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Resumen

Los extractos de plantas se han convertido en potenciales alternativas tanto paralaindustria de
medicamentos como para la alimentaria debido a la actividad antioxidante de los compuestos naturales
y a desarrollo de multirresistencia por parte de los microorganismos a los conservantes y antibiéticos
de uso comun. El objetivo ddl presente trabajo consistio en evaluar la capacidad antimicrobiana de los
extractos hidroalcohdlicos de limoncillo y curcuma frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Saccharomyces sake y Aspergillus oryzae. El extracto de clurcuma presentd elevada actividad
bactericiday antifungica a concentraciones de 3,11 y 5,65 mg acido galico/mL extracto.

Palabr as claves: capacidad antimicrobiana, extracto de limoncillo, extracto de clrcuma.
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Abstract

The plant extracts have become potential alternatives for the pharmaceutical and food industry
due to the antioxidant activity of natural compounds and the development of multi-drug resistant
microorganisms to antibiotics and preservatives in common use. In this study the antimicrobial activity
of ethanolic extracts of lemongrass and turmeric was evaluated against the microorganisms:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Saccharomyces sake and Aspergillus oryzae. The turmeric
extract showed high antimicrobial activity at 3.11 and 5.65 mg gallic acid/mL extract.

Key words: antimicrobial activity, lemongrass extract, turmeric extract.

INTRODUCCION

El desarrollo de multirresistencia por
pate de los microorganismos a los
conservantes quimicos y antibidticos de uso
comin es un tema que ocupa un lugar
preponderante desde comienzos del siglo XX,
aunque requiere ain de muchas investigaciones
para lograr la obtencion de nuevos productos
antimicrobianos alternativos.

Por otra pate, los compuestos
antioxidantes sintéticos, ampliamente utilizados
en la industria de aimentos, son objeto de
severas restricciones regulatorias por  sus
efectos nocivos sobre la salud. Desde este punto
de vista, los extractos de plantas se han
convertido en una potencial opcién lo mismo
paralaindustria de medicamentos como parala
alimentaria, ya que gran nimero de plantas
aromaticas producen compuestos bioactivos
gue podrian emplearse tanto para preservar la
salud como los aimentos (Mesa et al., 2000;
Schuck et al., 2001).

Muchos de los compuestos
antioxidantes  presentan ademés  accion
antimicrobiana (Skandamis et al., 2001,
Mimica-Dukic et al., 2003; Antolinez-Gonza ez
et al., 2008; Monroy-Vazquez et al., 2009;
Castafio-P. et al.,, 2010). El limoncillo
(Cymbopogon citratus) también conocido como
limonaria, cafia santa o cafia de limon, es una
planta utilizada en Cuba por sus multiples usos
terapéuticos (Cpiro et al.,, 2001) con

demostrados efectos como antioxidante (Cheel
et al., 2005) siendo sus hojas fuente potencial
de polifenoles bioactivos (Figueirinha et al.,
2008). La curcuma (Curcuma longa), por su
parte, es una planta que produce rizomas con
contenido de materia colorante (curcumina,
desmetoxicurcumina y bisdesmetoxicurcumina)
y aceites esenciales (turmerona, ar-turmerona,
entre otros) (Barrero-M. y Carrefio, 1999;
Barrero y Carrefio, 2000; Ravindran, 2007).

Ha sido demostrado que los extractos
acuosos de curcuma y la fraccion volatil de
limoncillo presentan una excelente actividad
antimicrobiana frente a Candida albicans
(Schuck et al., 2001) y ambas especies por sus
potencialidades podrian emplearse en la
formulacion de adimentos funcionaes. De
acuerdo con esto, se trazd como objetivo del
presente trabgo evauar la capacidad
antimicrobiana de los extractos hidroetandlicos
de limoncillo (Cymbopogon citratus) vy
curcuma (Curcuma longa) frente a Escherichia
coli, Saphylococcus aureus, Saccharomyces

sake y Aspergillus oryzae.
MATERIALESY METODOS

Materia prima y preparacion de las
muestras

La recoleccion de las hojas de
limoncillo y los rizomas de circuma se redizo
en los campos de la cadena de plantas aromati-



aromdticas de la ciudad de Monteria
(Colombia). Se llevo a cabo en los meses de
Septiembre a Diciembre del afio 2010. Las
muestras fueron secadas a 50 = 1 °C en estufa
de conveccion forzada marca Memmert,
modelo TU 15. Las muestras se molieron
empleando un molino de ata velocidad
GRINDOMIX GM 200 de cuchillas (Retsch®
GmbH, Haan, Alemania) y se pasaron por una
malla con un didmetro de orificio de 0,5 mm.
Las muestras secas y molidas se envasaron en
bolsas de polipropileno y luego fueron
amacenadas en desecadora. Los ensayos
fisicos, quimicos y microbiolégicos se
reaizaron en € Ingtituto de Investigaciones
para la Industria Alimenticia en La Habana,
Cuba.

Extraccion de los
fendlicos

compuestos

Los extractos fueron preparados en
tubos de centrifuga con tapas de rosca. Se peso
1,0 £ 0,1 g de las muestras molidas y secas alas
gue se afiadieron 20 mL de una mezcla de
etanol/agua (50/50). Se agit6é la mezcla a 1500
rpm durante 1 h y luego se centrifugd a 5000
rpm por 10 minutos en una centrifuga MLW,
modelo T-62 (Leipzig, Alemania). Los
extractos obtenidos se conservaron a
temperatura de -18 °C en un freezer marca
Frigidaire®, modelo FFC0723DW9. Para la
extraccion de los compuestos fendlicos de
limoncillo y circuma se emplearon soluciones
hidroetandlicas a 50 y 75 % v,
respectivamente.

