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I. INTRODUCCION

El uso de las fragancias para propdsitos ornamentales, rituales y
medicinales data desde los comienzos de la civilizacion.

En la actualidad los aceites esenciales, como tales, y los compues-
tos que por destilacién o por otros medios se obtienen a partir de éstos
son ampliamente utilizados, no sélo por sus propiedades medicinales
sino por sus caracteristicas aromatizantes; industrialmente se emplean
para la alimentacion humana y animal, en cesmetologia, en insectici-
das, pinturas, adhesivos, etc, con el objeto de saborizar y proporcio-
nar un aroma agradable.

El presente estudio tiene por objeto determinar los principales
componentes del aceite esencial de Eucalyptus citriodora procedente
de Cundinamarca y de los Llanos Orientales, extraido de las hojas por
destilacion con arraste de vapor, y conocer sus propiedades fisicoqui-
micas y biologicas.

La informacién que se tiene sobre el aceite esencial de Eucalyptus
citriodora se refiere a ejemplares cultivados en Australia, India, Es-
pafa y Brasil.

Il. MATERIALES Y METODOS

Materiales:

1. Material vegetal

La recoleccion del material (hojas), se hizo en los municipios de
San Francisco en Cundinamarca y de Puerto Lopez en los Llanos Orien-
tales, regiones localizadas entre 2.000 y 2.300 metros sobre el nivel del
mar (Muestras Nos. 1y 2).

Los ejemplares fueron clasificados en el Herbario Nacional Colom-
biano con el nimero 49263.
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2. Material biolégico

Las cepas bacterianas elegidas para llevar a cabo las pruebas mi-
crobioldgicas de las muestras de aceite esencial de Eucalyptus citrio-
dora Bailey fueron:

Staphylococcus albus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pro-
teus vulgaris, procedentes del Laboratorio de Microbiologia del Depar-
tamento de Farmacia, U. Nal.

Métodos
1. Extraccion del aceite esencial de la planta.

El método de obtencion de los aceites esenciales a partir del ma-
terial vegetal varia de acuerdo a factores como: composiciéon quimica
de laesencia, constitucion fisica del material y materia prima que se va
atratar(1,2).

Los métodos mas utilizados son:

Obtencion por expresion (1,3,4); con disolventes (5); por infusién
(1,3,6); por absorcion (1,3,4); por destilacion (7,8,9); destilacion con
agua (10,1); destilacion con agua y vapor (11,12); y destilacién por
arrastre con vapor de agua.

El método mas utilizado en este estudio fue el de destilacion por
arrastre con vapor de agua; se utilizaron 8 kilos de hojas frescas unifor-
memente divididas. Se obtuvieron 400 ml. de aceite los cuales se enva-
saron en recipientes oscuros y se almacenaron a baja temperatura
(5°C). Se marcaron como muestras No. 1y No. 2.

2. Estudio Fisicoquimico
2.1. Examen organoléptico

2.2. Constantes fisicas

La determinacion de las constantes fisicas de un aceite esencial
permite conceptuar sobre la calidad y la pureza.

A las muestras objeto de este estudio se les determing, la grave-
dad especifica por el método del picnémetro (13); el indice de refrac-
cion a 20°C (14); la rotacion especifica, para lo cual se empleé un pola-
rimetro Carl Zeiss y celdas de 1,5 dcm de longitud; el punto de ebulli-
cion; la solubilidad en disulfuro de carbono, cloroformo, bisulfito de
sodio y en etanol (15, 16, 17, 18, 19) y el residuo de evaporacion (20).
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2.3. Constantes quimicas

Acidez libre (21) indice de ésteres (22)

3. Anailisis preliminar del aceite

3.1. Cromatografia en capa fina

Para conocer la composicion aproximada del aceite de Eucalyptus
citriodora, las muestras No. 1y No. 2 se sometieron a una separacion
cromatografica en capa fina y se emplearon capas de 0.250 mm.

Se utilizaron los sistemas de solventes recomendados en la bibli-
grafia (23) entre los cuales se pueden citar:

A: Cloroformo; B: Cloroformo - Acetato de Etilo en las siguientes pro-
porciones: 95:5; 90:10; 85:15; 80:20; C: Benceno; D: Benceno - Aceta-
to de Etilo 95:5; 90:10; 85:15; 80:20.

