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RESUMEN

Se evalud la actividad antibacteriana 7 vitro de aceites esenciales de diferentes especies
del género Citrus frente a cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epider-
midis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa'y Escherichia coli, determinando
la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB). Las bacterias se replicaron en medios de agar y caldos especificos. Se deter-
miné el momento de mdxima densidad éptica (DQgy) para emplearlo como tiempo
de incubacién; luego se hicieron pruebas de evaluacién de sensibilidad con la exposi-
ci6n de las cepas a concentraciones a 1000 g/mL del extracto en caldo. Para solubi-
lizar se empled dimetilsulféxido (DMSO) al 1%. Posteriormente, se le determiné la
concentracién minima inhibitoria mediante metodologias de microdilucién en caldo
y la concentracién minima bactericida. Encontrdndose una actividad de los aceites
esenciales del género Citrus, con valores de CMI > 600 mg/mL frente a S. aureus,
S. epidermidis, K. pneuwmoniae, P. aeruginosa'y E. coli. En funcién a los resultados obte-
nidos, se concluye que las diferentes especies del género Cizrus son consideradas como

promisorias para el control del componente bacteriano.
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SUMMARY

Antibacterial activity iz vitro of essential oils
from different species of the genus Citrus

The in vitro antibacterial activity of essential oils of different species of the Citrus
genus was evaluated against ATCC strains of Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli,
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bacte-
ricidal concentration (MBC). The bacteria were replicated in specific agar media
and broths. The maximum optical density moment (ODy,,) was determined to be
used as the incubation time; sensitivity tests were then performed with exposure of
the strains at concentrations to 1000 tg/mL broth extract. 1% dimethylsulfoxide
(DMSO) was used to solubilize. Subsequently, the minimum inhibitory concentra-
tion was determined using microdilution methodologies in broth and the minimum
bactericidal concentration. We found strong activity of the essential oils of the genus
Citrus, with values of CMI 2 600 mg/mL against S. aureus, S. epidermidis, K. pneu-
moniae, P. aeruginosa and E. coli. Based on the results obtained, it is concluded that
the different species of Citrus genus are considered as promising for the control of the

bacterial component.

Keywords: Antibacterial activity, Cizrus, essential oil.

INTRODUCCION

Colombia es un pais que posee una gran diversidad de ecosistemas y microclimas, lo
cual hace que su vegetacién sea muy variada, enriquecida con especies endémicas y
diversidad genética muy alta. Algunas de las plantas que se pueden encontrar poseen
aceites esenciales con principios activos que han demostrado actividad biolédgica o
industrial, con amplias perspectivas para llevar a cabo la investigacién y el desarrollo de
nuevos productos [1-4].

El término “aceite esencial” (AE) es utilizado para referirse a sustancias liquidas, vol4-
tiles, de caracter lipofilico y con propiedades aromaticas. Estas sustancias son sinteti-
zadas por las plantas como metabolitos secundarios y pueden ser extraidas mediante
métodos fisicos como la destilacién a vapor o hidrodestilaciéon [5-7]. Los AE tienen un
papel importante en la proteccion de las plantas, pues actian como agentes antibacte-
rianos, antivirales, antiﬁ'mgicos e insecticidas [8-17]. Poseen una composicion quimica
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compleja que consiste en una mezcla de sustancias organicas como hidrocarburos, alco-
holes, aldehidos, cetonas, ésteres, ete. [12, 18]. Algunos aceites esenciales se extraen de
las células localizadas en el flavedo (parte externa coloreada de la cdscara) de los frutos

citricos [3, 12, 13, 19-24].

Los citricos pertenecen a la clase Angiospermae, a la subclase dicotiledénea, a la orden
rutae, a la familia rutaceae, cuyos frutos o frutas poseen un alto contenido en vitamina
C y é4cido citrico y al género Citrus, y dentro de ellos se conocen las siguientes especies:
naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata), limén (Citrus aurantifolia),
pomelo (Citrus paradisi) [12, 13, 14-19]. El origen del género Citrus se sitta en el
sureste de Asiay el centro de China, Filipinasy el archipiélago indomalayo hasta Nueva
Guinea. Las primeras variedades e hibridos de citricos son el resultado de un largo pro-
ceso de identificacion, colecta y reproduccion de plantas silvestres [19-24].

