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RESUMEN

Introduccién: se estudié la composicidon quimica por cromatografia gaseosa-
espectrometria de masa de tres aceites esenciales extraidos de romero, tomillo y
curcuma, plantas muy utilizadas en Colombia para la industria alimentaria, en
especial como condimento. Adicionalmente se evaluaron estos aceites obtenidos
frente a dos cepas grampositivas y dos cepas gramnegativas.

Objetivo: determinar la composicion quimica y las constantes fisicas (densidad e
indice de refaccion) de los aceites esenciales de romero, tomillo y circuma en 3 meses
diferentes del afio, asi como evaluar la actividad antibacteriana de cada uno frente
a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella tiphymurium ATCC 14028s.

Métodos: los aceites esenciales se obtuvieron a partir del material vegetal fresco,
en un equipo de destilacion por arrastre con vapor, luego se caracterizaron por
cromatografia gaseosa-espectrometria de masa y segun los protocolos reportados
en la literatura, se obtuvieron sus propiedades fisicas; la actividad antibacteriana se
hizo mediante la metodologia de difusién en agar modificado.

Resultados: mediante el analisis de los aceites por cromatografia gaseosa-
espectrometria de masa se pueden observar los componentes mayoritarios de cada
una de las plantas. Para el caso del romero resultd piperitona (21,9 %), a-pineno
(14,9 %) vy linalool (14,9 %); para el tomillo 1,8-cineol (21,5 %) y o-cimeno (17,9 %);
y para la circuma, turmerona (36,9 %), a-turmerona (18,9 %) y B-turmerona
(13,6 %). Ademas, los resultados de los aceites esenciales de la actividad
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antibacteriana in vitro frente a cepas grampositivas y gramnegativas por el método
de difusién en agar modificado, con la cepa Staphylococcus aureus que resultd ser
el microorganismo mas sensible.

Conclusiones: se determinaron los componentes de cada uno de los aceites
esenciales y aunque se recolectaron en 3 meses diferentes del afio su composicion
quimica no vario; ademas, las propiedades fisicas encontradas de cada uno de los
aceites se compararon con estudios previos, por otra parte, los aceites inhiben la
cepa bacteriana de Staphylococcus aureus con un porcentaje considerable.

Palabras clave: actividad antibacteriana, aceites esenciales, romero, clrcuma,
tomillo.

ABSTRACT

Introduction: the chemical composition of three essential oils extracted from
rosemary, thyme and turmeric was determined by gas chromatography mass
spectrometry. These plants are commonly used in the Colombian food industry,
mostly as seasonings. The oils were also evaluated against two gram-positive and
two gram-negative strains.

Objective: determine the chemical composition and physical constants (density
and refractive index) of essential oils of rosemary, thyme and turmeric in 3
different months of the year, and evaluate the antibacterial activity of each against
Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella typhimurium ATCC 14028s.

Methods: the essential oils were obtained from fresh plant material using a steam
distillation apparatus. They were then characterized by gas chromatography mass
spectrometry following the protocols reported in the bibliography. Determination
was made of the physical properties of the oils. Antibacterial activity was
determined by the modified agar diffusion method.

Results: analysis of the oils by gas chromatography mass spectrometry revealed
the most abundant components in each of the plants. These were piperitone (21.9 %),
a-pinene (14.9 %) and linalool (14.9%) for rosemary; 1,8-cineole (21.5 %) and o-
cymene (17.9 %) for thyme; and turmerone (36.9 %), a-turmerone (18.9 %) and
B-turmerone (13.6 %) for turmeric. The antibacterial activity of the essential oils
against gram-positive and gram-negative strains was determined in vitro by the
modified agar diffusion method. The Staphylococcus aureus strain was found to be
the most sensitive microorganism.

Conclusions: determination was made of the components of each essential oil.
Despite the fact that they were collected in 3 different months of the year, their
chemical composition remained unaltered. The physical properties found in each oil
were compared with those reported by previous studies. The oils inhibit the
Staphylococcus aureus bacterial strain in a considerable proportion.

Key words: antibacterial activity, essential oils, rosemary, turmeric, thyme.