Como reveladores se emplearon los reactivos de:

1: 2,4 Dinitro fenil hidrazina; 2: acido fosfomolibdico; 3: Anisaldehido-
acido sulfuarico; 4: Yoduro de Potasio - almidon; 5: tricloruro de anti-
monio; 6: Pentacloruro de antimonio; 7: Tricloruro de antimonio-
pentacloruro de antimonio; 8: Vainillina - acido sulfarico; 9: Acido sul-
fanilico diazotado; 10: Verde de bromocresol; 11: Verde de bromocre-
sol- azul de bromofenol. Para su preparacion se siguié la técnica pro-
puesta en la bibliografia (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30).

3.2. Estudio espectroscopico

Con el objeto de comprobar la presencia de algunos grupos fun-
cionales observados en los cromatogramas al emplear los diferentes re-
veladores, se determiné el espectro de absorcion molecular al ultravio-
leta (UV) y al infrarrojo (IR). El espectro al ultravioleta de las dos mues-
tras fue obtenido en un espectrofotometro Beckman modelo BD-G.
El espectro al infrarrojo se obtuvo en un espectrofotometro Perkin
Elmer modelo 700 entre 4.000 y 650 cm™ .

4. Identificacion, aislamiento y valoracion de los principales compo-
nentes del aceite.

4.1. De acuerdo a la informacion obtenida en la literatura y con el ob-
jeto de identificar los principales componentes del aceite, se procedio
a hacer un estudio cromatografico en capa fina a partir de las dos mues-
tras de aceite, frente a los siguientes patrones de comparacion: Citrone-
lal, Citronelol, Alfa- terpineol, Citral y Geraniol. Las condiciones
del ensayo fueron: Adsorbente: Silica gel G (placas de 0.250 mm);
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solvente: Benceno- Acetato de Etilo: 85:15; concentracion de las
muestras: Los patrones fueron diluidos en propanona 1:10. Las mues-
tras del aceite esencial se diluyeron en el mismo solvente en la propor-
cion 1:7; volumen colocado: 3 microlitros; reveladores: 1y 8.

Segun lo observado en el ensayo anterior, se comprobé la presen-
cia de sustancias con valores Rf muy cercanos, por lo cual se procedio
a hacer cromatografia funcional (31) y bidimensional.

4.2. Cromatografia funcional.

Esta técnica cromatografia es de gran importancia, pues las sus-
tancias a separar son transformadas por los diferentes reactivos en
derivados con propiedades muy diferentes a las que poseian las sustan-
cias iniciales, razon por la cual se pueden separar sustancias de Rf
semejante mediante esta técnica. Algunas veces no es necesario el
uso del revelador ya que los productos de reaccion tienen coloracion
propia, como en el caso de los compuestos carbonilicos que al reaccio-
nar con la 2,4 Dinitrofenilhidrazina forman las 2,4 Dinitrofenilhidra-
zonas correspondientes que tienen coloracion propia (31).

Las condiciones que se utilizaron para llevar a cabo la cromatogra-
fia funcional fueron: Colocacion de la muestra: reaccion en el punto de
aplicacion de la cromatoplaca; muestra: los aceites fueron diluidos con
propanona (R.A.) (1:1); los patrones (citral y citronelal (9:1)) fueron
diluidos con propanona (R.A.)(1:1); solventes: se utilizaron los siste-
mas: Ay D.; reactivo: 2, 4- Dinitrofenilhidrazina.

4.3. Cromatografia bidimensional en capa fina

Las condiciones de la técnica bidimensional fueron las siguientes:
Adsorbente silica gel G; muestras: aceite No. 1 y 2 en propanona
(1:1); patrones: mezcla de citral y citronelal (1:1) en propanona (1:9);
solvente: primer recorrido Benceno- acetato Etilo: 85:15; segundo re-
corrido: Benceno- Acetato de Etilo: 95:5; 2: primer recorrido: Benceno-
Acetato Etilo: 85:15; segundo recorrido: Benceno; 3: primer recorrido:
Benceno- Acetato Etilo: 95:5; segundo recorrido: Cloroformo; 4: pri-
mer recorrido: Cloroformo- Acetato Etilo: 95:5; segundo recorrido:
Cloroformo; 5: primer recorrido: Cloroformo; segundo recorrido:
cloroformo- Acetato de Etilo: 80:20; Revelador No. 1

4.4. Aislamiento de Citronelal y de Geraniol

Una vez ubicados e identificados los principales componentes de
las muestras en estudio (citronelal y geraniol) por cromatografia en
capa fina en sus diferentes modalidades, comparando con patrones, se
procedio a aislarlos para comprobar su identidad.
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Cromatografia preparativa en capa fina

Se trabajo en placas de 20 x 20 cms en las siguientes condiciones:
Adsorbente: Silica gel HF 254 (capas de 0.5 mm);. solvente: Benceno-
Acetato de Etilo 85:15; revelador: luz UV de 254 nm; muestras: aceite
No. 1y No. 2.