Los citricos son cultivos permanentes y, en general, tienen alta adaptabilidad a diversas
condiciones climdticas, facilitando su cultivo en un gran nimero de paises, aunque las
regiones productoras por excelencia han sido localizadas en el continente americano y
en el occidente del continente europeo [3, 12, 13]. En especial, la naranja es la fruta mas
comun del género Citrus spp., y la més conocida en el 4mbito mundial [19-23].

El género Citrus, cuyo término comun es citrico, designa las especies de grandes arbus-
tos o arbolillos perennes (entre 5 m y 15 m) de la familia de las rutceas cuyos frutos
poseen un alto contenido en vitamina C y dcido citrico, el cual les proporciona ese
sabor 4cido tan caracteristico [18, 25].

En este trabajo, se obtuvieron AE, mediante hidrodestilacién (HD) e hidrodestilacién
asistida por la radiacién con microondas (MWHD), de las especies vegetales naranja
(Citrus sinensis), limén (Citrus aurantifolia), mandarina (Citrus reticulata), pomelo
(Citrus paradisi), cultivadas en el norte del departamento de Bolivar (Colombia); y se
determind la composiciéon quimica, la sensibilidad antibacteriana y la concentracién
minima inhibitoria (CMI) iz vitro de los AE frente a cepas ATCC de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli.

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos y otros materiales se adquirieron a entidades reconocidas. El dimetilsul-
féxido (DMSO) se adquirié de JT Baker (Phillipsburg, EEUU). El Caldo Miieller Hin-
ton (caldo MH) y el agar Miieller Hinton (agar MH), se obtuvieron de Merck KGaA
(Darmstadt, Alemania). La gentamicina sulfato de Biopex SAC (Estandar Secundario
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Lote: 10C256). Las cepas bacterianas provinieron de la American Type Culture Collec-
tion (ATCC): Staphylococcus aurens (ATCC 25923 ), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
y Escherichia coli (ATCC 25922).

Recolecciéon del material vegetal

El pericarpio de las frutas de naranja (C. sinensis), limén (C. aurantifolia), mandarina
(C. reticulata), pomelo (C. paradisi) se recolecté en la ciudad de Cartagena, ubicada en
el norte del departamento de Bolivar (10°25'25"N 75°31'31"0), Colombia.

Se tomaron 1000 g de pericarpio por semana, en el periodo comprendido de abril a mayo
del 2016 bajo la supervisién del ingeniero agronomo Antonio Carlos Bustillo, quien rea-
lizé la identificacién taxondmica de la especie.

Procesamiento del material vegetal

El pericarpio de las frutas colectadas se lavé con agua desionizada, y se seleccioné las que
se encontraban frescas, enteras, sin sefiales de deterioro. En seguida se trocearon, pesaron
y procesaron inmediatamente [6].

Procedimientos de extraccidon del AE

La obtencién del AE por HD, se efectud en un equipo de hidrodestilacién del tipo
Clevenger 500 g del material vegetal, se introdujeron en el balén de extraccién, el cual
contenfa 500 mL de agua destilada. El tiempo de extraccion fue de 3 h.

Por el método MWHD, la obtencién se llevé a cabo en un equipo de destilacion tipo
Clevenger con un reservorio de destilacion Dean Stark adaptado a un sistema de calen-
tamiento por radiacién de microondas, un horno microondas convencional marca
(Samsumg, Estados Unidos), con una potencia del 70%, dentro del cual se colocé un
balén de extraccién de 4 L con 500 mL de agua destilada y 500 g del material vegetal.
El tiempo de extraccién fue de 3 h [4, 5].