INTRODUCCION

Las investigaciones actuales han enfocado sus estudios en la busqueda de
compuestos que posean usos como agentes terapéuticos, con la finalidad de
controlar las diferentes enfermedades que derivan de los microorganismos,'? para
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ello el uso de los aceites esenciales ha tomado un papel importante en esta
busqueda, porque muchas veces la mezcla de componentes terpénicos,
(oxigenados varios de ellos), presentan algun tipo de actividad frente a bacterias
comunes.?* Por tal motivo, resulta necesario encontrar nuevos compuestos que
tengan efectos antibacterianos porque para el caso de las infecciones microbianas,
el desarrollo de resistencia es el resultado inevitable del uso indiscriminado de
antibioticos, lo que limita la eficacia y el tiempo de vida util de cada uno; y aunque
el uso correcto de compuestos con actividad antibacteriana, disminuira el desarrollo
de resistencias, no lo evitara. Solo el descubrimiento y desarrollo continuo de
nuevos farmacos y nuevas aplicaciones puede sobrellevar este problema.

Como las bacterias pueden evadir los efectos letales de los antibidticos a través de
varios mecanismos, lo que se requiere actualmente son agentes antibacterianos
con mecanismos de accidn novedosos; por ende, las fuentes naturales pueden
ayudar a la obtencién de varias sustancias o mezclas, lo anterior conociendo que
mas de 30 % de las personas en ciudades industrializadas sufren infecciones de
tipo bacteriano.>® Esto resalta la importancia de realizar estudios en aceites
esenciales para obtener una posible alternativa terapéutica con promisoria actividad
antibacteriana.

METODOS
Materiales y equipos

Las muestras frescas de hojas y tallo de romero, tomillo y circuma se recolectaron
en cultivos del municipio de Fusagasuga-Cundinamarca, las fechas en las que se
realizaron las colectas fueron: septiembre 19, octubre 22 y noviembre 19 de 2011,
respectivamente. Cada muestra se clasificé en el Herbario Nacional Colombiano,
para el caso de Rosmarinus officinalis COL 387717, para el caso de Thymus vulgaris
bajo COL000056203 y para el caso de la Curcuma longa COL000023703.

Las muestras frescas se trasladaron al laboratorio de Productos Naturales de la
Universidad Nacional de Colombia bajo refrigeraciéon a una temperatura de 4 °C,
posteriormente se hizo la extraccion del aceite esencial a 1 kg de material
proveniente de cada especie, procedimiento que se realizé en un equipo de
destilacion por arrastre con vapor durante 2 h cada uno, el aceite esencial obtenido
de cada muestra se separd de la capa acuosa, se seco con sulfato de sodio anhidro
y se filtrd, con este producto se establecieron la densidad especifica y el indice de
refraccion.” Una alicuota se envié para establecer su composicién quimica. Se
determinaron los indices de Kovats analizando de conjunto la muestra con una
mezcla de n-alcanos (C8 a C22).%° Los espectros de masas se realizaron en un
equipo Hewlett Packard 5973 GC/MS (cromatografia gaseosa-espectrometria de
masa) a 70 eV, equipado con un inyector automatico, utilizando una columna
capilar HP-5MS (30 m, 0,25 mm, 0,25 mm). El programa de temperatura utilizado
fue el mismo que se indico para el analisis cromatografico. Se inyecté una muestra
de 1,0 mL de una solucidn al 2 % del aceite esencial en n-hexano con reparto de
100:1. Se utilizdé una temperatura de inyeccidon de 200 °C. La identificacién de los
componentes de los aceites se realizé mediante comparaciéon computarizada de los
espectros obtenidos con los espectros de una Libreria Wiley (6ta. edicion).