Se demarcaron las zonas cuya posicion correspondio a los patrones
de comparacion (citronelal y geraniol), se rasparon cuidadosamente y
se eluyeron con etanol del 96% . El solvente fue removido, y el residuo
obtenido en cada caso fue sometido a pruebas de pureza y de identidad
como: cromatografia en capa fina, (mono y bidimensional), indice de
refraccion y espectroscopia al UV e IR.

4.5. Valoracion de Citronelal y de Geraniol

Comprobada la presencia de citronelal y de geraniol se procedio
a su cuantificacion en las dos muestras, para lo cual se utilizaron los
siguientes métodos:

4.5.1. Valoracion del Citronelal:
Espectrofotometria al UV

El método se aplicé previa separacion de los componentes em-
pleando cromatografia en capa fina, en las condiciones de trabajo indi-
cadas en 4.4

La determinacion espectrofotométrica se hizo a 222.5 nm dentro
de valores de concentracion que mostraron el cumplimiento de la ley
de Lambert- Beer. Como patrén se utilizé citronelal Lucta y como sol-
vente etanol de 96% .

Cromatografia en fase gaseosa

La valoracién de citronelal en las dos muestras de aceite esencial
de Eucalyptus citriodora, se llevo a cabo en las siguientes condiciones:
Instrumento: Cromatografo Perkin Elmer modelo 880 detector de ioni-
zacion de llama; flujo de nitréogeno: 30.15 ml/ min.; columna: HB 2.000
Uconoil 50 polar; temperatura de inyector: 170°C; temperatura del de-
tector: 170°C; temperatura de la columna: programa entre 85°C y
110°C, velocidad 6°C por minuto; volumen de inyeccion: 0,5 microli-
tros; estandard interno: n- Hexanol; solvente: propanona; soporte:
Chromosorb- W-HMDS; la identificacion del citronelal se hizo compa-
rando los tiempos de retencion del patrén y de las muestras en estudio.
Para la curva de calibracion se utilizé citronelal Lucta.
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4.5.2. Valoracién del Geraniol

Espectrofotometria al UV

Este método se realizé en la misma forma como en el caso del ci-
tronelal, previa separacion cromatografica y posterior determinacion
de la absorbancia de los elautos del patron y del problema en el espec-
trofotometro a 205 nm.

Cromatografia en fase gaseosa: Las condiciones en las que se llevo
a cabo la determinacion fueron las mismas que para el citronelal a ex-
cepcion de la temperatura la cual fue programada desde 85°C hasta
140°C a una velocidad de 10°C/min, manteniéndola un minuto isotér-
mica. La identificacion se hizo por comparacion de los tiempos de re-
tencion.

5. Estudio de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Euca-
lyptus citriodora.

En vista de las propiedades antibacterianas que presentan algunos
aceites esenciales se procedi6 a su comprobacion en las muestras
objeto de estudio. Para el efecto se llevaron a cabo tres tipos de ensa-
yos:

5.1. Método bioautografico

El método consiste basicamente en una separacion cromatografi-
ca previa del aceite esencial y posterior inoculacion de las placas con
varios microorganismos siguiendo diferentes técnicas (35).

La técnica seguida para el ensayo fue la siguiente: en placas de vi-
drio de 2.5 cm por 7.0 cm cubiertas con silica gel HF254 de 0.250mm.
de espesor se colocaron 50 microlitros de una dilucion al 50% de cada
uno de los aceites; las cromatoplacas se desarrollaron utilizando el
solvente Benceno - Acetato de Etilo 85:15 el cual se dej6 evaporar com-
pletamente, una vez desarrolladas las placas. Las cromatoplcas fueron
cubiertas después con agar nutritivo previamente inoculado al 2%
con un cultivo de 18 horas de crecimiento de cada uno de los microor-
ganismos citados en el numeral 2 de la parte de ‘‘materiales y méto-
dos’’ y luego incubadas a 37°C durante 24 horas al cabo de las cuales se
observo si se presentaban zonas de inhibicion.