En ambos casos, los aceites esenciales obtenidos se separaron por decantacion e inme-
diatamente se almacenaron en viales dmbar a 4 °C hasta la realizacién de los respectivos
andlisis. Los rendimientos en la extraccion se evaluaron por triplicado a tiempos de 20,
30, 40, 50, 60, 90, 120 y 180 min, operando siempre bajo las mismas condiciones [4, 5,
26, 27], segtin la ecuacioén (1):

% Rendimiento = (W, /W, ) * 100 (1)

Donde, W es el peso (g) obtenido del aceite esencial y Wy corresponde al peso en gramos (g) del material vegetal fresco.
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Andlisis del AE por cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM)

Se empled un equipo CG/EM 7890A/5975C Agilent (Estados Unidos) en interfase
con un detector selectivo de masas HP5973 Network conectado en linea con un sis-
tema HP-MS ChemStation y la base de datos NIST-2008. Las condiciones de opera-
ci6én fueron las siguientes: columna capilar HP-SMS (5% phenyl methyl silox, 30 m x
250 um x 0,25 um), temperatura inicial 45 °C, temperatura de la linea de transferencia
de 280 °C y volumen de inyeccién 1,0 4L en modo spliz (20:1), con temperatura del
inyector de 250 °C [5]. La deteccion de los compuestos se realizé por comparacion del
espectro de masas, en cada tiempo de retencidn, con los reportados en la base de datos

NIST-2008 [4, 6].

Actividad antibacteriana iz vitro

Los indculos bacterianos se prepararon de acuerdo con las indicaciones establecidas
por el Instituto de Estdndares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés)
[28], se tomaron entre 3 y 4 colonias bien diferenciadas y morfoldgicamente similares
de las bacterias previamente sembradas en placas de Petri con agar MH, luego aquellas
se suspendieron en tubos de ensayo con caldo MH estéril, se incubarona 35+ 2°Cy
se verificd constantemente la densidad éptica (DO) a 620 nm en lector de microplacas
(Multiscan EX Thermo®), hasta que la suspensién bacteriana alcanzé una DOy, entre
0,08 - 0,1 unidades, lo que equivale 2 0,5 en la escala de McFarland (1 x 10* UFC/mL),
la cual fue diluida a fin de obtener una suspension de trabajo de 5 x 10° UFC/mL en
los ensayos bioldgicos [29-33]. A fin de determinar la fase de crecimiento exponencial
de las bacterias y, de manera consecuente, el tiempo de incubacién de estas, se realiza-
ron curvas de crecimiento de las cepas en estudio. Para ello, 0,1 mL del in6culo diluido
se adiciond a 9,9 mL de caldo MH e incubado a 35 + 2 °C y se verificé la DOy, de
la suspensién bacteriana en un lector de microplacas [33]. Se utilizé dimetilsulféxido
al 1% (DMSQ) para disolver el extracto obtenido; este se emplea con frecuencia en
estudios microbioldgicos [9, 34, 35]. Posteriormente, el DMSO al 1% y el extracto
disuelto se incubaron en placas de 96 pocillos a 35 + 2 °C por el tiempo definido para
cada bacteria en las curvas de crecimiento; transcurrido este tiempo, se determiné los
porcentajes de viabilidad frente al blanco de maximo crecimiento (caldo con inéculo).
Para la evaluacién de la actividad antibacteriana, se prepararon soluciones concentra-
das de 1000 ug/mL de los aceites esenciales, segun el criterio de autores que consideran
como promisorios aquellos extractos vegetales que presenten valores de concentracién
minima inhibitoria (CMI) inferior a 1000 xg/mL [10]. Esta solucién se incubé con
las suspensiones bacterianas durante el tiempo definido para cada bacteria en las cur-
vas de crecimiento, a 35 + 2 °C, utilizando gentamicina sulfato (0,016 mg/mL) como
control positivo de actividad antibacteriana. Transcurrido este tiempo, las placas se
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agitaron durante 5 min a 100 rpm, se determiné la DO, en lector de microplacasy se
estimd la viabilidad por comparacion frente al blanco de méximo crecimiento.

Concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se determiné la CMI de aquellos aceites esenciales que presentaron porcentajes de
inhibicién superiores al 90%, siguiendo lo establecido por el CLSI con algunas modi-
ficaciones. Brevemente, 50 uL de las suspensiones de las cepas bacterianas en estudio se
incubaron, por el periodo de tiempo definido para cada bacteria en las curvas de creci-
miento bacteriano, a 35 + 2 °C, en placas de 96 pocillos, con 50 4L de concentraciones
seriadas entre 50 y 1000 seg/mL del extracto evaluado. Las placas se sellaron durante el
periodo de incubacién para reducir la evaporacion; al finalizar este tiempo, se agitaron
a 100 rpm durante 5 min y se determiné la DOy, en lector de microplacas. La CMI
se calculé como la minima concentracién del extracto o fraccién que inhibe completa-
mente el crecimiento bacteriano y se expresé en ug/mkL [29-32].

Concentracién minima bactericida (CMB)

Para determinar la concentraciéon del aceite esencial que mostré completa inhibicién del
crecimiento bacteriano, en el ensayo de determinacién de la CMI, se tom¢ un indculo
con un asa estéril y se hizo un subcultivo en placas de Petri con agar MH. Las pla-
cas inoculadas se incubaron a 35 + 2 °C durante el tiempo adecuado para cada bacte-
ria, luego del cual se evalu6 si habia crecimiento de colonias bacterianas. La CMB se
calculé como la minima concentracién del compuesto que no permite el crecimiento
visible de colonias en la placa de Petri. En caso de observarse crecimiento, se concluye
que esa concentracion del extracto o fraccidn produce un efecto bacteriostatico [11].

Analisis estadistico

Los resultados correspondientes a tres ensayos independientes se expresaron como el
promedio + el error estindar de la media (ESM). Para la organizacién de los datos se
empled la hoja de calculo MS Excel 2010, y para los andlisis estadisticos el paquete
GraphPad Prism V5.00 para Windows.

REsSuLTADOS

La eficiencia de la extraccion de los aceites esenciales de C. sinensis, C. aurantifolia, C.
reticulata, C. paradisi se presenta en la figura 1.
La identificacién de los componentes, los tiempos de retencién y los porcentajes de

abundancia son reportados en la tabla 1. Los monoterpenos son los metabolitos vol4tiles
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con mayor abundancia en los AE. El compuesto mayoritario encontrado es el limoneno
para ambos métodos “HD y MWHD? en todas las muestras evaluadas.
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Figura 1. Cinética de extraccién de los a) AE de C. sinensis y C. paradisi; b) C. aurantifolia, C. reti-
culata, obtenidos por el método de hidrodestilacién por arrastre de vapor (HD) e hidrodestilacién
asistida por microondas (MWHD).
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Tabla 1. Componentes mayoritarios detectados en los AE obtenidos por el método de hidrodestila-

cién por arrastre de vapor (HD) e hidrodestilacién asistida por microondas (MWHD).

Porcentaje de abundancia relativa (t*, min)*

Compuesto C. sinensis C. aurantifolia C. reticulata C. paradisi
HD |MWHD | HD |[MWHD| HD |MWHD| HD | MWHD
pineno 0,38 0,59 1,68 | 177 | 070 | 090 | 045 | 065
(9,89) | (990) | (9,09) | (9,00) | (991) | (991) | (9.98) | (9.88)

. 1,17 139 | 1,00 | 1,09 | 090 100 | 611 | 625
p-mirceno (12,01) | (1245) | (1201) | (1245) | (12,10) | (12,05) | (11,89) | (11,99)
Limoneng | 8880 | 9020 | 6928 | 7880 | 9222 | 9355 | 7211 | 7522

(13,05) | (13,01) | (13,36) | (13,61) | (13,34) | (13,55) | (12,90) | (12,91)
Linalool 0,60 089 | 1460 | 1789 | 3,03 | 389 | 054 | 066
(15,09) | (1566) | (18,14) | (18,09) | (1479) | (14:88) | (1590) | (16,09)

* Tiempo de retencién (tz) y abundancia relativa (%) de los aceites esenciales, identificados por comparacién con espectro de
masas de referencia de la base de datos NIST - 2008. ** Todos los resultados presentaron diferencias estadisticas significativas

aun nivel de confianza (P < 0,05).