Medios para cultivo bacteriano y otros reactivos

Para los cultivos y subcultivos de las cepas grampositivas se utilizé caldo de
tripticasa de soya (TSB; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). En los cultivos y
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subcultivos de las cepas gramnegativas se empled base Luria Broth (LB; Gibco,
Cerdanyola del valle, Barcelona, Espafna). Para realizar la dispersion bacteriana en
los ensayos de difusion radial se empled medio dispersivo bajo en nutrientes
preparado con 10 g de agarosa de baja electro-endosmosis (Sigma Chem. Co, St.
Louis, MO, USA), Tween-20 al 0,02 (v/v) (Merck, Darmstadt, Alemania) y 0,3 g de
TSB (tripticasa de soya) (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) para un volumen
final de 1 L de solucién. En la deteccion del crecimiento bacteriano se empled un
medio nutritivo revelador en una sobrecapa mediante la mezcla de los componentes
siguientes: 20 g de agar-agar (Difco Laboratories, Detroit, MI. USA), tween-20 al
0,02 (v/v) (Merck, Darmstadt, Alemania) y 10 g de tripticasa de soya (TSB), buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,2-7,4 se prepard de la manera siguiente: 0,2 g KH,PO,,
32 g NaCl, 0,8 g de KCl, 4,6 g de Na,HPO, para un volumen de 1 L de solucién.
Como controles positivos se utilizaron los antibiéticos ampicilina (A) 50,8 mg/mL,
(Binotal; Bayer® Alemania), sulfato de kanamicina (K) 10,25 mg/mL (Gibco,
Cerdanyola del valle, Barcelona, Espafia), tetraciclina monohidratada (T) 4,12 mg/mL
(Sigma Chem. Co, St. Louis, MO, USA) y 10 g de tripticasa de soya (TSB), buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,2-7,4 se prepard de la manera siguiente: 0,2 g KH,PO,,
32 g NaCl, 0,8 g de KCl, 4,6 de Na,HPO, para un volumen de 1 L de solucién. Como
controles positivos se utilizaron los antibioticos ampicilina (A) 50,8 mg/mL (Binotal;
Bayer® Alemania), sulfato de kanamicina (K) 10,25 mg/mL (Gibco, Cerdanyola del
valle, Barcelona, Espafia), tetraciclina monohidratada (T) 4,12 mg/mL (Sigma Chem.
Co, St. Louis, MO, USA).

Ensayo de actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se evalu6 frente a cepas de bacterias grampositivas:
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
gramnegativas: Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella tiphymurium ATCC
14028s, aportadas para este estudio por el profesor E. A. Groisman del
Departamento de Microbiologia Molecular de la Universidad de Washington, St.
Louis, MO, USA. La actividad antibacteriana del compuesto se evalud por la técnica
de difusidn radial adaptada de la metodologia publicada por Lehrer y otros,° y se
realizé en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), segun el
protocolo reportado previamente,!!'2 se obtuvieron los respectivos porcentajes de
inhibiciéon de crecimiento bacteriano.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestra la composicién quimica del aceite de R. officinalis, con la
presencia de 20 compuestos, dentro de los cuales los componentes mayoritarios
corresponden a piperitona (23,7 %), linalool (14,9 %) y &-pineno (14,9 %), este
aceite se compone de 11 monoterpenos oxigenados, 6 monoterpenos no
oxigenados, 2 sesquiterpenos oxigenados y 1 no oxigenado.

Para el caso del aceite esencial de T. vulgaris, se encontraron 30 componentes
(tabla 2), de los cuales el B-pineno (29,0 %), el 1,8-cineol (21,5 %) y el o-cimeno
(17,9 %) resultaron ser los componentes mayoritarios, ademas 12 de los
componentes del aceite esencial corresponden a terpenoides no oxigenados, 13 son
terpenoides oxigenados, 1 sesquiterpeno oxigenado y 4 sesquiterpenos no
oxigenados.
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Tabla 1. Composicién quimica del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

El aceite esencial de C. longa posee 12 componentes (tabla 3), los componentes
mayoritarios son la turmerona (36,9 %), la a-turmerona (18,9 %), y la B-
turmerona (13,6 %), este aceite tiene a diferencia de los dos anteriores 6
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Tabla 2. Composicién quimica del aceite esencial de Thymus vulgaris
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Tabla 3. Composicion quimica de Cdrcuma longs

Compuestos indice de refraccidn S
Turmerona 819 36,9
g-turmerona g0z 18,9
S-turmerona 825 13,6
Isdmero del ciclopentanilo 1100 &,1
Curcumeno 209 1,8
Bornano 9ad a,9
Citral o660 a3
Zingibereno 623 0,5
cis-farnesaol 539 Q,3
Zingiberenaol 761 0,2
Oxido de cariofileno 692 0,01
Cariofileno &3 0,08

En la figura se exponen los resultados del ensayo de inhibicion de crecimiento de
las cepas bacterianas, valoradas por el método de difusidon en agar para cada uno
de los aceites evaluados; esta grafica también incluye los porcentajes de inhibicion
presentados por los patrones utilizados en este estudio, los cuales fueron
kanamicina, tetraciclina y ampicilina.

Porcentaje de inhibicidn
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Fig. Resultados de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Rosma-
Fnus officinalls, Thymus vulgarls, Curcuma longa.
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Es importante recalcar que a los aceites obtenidos se les determiné la densidad
especifica y el indice de refraccidn (tabla 4), para comparar con otros resultados
estas propiedades fisicas, las cuales resultaron ser muy similares a las reportadas
en la literatura.