5.2. Método de difusion en gel
Este método permitié ver la accion antimicrobiana que presenta

el aceite completo. La técnica seguida para su desarrollo fue la siguien-
te:
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En caja de Petri de 10 cm de diametro se colocaron 20 ml. de agar
nutritivo previamente inoculado al 2% con un cultivo de 18 horas decre-
cimiento de cada uno de los microorganismos; una vez solidificado se
hicieron tres orificios de 0.5 cm de diametro los cuales se llenaron con
0.1 ml de las diluciones al 50 y 75% del aceite en etanol y del aceite
esencial puro (100%).

Las cajas se dejaron a la temperatura ambiente durante 45 minu-
tos, como tiempo de predifusion y luego fueron incubadas a 37°C du-
rante 24 horas, al cabo de las cuales se observo si se presentaban zonas
de inhibicion.

5.3. Método de difusion en placas colocando discos de papel impregna-
dos con las muestras en estudio.

Con este método al igual que con el anterior se puede observar la
accion antimicrobiana del aceite completo.

Para su desarrollo se llevé a cabo la siguiente técnica: en cajas de
Petri de 10 cm de didametro se colocaron 20 ml de agar nutritivo estéril;
una vez solidificado, se inocul6 con 0.1 ml de un cultivo del microorga-
nismo al 2% en la superficie del agar con ayuda de un aza de Drigalsky.
Luego se colocaron en la superficie inoculada, dos discos de papel de
filtro estériles de 0.5 cm de diametro los cuales habian sido previamen-
te impregnados con el aceite dejandolos secar a la temperatura ambien-
te en condiciones estériles. Se incubaron las cajas a 37°C durante 24
horas al cabo de las cuales se observaron zonas de inhibicion.

Para todos los ensayos microbiologicos se elaboraron cultivos para
controlar el crecimiento y buen estado de los microorganismos duran-
te el desarrollo en las diferentes pruebas. Los microorganismos utili-

zados fueron los mencionados en el numeral 2 de la parte de materiales
y métodos’’ (36, 37, 38, 39, 40, 41).

lIl. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Rendimiento

El rendimiento obtenido aplicando el método de extraccion con
arrastre de vapor fué del 1.92%.

2. Propiedades fisicas y quimicas del aceite

El examen organoléptico de las muestras corresponde a un liqui-
do transparente, color amarillo tenue, el cual puede tornarse verdoso
con el tiempo, poco viscoso y de olor agradable.

Las propiedades fisicas y quimicas de las muestras estudiadas fi-

guran en las tablas | y I1.
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TABLAI

CONSTANTES FISICAS Y QUIMICAS
DEL ACEITE ESENCIAL DE EUCALYPTUS

Etanol 75%
Etanol 80%
Etanol 90 %
Etanol 95%

soluble en 2,9 vol

soluble en 1.4 vol.
soluble en 0.6 vol.
solubleen 0.1 vol.

CITRIODORA.
Constante Aceite 1|Aceite 2 Valo_r dado
en la literatura

Gravedad especificaa 15°C 0.8654 | 0.8670 | 0.8658 a 0.8740
Rotaci6n 6ptica -1.26 2.48a-2.48
Indice de refraccion a 20 °C 1.4516 | 1.4520 | 1.4510 a 1.4560
Punto de ebullicion a ° ° No se encuentra
560 mm de Hg 229°C | 231°C reportado
Residuo az evaporacion 1.2% | 1.33% No fg;;‘,‘i:ﬁg”a

. . No se encuentra
Acidez libre 3.2 reportado
Indif:e d_e ésteres antes de 18.5 12 260
acetilacion
Indige d.e ésteres después de 252.3 | 243.6 230 a 292
acetilacion

TABLA Il
SOLUBILIDAD DEL ACEITE ESENCIAL
DE EUCALYPTUS CITRIODORA
Solvente Aceite 1 Aceite 2

Agua insoluble insoluble
Disulfuro de carbono soluble soluble
Cloroformo soluble soluble
Bisulfito de sodio soluble* soluble*
Etanol 50 % insoluble insoluble
Etanol 60 % insoluble insoluble
Etanol 65% insoluble insoluble
Etanol 70 % insoluble insoluble

soluble en 3.0 vol.
soluble en 1.6 vol.
soluble en 0.7 vol.
soluble en 0.2 vol.

