . N . .
ATCC 19433 8 8 ’ 6 NA
Escherichia coli . N N "
ATCC 25922 12 10 8 ¢ NA
Klebsiella pneumoniae . . . X
ATCC 23357 10 8 8 ’ Na
pL/mL | 500 | 400 | 300 | 200 | 100 S0 20 10
Candida albicans . . . " " ”
CDC B-385 9 8 7 7 7 7 NA| NA
Candida krusei . N . N " M " .
ATCC 6258 14 13 11 11 10 8 7 7

NA: no activo.

aumentan la permeabilidad de la membrana bacteriana y propician su ruptura, con la
consecuente liberacion de sus constituyentes intracelulares [31].

Por lo tanto, la actividad bactericida y antifungica de especies de Encalyptus spp., esta
estrechamente relacionada con los fenoles y monoterpenos que poseen, debido a que
son capaces de tener una interaccion directa con el citoplasma del patégeno o bien,
gracias a su hidrofobicidad, pueden incorporarse a los lipidos de la membrana celular

bacteriana, en donde ocurre una fuga de iones y otros compuestos del microorga-
nismo [32].

CONCLUSIONES

A partir de este estudio, se puede concluir que el AE obtenido de las hojas de E. glo-
bulus Labill., los componentes quimicos mayoritarios encontrados por andlisis fito-
quimico, fueron: 1,8-cineol (43,36 %), limoneno (15,86 %), -pineno (14,61 %), y
a-pineno (9,32 %). Por su parte el AE de las hojas de E. robustus Sm., fueron: 2-pineno
(37,61 %), p-cimeno (11,09 %), a-fellandreno (9,92 %), B-pineno (6,96 %), a-terpenol
(6,21%), limoneno (6,08 %), y 1,8- cineol (5,79 %). Tanto los aceites esenciales de
E. globulus y E. robustus mostraron actividad contra las bacterias de cepas ATCC: §
.aureus, E. faecalis, E. coli y K. pneumoniae.
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Finalmente, todas las diluciones ensayadas en los aceites esenciales de E. globulusy E.
robustus mostraron actividad contra cepas CDC 385 de Candida albicans, obtenién-
dose para las mismas una CIM de 100 puL/mL con un halo de inhibicién de 6 mm
de didmetro y 50 uL/mL con un halo de inhibicién de 7 mm de didmetro respectiva-
mente. Y contra cepas ATCC 6258 de Candida Krusei obteniéndose para E. globulus
una CIM de 50 pL/mL con halo de inhibicién de 7 mm, y para E. robustus una CIM
de 10 pL/mL con halo de inhibicién de 6 mm de didmetro. Estos resultados son inter-
pretados como actividad significativa.
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