Tabla 4. Datos de densidad especifica e indice de refraccion de los aceites

obtenidos
Fecha de Densidad (g/mL)1%-20 indice de refraccign 17-1%
recoleccion | Septiembre | Octubre | Moviembre | Septiembre | Octubre | Noviembre
19 22 19 19 22 19
Rormerao 0,82 0,84 0,82 1,2233 1,2544 1,2545
Tomillo 0,78 0,80 0,80 1,4914 1,4900 1,5002
Curcuma 1,25 1,26 1,24 1,8990 1,9022 1,9200

17-13 Reportes bibliograficos previos de la densidad e indice de refraccion de romero, tomillo v
clrcuma, respectivamente.

DISCUSION

Los aceites obtenidos de R. officinalis (romero), T. vulgaris (tomillo) y C. longa
(curcuma) mostraron luego del analisis correspondiente, perfiles cromatograficos
iguales para las 3 recolecciones. La caracterizacion de cada uno de ellos por CG-EM
mostrd un alto porcentaje de compuestos del tipo monoterpeno y sesquiterpeno; es
asi como en el aceite de romero se pudo observar que de los 20 componentes
determinados, 55 % era de monoterpenos oxigenados y 35 % de sesquiterpenos no
oxigenados; en el aceite de tomillo de los 30 componentes encontrados, 43 % se
corresponde a monoterpenos no oxigenados, 40 % a monoterpenos oxigenados y
porcentajes mas pequefios de compuestos tipo sesquiterpeno; en el aceite de
curcuma se lograron determinar 12 componentes, de los cuales la mayoria son del
tipo sesquiterpeno, predominando 50 % de sesquiterpenos oxigenados y 25 % de
sesquiterpenos no oxigenados. Para este Ultimo de los aceites esenciales la
cantidad de compuestos del tipo monoterpeno es menor respecto a los dos aceites
anteriores, teniendo en cuenta la bibliografia se encuentran algunas similitudes con
respecto a los componentes mayoritarios de cada muestra.'>**

En la evaluacion de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales, teniendo
en cuenta los patrones utilizados se observa que existen porcentajes de inhibicidn
altos, incluso comparables con la ampicilina; de acuerdo a ello, de los tres aceites
evaluados frente a la cepa de S. aureus, se pueden observar porcentajes de
inhibicion de 60 % para el caso del aceite de romero y 70 % en los aceites de
tomillo y circuma, respectivamente. Resulta interesante ver que estos dos ultimos
aceites se caracterizan porque poseen un porcentaje representativo de
monoterpenos no oxigenados, con respecto al aceite de romero.

La otra cepa evaluada que produjo resultados con respecto a los porcentajes de
inhibicion corresponde a E. faecalis, otra bacteria grampositiva, con porcentajes de
inhibicion de 40 % del aceite de romero, 20 % para el aceite de tomillo y 50% para
el caso de la curcuma, esto puede indicar que posiblemente el aceite de circuma es
de los mas activos, porque en sus componentes principales posee un porcentaje
alto de sesquiterpenos oxigenados, confirmado por estudios anteriores que
reportan resultados similares.®

Los aceites evaluados no presentan porcentajes de inhibicidon representativos frente
a las cepas gramnegativas E. coli y S. tiphy. Por su parte los resultados de
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densidad e indice de refracciéon son comparables con los obtenidos en la
literatura,’’*° lo cual complementa su caracterizacién.

Este trabajo muestra el estudio de tres especies aromaticas muy utilizadas en
Colombia con fines de caracter culinario, medicinalmente no se poseen estudios
representativos, 1o que amerita continuar con estos para obtener nuevos
componentes que sirvan como agentes antibacterianos. Por esta razén es que los
aceites esenciales resultan ser de nuevo una fuente importante para lograr este
objetivo, ademas, si a esto se le agrega que el cultivo de romero, tomillo y circuma
es bastante sencillo, permite postularlos como una alternativa interesante.

Los aceites de las especies en estudio no mostraron cambios respecto a su
composicion quimica en las tres recolecciones realizadas entre septiembre y
noviembre del afio pasado, se sugiere colectar muestras en otras épocas del afio
para determinar si existe algun tipo de variacion respecto a sus componentes.
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