* Solubilidad después de 10 minutos de calentamiento.
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Los valores encontrados se ajustan a las especificaciones dadas en
la literatura para este aceite (27, 29, 42).

La solubilidad en disulfuro de carbono y en cloroformo indican au-
sencia de humedad en las muestras.

3. Anilisis preliminar del aceite
3.1. Cromatografia en capa fina.

De acuerdo con lo observado al emplear diferentes condiciones en
cuanto a concentracion de las muestras, sistemas de solventes y reve-
ladores, las mejores condiciones fueron las siguientes:

Concentracion: 3 microlitros de una dilucion al 50% del aceite
esencial en propanona (R.A.)

Reveladores: 1: 2, 4 Dinitrofenilhidrazina caracteristico para com-
puestos carbonilicos. Con este revelador se observaron 3 compuestos,
uno de los cuales esta en gran proporcién; 2: Acido fosfomolibdico;
3: Anisaldehido- acido sulfirico; 6: Pentacloruro de Antimonio; 8: Vai-
nilla- acido sulfurico.

De acuerdo a la intensidad y al tamano de las manchas observadas
con los reveladores anteriores, se pudo apreciar la presencia de por
lo menos 9 compuestos, 2 de ellos estan en una proporcién muy supe-
rior alos demas.

3.2. Espectroscopia al infrarrojo

Los espectros de absorcion molecular al IR de las dos muestras se
compararon con los datos reportados por la literatura (42, 43) para
este aceite esencial; se apreci6 gran concordancia entre los valores en-
contrados vy los reportados.

3.3. Los espectros de absorcion molecular al ultra violeta para las mues-
tras No. 1y No. 2 presentaron dos bandas de absorcién a 220 y 236,5
nm.

Analizando y asociando los datos obtenidos en 3.1, 3.2. y 3.3. del
capitulo de resultados y discusion de resultados se lleg6 a la conclusion

de que los aceites tienen en su composicion compuestos carbonilicos,
fenoles, terpenos y sesquiterpenos.

4. Identificacion, aislamiento y valoracién de los principales componen-
tes del aceite.

4.1. Cromatografia en capa fina

Latabla Il resume los resultados obtenidos en este ensayo.
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TABLAIII
VALORES Rf* DE LOS DIFERENTES COMPONENTES DEL
ACEITE ESENCIAL DE EUCALYPTUS CITRIODORA
Y DE ALGUNOS PATRONES

Compuesto No.

Revelador Muestra

1 2 3 4 5 6 7
1 Citronelal 90
Citral 79
Aceite 1 90 | 80 53
Aceite 2 90
8 Citronelol 43
Terpineol 41
Geraniol 50
Aceite 1 90 | 68 57 | 50 38 10 6
Aceite 2 90 | 67 58 | 50 37 10 6

Adsorbente: Silica Gel G;
Solvente: benceno- Acetato de Etilo 85:15; *Rf x 100

4.2. Cromatografia funcional en capa fina

La cromatografia funcional ensayada para la separacién adecuada
de citronelal y citral mostro un resultado igual al obtenido por cromato-
grafia en capa fina.

4.3. Cromatografia bidimensional en capa fina

De los sistemas de solventes ensayados los que mostraron una se-
paracion bien definida del citral y del citronelal fueron: Benceno-
Acetato de Etilo: 85:15 para el primer recorrido y Benceno para el se-
gundo recorrido. Los Rf obtenidos figuran en la tabla IV.

TABLA IV

VALORES Rf* PARA CITRONELAL CITRAL Y ACEITE ESENCIAL
DE EUCALYPTUS CITRIODORA POR
CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL

Compuesto No.

1 2 3
10.re-|20.re- [10.re-|20. re- |10. re- | 20. re-
corrido]corrido |corrido [corrido |corrido [corrido
1 Citronelal 90 81
Citral 80 58
Aceite 1 90 82 80 58 54 6
Aceite 2 90 80 89 43 89 6

Adsorbente: Silica Gel G.; *Rf x 100

Revelador| Muestra
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Teniendo en cuenta el tamafio e intensidad de las manchas obte-
nidas se pudo observar que el citral esta presente en el aceite en can-
tidades muy bajas.