Los ensayos de crecimiento revelaron que las cepas de S. aureus, S. epidermidis, K.
pneumoniae, P aeruginosa y E. coli alcanzaron la mayor DOy a las 20 h; por tanto,
estos fueron los tiempos de punto final de incubacién en los bioensayos de actividad
antibacteriana. Para disolver los aceites esenciales evaluados en DMSO al 1%, primero
se evalud el crecimiento bacteriano y se demostré que este disolvente no inhibié la
viabilidad de ninguna de las cepas; por consiguiente, se eligi6 utilizar un sistema caldo:
DMSO en proporcién 99:1. Los resultados de la evaluacién de la sensibilidad antibac-
teriana de los aceites esenciales de C. sinensis, C. paradisi, C. aurantifoliay C. reticulata
obtenidos por el método de hidrodestilacién por arrastre de vapor (HD) ¢ hidrodesti-
lacién asistida por microondas (MWHD) (tabla 1), permitieron identificar los extrac-
tos capaces de inhibir el crecimiento de las cepas bacterianas, tomando como criterio de
seleccion, aquellos que fueron capaces de inhibir en mas de 90% a las tres cepas (tabla
2). Por tanto, se le determiné la CMIy CMB.

La CMI se determina con la utilizacion de caldo inoculado y estandarizado, al que se
le adicionan soluciones del aceite esencial a diferentes concentraciones, provocando
una dilucion. Los valores se presentan en la tabla 3.

Por su parte, los resultados de la CMB para los aceites esenciales sugieren que a esas
concentraciones su actividad se debe a efectos de tipo bacteriosttico y no bactericida

(tabla 3).

167



Miladys Esther Torrenegra Alarcon, Netlis Paola P4jaro, Glicerio Leén Méndez

Tabla 2. Sensibilidad antibacteriana de los aceites esenciales de C. sinensis, C. paradisi, C. auran-

tifolia y C. reticulata obtenidos por el método de hidrodestilacién por arrastre de vapor (HD) ¢

hidrodestilacién asistida por microondas (MWHD).

Porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano

Muestras S. aureus | S. epidermidis | K. pneumoniae | P. aeruginosa E. coli
C. sinensis HD* 90,50 £ 0,25 | 90,00 = 1,00 92,50+0,33 | 92,98 +0,25 | 92,30 + 0,15
C. sinensis
MWHD* 90,90 +£ 0,50 | 91,03 + 0,30 93,00 £0,22 | 93,55+0,66 | 92,80+ 0,11
Iig‘fmd‘” 90,50+ 0,52 | 90,50+ 1,00 | 92504033 | 91,98 £0.25 | 92,00 + 0,15
C. paradisi 91,00+ 033 | 9033+0,11 | 92,80 4022 | 92,00+ 0,66 | 92,78 + 0,11
MWHD* ,00+0, 3340, 800, ,00 + 0, 7810,
C. aurantifolia
HD* 90,10 £ 0,89 | 90,23 + 0,05 91,09 £ 0,78 | 91,07 £0,78 | 90,99 + 0,50
Cawantiflic | 9099 055 | 90474033 | 9244055 | 92984033 | 92,17 40,67
MWHD* ,99 £ 0, 47 10, 4+0, 98 +0, 17 10,
C. reticulata HD* | 90,80+ 0,50 | 90,57 + 1,11 92,08 £ 0,15 | 92,00+0,22 | 91,90 +£ 0,70
C. reticulata
MWHD* 91,00 £ 0,33 | 91,00+ 0,25 92,50+0,11 | 93,10+ 0,10 | 92,22 + 0,35
Gentamicina 98,10 0,33 | 98,00%0,50 | 97,00+0,55 | 98,00+0.25 | 98,00+ 0,33
(control)

*Aceites esenciales que inhibieron mis de 90% a las cinco cepas. Los valores corresponden a la media de tres ensayos inde-

pendientes + desviacién estdndar.

Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bactericida (CMB) de

aceites esenciales frente a S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, P. aeruginosay E. coli.

Cepas bacterianas | Aceite esencial | Método de extraccion | CMI(ug/mL) | CMB(ug/mL)
HD 900 > 1000
C. sinensis
MWHD 900 > 1000
HD 1000 > 1000
C. paradisi
MWHD 1000 > 1000
§. aureus HD 1000 > 1000
C. aurantifolia
MWHD 1000 > 1000
HD 900 > 1000
C. reticulata
MWHD 900 > 1000
(Contintia)
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Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima bactericida (CMB) de

aceites esenciales frente a . aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, P. aeruginosay E. coli (continuacion).

Cepas bacterianas | Aceite esencial | Método de extraccion | CMI(ug/mL) | CMB(ug/mL)
HD 1000 > 1000
C. sinensis
MWHD 900 > 1000
HD 1000 > 1000
C. paradisi
MWHD 1000 > 1000
S. epidermidis
HD 1000 > 1000
C. anrantifolia
MWHD 1000 > 1000
HD 900 > 1000
C. reticulata
MWHD 900 > 1000
HD 700 > 1000
C. sinensis
MWHD 600 > 1000
HD 800 > 1000
C. paradisi
) MWHD 700 > 1000
K. pneumoniae
HD 900 > 1000
C. aurantifolia
MWHD 800 > 1000
HD 800 > 1000
C. reticulata
MWHD 600 > 1000
HD 800 > 1000
C. sinensis
MWHD 600 > 1000
HD 900 > 1000
C. paradisi
MWHD 800 > 1000
P, aeruginosa
HD 900 > 1000
C. anrantifolia
MWHD 800 > 1000
HD 800 > 1000
C. reticulata
MWHD 700 > 1000
HD 700 > 1000
C. sinensis
MWHD 600 > 1000
HD 900 > 1000
C. paradisi
MWHD 800 > 1000
E. coli
HD 900 > 1000
C. anrantifolia
MWHD 800 > 1000
HD 700 > 1000
C. reticulata
MWHD 600 > 1000
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Discusion

Las plantas aromaticas son fuente de aceites esenciales, productos de alto valor agre-
gado, empleados diariamente como aditivos alimenticios y fragancias, entre otros
[2-5]. El uso de estas plantas, a lo largo de la historia, ha conducido a la busqueda de
métodos de extraccién de aceites esenciales que ofrezcan ventajas tanto en la eficiencia
de extraccién como en la calidad del aceite obtenido [6, 8-11]. Teniendo en cuenta que
la composicién quimica estd influenciada por diversos factores, como la temperatura,
altitud, condiciones de cultivo, suelo origen y edad de la planta, asi como por cambios

de tipo genético [6].

Los rendimientos de AE mds altos se alcanzaron en las especies de pomelo y mandarina
caracterizado por el alto contenido de limoneno. Se encontraron diferencias estadisti-
cas significativas para el rendimiento segtin el método de extraccién empleado. Estos
resultados indican que la técnica MWHD mostré ser el método mas efectivo en la
extraccion de los aceites esenciales [36, 37]. Esto es debido a la accién de las microon-
das sobre las paredes glandulares que contiene el aceite esencial, lo cual hace que el
material vegetal se rompa mds rdpido y eficientemente [26]. La hidrodestilacién asis-
tida por microondas utiliza tres formas de transferencia de calor dentro de la muestra:
la irradiacién, conduccion y conveccién. Como resultado, produce calor con mayor
rapidez dentro y fuera de las glandulas. Con la HD esta transferencia de calor solo
puede ocurrir por conduccién y conveccién, lo que la hace menos efectiva [6, 37].