4.4. Aislamiento de Citronelal y de Geraniol
Los compuestos aislados por cromatografia preparativa y los patro-

nes de comparacion usados y tratados en las mismas condiciones pre-
sentaron las propiedades reportadas en la tabla V.

TABLAV

PROPIEDADES DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DEL
ACEITE ESENCIAL DE EUCALYPTUSCITRIODORA,
DELCITRONELAL Y DEL GERANIOL

. Tiempo de Rf. cromatografia
Muest Compuesto [Rf* cromatografia Indice de retencion croma. | bidimensional
uestra aislado capa fina refracciona 20°C fase gaseosa 1o, 20.
(minutos) recorridojrecorrido
Aceite 1 1 89 1.4499 1.3 90.3 81.5
Aceite 1 2 50 1.4690 2.5 - -
Aceite 2 1 89 1.4498 1.3 90.6 81.8
Aceite 2 2 50 1.4691 2.5 - -
Citronelal 90 1.4499 1.3 90.5 81.8
Geraniol 50 1.4692 2.5 - -
*Rf x 100

La cromatografia bidimensional se le hizo solamente al compuesto
aislado No. 2 (citronelal) con el fin de comprobar la ausencia de citral.

El espectro al infrarrojo de los compuestos aislados es igual al
obtenido a partir de los patrones de citronelal y de geraniol.

El espectro al ultravioleta de los patrones de citronelal (A 222,5
y 242,5 nm) y geraniol ( A 205 nm) coinciden exactamente con los com-
puestos aislados.

Los tiempos de retencion de estos compuestos en los aceites 1y
2 son exactamente iguales a los de la mezcla de los patrones de citrone-
lal y geraniol (Fig.1, 2, 3).

Los ensayos cromatograficos en capa fina realizados a los com-
puestos aislados y a los patrones presentaron los siguientes resultados:

a) La cromatografia de una mezcla 1:1 de citronelal aislado y citro-
nelal patron present6é una sola mancha de Rf 90.0; la realizada simul-
taneamente con citronelal patron y el citronelal aislado mostré en cada
caso una sola mancha con un Rf de 90.0
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b) La cromatografia hecha a la mezcla 1:1 de geraniol patron y gera-
niol aislado presenté una mancha de Rf 50.0; la realizada simultanea-
mente al geraniol patron y geraniol aislado mostré cada cual una man-

cha con un Rf de 50.0

De acuerdo a los resultados obtenidos se considera que los dos
componentes principales del aceite son citronelal y geraniol.

4.5. Valoracién de citronelal y de geraniol
4.5.1. Valoracion de citronelal
Método espectrofotométrico al UV

Cromatografia en fase gaseosa.

Los resultados de la valoracion de citronelal por el método espec-
trofotométrico y por cromatografia en fase gaseosa se aprecian en la

tabla VI.

TABLA VI

PORCENTAJE DE CITRONELAL EN EL ACEITE ESENCIAL DE
EUCALYPTUS CITRIODORA

Porcentaje de | Porcentaje de
Método citronelal citronelal
Aceite 1 Aceite 2
Espectrofotométrico 65.5 56.5
Cromatografia en fase gaseosa 70.0 60.0

4.5.2. Valoracion de Geraniol

Método espectrofotométrico al UV

Cromatografia en fase gaseosa

Los resultados obtenidos en la valoracion de geraniol por espectro-
fotometria al ultravioleta, y por cromatografia en fase gaseosa se pue-

den observar en la tabla VII.

TABLAVII

PORCENTAJE DE GERANIOL EN ELACEITE ESENCIAL DE
EUCALYPTUS CITRIODORA

Porcentaje de | Porcentaje de
Método geraniol geraniol
Aceite 1 Aceite 2
Espectrofotométrico 11.0 13.5
Cromatografia en fase gaseosa 12.0 14.0
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Las diferencias encontradas entre los resultados obtenidos con los
dos métodos empleados tanto para la valoracion de citronelal como para
la de geraniol, se podrian deber en primer lugar a que el método es-
pectrofotométrico aplicado es precedido de una separacion cromato-
grafica en capa fina y posterior eluciéon y en segundo término a que la
cromatografia en fase gaseosa es un método mucho mas sensible y es-
pecifico para sustancias volatiles.

5. Estudio general de la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de Eucalyptus citriodora.

5.1. Método bioautografico

En los ensayos realizados se encontraron zonas de inhibicién que
indican la actividad antimicrobina de algunos de los componentes del
aceite.