De igual manera, la técnica de MWHD presenta ventajas destacables en comparacién
con HD en cuanto a disminucién de tiempo y uso de solvente (agua), calentamiento
efectivo y tamano de equipo reducido. Sin embargo, la HD es un método sencillo,
reproducible, econémico y, sobre todo, ampliamente utilizado en la industria [6, 26,

27,36,37].

En los aceites estudiados, la fraccion monoterpénica es la mds abundante. El limoneno
es el monoterpeno presente en mayor proporcion (72,11% y 93,55%, abundancia rela-
tiva, tabla 1). El AE de C. reticulata mostré un mayor porcentaje, seguido de C. sinensis
y C. paradisi; estos resultados son comparables con los reportados entre 76% y 96%
para los AE citricos [19-24]. Entre los monoterpenos detectados en mayor proporcion
que le siguen al limoneno son el B-mirceno y el linalool, los cuales se encuentran dentro
de lo reportado por la literatura para aceites esenciales de citricos [22].

Cabe resaltar que los aceites esenciales mostraron un mayor efecto inhibitorio frente
a cepas Gram-negativas. Este comportamiento particular frente a un grupo de cepas,
probablemente se debe a que la pared celular de las bacterias Gram-positivas estudiadas
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estd compuesta basicamente por peptidoglicano que representa hasta el 90% de la
pared, 4cidos teicoicos que también suelen estar presentes en pequenas cantidades y
polisacdridos; mientras que la pared celular de las Gram-negativas estd constituida
solo por el 10% del peptidoglicano, ademds posee tres polimeros que se encuentran
fuera de su envoltura: lipoproteina, membrana externa y lipopolisacaridos, este ultimo
con un contenido de lipido A que pudiera favorecer la entrada, por disolucién de los
aceites esenciales debido a su cardcter hidrofébico y provocar la muerte celular por
desestabilizacién de la membrana externa y la membrana plasmdtica. Este lipido A no
estd presente en las bacterias Gram-positivas y esta seria una causa probable del efecto
del aceite en los diferentes grupos bacterianos, donde las bacterias Gram-negativas son
relativamente mds sensibles [22]. El cardcter hidrofébico de los AE le permite atravesar
la pared celular de bacterias Gram-negativas a través de canales compuestos por unas
proteinas llamadas porinas, las cuales se encuentran en la membrana externa y facili-
tan el transporte de nutrientes y sustancias de bajo peso molecular dentro de la célula,
incluyendo agentes antimicrobianos [12, 19, 22].

Los componentes de los aceites esenciales podrian ejercer actividad antibacteriana por
interferir en la bicapa de fosfolipidos de la membrana celular causando el incremento
de su permeabilidad y pérdida de los constituyentes celulares, dado que destruye el sis-
tema de enzimas incluyendo las que implican la produccién de energfa celular (fuerza
motriz de protones) y de respiracién bacteriana, cuando se trata de concentraciones
bajas de los aceites esenciales; mientras que a altas concentraciones provocarfan dafios
severos de los componentes estructurales de la célula bacteriana, como la pérdida de
homedstasis o inactivando o destruyendo el material genético, dando lugar a la muerte
celular. En el mecanismo de accién de los aceites esenciales como agentes antibacte-
rianos, se debe considerar el gran nimero de compuestos quimicos que se encuentran
presentes en estos, cuyas actividades antibacterianas no presentan un mecanismo espe-

cifico [12, 19, 22].

En funci6n a los resultados obtenidos, concluimos que las diferentes especies del género
Citrus son consideradas como promisorias para el control del componente bacteriano.
El rendimiento de los aceites esenciales es dependiente del método de extraccion uti-
lizado para su obtencién. Desde el punto de vista de la quimica, los aceites esenciales
contienen mayoritariamente monoterpenos, siendo el limoneno el que se encuentra con
un mayor porcentaje de abundancia relativa. Se destaca que el proceso de hidrodestila-
ci6n asistida por radiacion con microondas es considerado un método répido, eficiente,
verde y relativamente econdémico en comparacion con la hidrodestilacién convencional.
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