Para obtener resultados reproducibles se controlaron los siguien-
tes paramet.-os:

Concentracion del aceite, poblacion microbiana, espesor de la
capa de silica, tamafo de la cromatoplaca, residuos del solvente,
condiciones de humedad durante el crecimiento del microorganismo
y tiempo de incubacién del microorganismo.

Estos parametros deben definirse para cada germen y para cada
especie vegetal a ensayar.

5.2. Método de difusion en gel

Los resultados encontrados por este método se resumen en la ta-
bla VIII.

TABLA VIII

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
EUCALYPTUS CITRIODORA POR EL METODO
DE DIFUSION EN GEL

Zonas de inhibicion

- — —
Microorganismo Aceite: 100.% AC(.BIte. 75% Acc?lte. 50%
Aceite |Aceite{Aceite | Aceite | Aceite | Aceite
1 2 1 2 1 2
Staphylococcus albus + + + + + +
Staphylococcus aureus + + + + + +
Escherichia coli + + + + + +
Proteus vulgaris + + + + + +
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Se hace notar que al afirmar la presencia de zonas de inhibicion,
se esta haciendo referencia a cualquier tamano o intensidad de inhi-
bicion observada en el ensayo, respecto a los controles de crecimiento
que se tenian.

5.3. Métodos de difusion en placa colocando discos de papel de filtro
impregnados con las muestras en estudio.

En la tabla IX se observan los resultados obtenidos en este ensayo.

TABLA IX

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
EUCALYPTUS CITRIODORA POR ELMETODO
DE DIFUSION EN PLACA

Zonas de inhibiciéon
Microorganismo
Aceite 1 Aceite 2
Staphylococcus albus + +
Staphylococcus aureus + +
Escherichia coli + +
Proteus vulgaris + +

Como en el caso anterior, la afirmacion comprende uanicamente la
presencia o no de zonas de inhibicion.

Como se puede observar, no hay diferencia entre los resultados
obtenidos con los diferentes métodos. La inhibicion de crecimiento en
estos ensayos, nos indican que las muestras en estudio si poseen ac-
tividad antimicrobiana, la cual seria interesante estudiar con mayor de-
talle.

Por la intensidad de la inhibicion que presento el aceite sobre los
diferentes microorganismos se puede establecer cualitativamente que
el orden de sensibilidad, de mayor a menor, de los microorganismos
ensayados al aceite es el siguiente:

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Staphylococcus albus, Pro-
teus vulgaris.

109



IV. CONCLUSIONES

Después de analizar las propiedades y la composicion de las dos
muestras de aceite esencial de Eucalyptus citriodora Bailey, no se en-
contré una marcada diferencia a pesar de tener distinta procedencia.

La composicion encontrada indica que el compuesto que esta en
mayor cantidad es el citronelal, el cual le proporciona la fragancia ca-
racteristica.

Por la calidad, por sus propiedades antomicrobianas y el uso indus-
trial que se le puede dar al aceite esencial de Eucalyptus citriodora
Bailey, su cultivo y explotacion a nivel industrial es una buena perspec-
tiva para el pais.

RESUMEN

Se estudiaron desde el punto de vista fitoquimico y microbiologico
dos muestras de aceite esencial de Eucalyptus citriodora Bailey, pro-
cedentes de dos regiones diferentes de Colombia.

Para el aislamiento, identificacion y cuantificacion de citronelal y
de geraniol, se empleé la cromatografia en capa fina, funcional, en fase
gaseosa, espectrofotometria al ultravioleta y al infrarrojo.

Al aceite completo se le hicieron pruebas preliminares para evi-
denciar su posible actividad antimicrobiana, empleando diferentes mé-
todos, pudiéndose observar un efecto inhibitorio por parte de las dos
muestras estudiadas frente a: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Staphylococcus albus y Proteus vulgaris.

SUMMARY

Phytochemical and microbiological studies of two samples of the
essential oil of Eucalyptus citriodora Bailey, from two different Co-
lombian regions were achieved.

Citronellal and geraniol were isolated from the essential oil and
further identified and quantified by means of thin layer, functional and
gas chromatography along with infra-red and ultraviolet spectroscopy.

Different methods were used in order to prove the antimicrobial
activity of the oil. The two samples which were assayed, showed ac-
tivity againt Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Staphylococcus
albus and Proteus vulgaris.
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