El contenido de fenoles, se determind
siguiendo € procedimiento descrito por
Slinkard y Singleton (1977), empleando €
reactivo de Folin-Ciocalteu. A una alicuota de
50 L del extracto, se le adicionaron 2500 pL
del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido (1:10),
pasados cinco minutos se afiadieron 2000 pL
de solucion a 7,5 % de carbonato de sodio. La
mezcla se dg6 en reposo por 2 h. La
absorbanciase midi6 a 765 nmen un espectro-
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fotdbmetro UV-Vis SHIMADZU, modelo UV
240 1PC (SHIMADZU Corporation, Kyoto,
Japon). Se empled acido galico como referencia
para la curva de calibracion. El contenido total
de fenoles fue expresado como mg de é&cido
gdico/L de extracto.

Posteriormente, € contenido alcohdlico
de los extractos se elimind a temperatura de 40
°C y en vacio para que no interfiriera en €
crecimiento microbiano. Se prepararon las
diluciones en base a contenido de fenoles: 0;
0,75; 1,55; 3,11 y 5,65 mg acido gaico /mL
extracto.

Determinacion de la actividad
antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los
extractos de limoncillo y circuma fue evaluada
por e método de contacto en tubos segin €
procedimiento establecido para medir la
eficacia de sustancias desinfectantes o
antibidticas (Collins, 1969). Luego se procedio
al recuento en placa de los sobrevivientes. En €l
estudio se emplearon los  siguientes
mi croorganismos:

e Saphylococcus aureus (ATCC 6538)
e Escherichia coli (ATCC 25922)

e Saccharomyces sake (111A 21501)

o Aspergillusoryzae ( I11A 2214)

Las 2 primeras cepas procedentes de la
coleccion del Instituto de Ingenieria Genética 'y
Biotecnologia y las otras 2, del banco de cepas
del Instituto de Investigaciones parala Industria
Alimenticia, ambas Instituciones de Cuba.

Para €l test de contacto, se tomaron 4
mL de cada extracto: 0,75; 1,55; 3,11y 5,65 mg
acido galico/mL extracto y se pasaron a tubos
estériles; a cada uno seles adicion6 1 mL de la
suspension microbiana en suero fisioldgico, que
se prepar0d a partir de los cultivos en fase de
crecimiento logaritmica. La concentracion
bacteriana se midié por la escala de McFarland
y lade Saccharomyces sake mediante la camara
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de Newbauer. Posteriormente, se dgd en
contacto al microorganismo con el extracto, por
30 minutos y luego por 24 h. Se utiliz6 agua
estéril como control. Transcurrido € tiempo de
ensayo, se procedio alasiembraen profundidad
de 05 mL de extracto inoculado y se
emplearon para la recuperacion de los
microorganismos los medios de cultivo Agar
Triptona Soya (ATS) para bacterias y Agar
Extracto de Mata (AEM) paralalevadura. Las
placas inoculadas se incubaron a 35 °C para S
aureus Yy E. coli, y a25 °C para Saccharomyces
sake. Luego se contaron |os sobrevivientes.

El hongo Aspergillus oryzae no mostro
buen comportamiento por la técnica de contacto
y recuento, por |o que se sembro una porcion de
5 mm de micelio en el centro de placas de Petri
con AEM + extracto. Las placas se incubaron a
30°C y luego se midi6 e diametro de la colonia
alos7y 15 dias.

Andlisis estadistico

A los resultados obtenidos en e conteo
de sobrevivientes en 3 repeticiones de la
experiencia con cada extracto se les calcul6 la
media y se elaboraron graficos de log del
conteo de microorganismos vs. concentracion
de fenoles expresados como mg de acido galico
por mL de extracto utilizando e software
Microsoft® Office Excel, verson 2003
(Microsoft® Corporation, Redmond, WA,
USA). Los datos del crecimiento del hongo se
determinaron seguin € didmetro de la coloniaen
mm, se promediaron y se les calculd la
desviacion estandar para representar 1os valores
en un cuadro.

RESULTADOSY DISCUSION
Tiempo de contacto de 30 minutos

En las Figs. 1 y 2, se representa €
comportamiento de E. coli, Saphylococcus

aureus y Saccharomyces sake frente a los
extractos de limoncillo y clrcuma adiferentes

concentraciones y con un tiempo de contacto de
30 minutos.

Se puede apreciar en la Fig. 1 que €
extracto de limoncillo no presenté actividad
antimicrobiana a las concentraciones estudiadas
contra ninguno de los microorganismos. Por €
contrario, €l extracto de cdrcuma tuvo un
marcado efecto después de 30 minutos de
contacto. Segun los resultados obtenidos, para
E. coli la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) del extracto de curcuma resultd ser de
1,55 mg &cido gdlico/mL de extracto y para
Saphylococcus aureus 0,75 mg &cido
gdico/mL de extracto. Como se observa, a
concentraciones méas elevadas no se produjo
crecimiento. Para Saccharomyces sake, las
concentraciones de 3,11 y 5,65 mg &cido
galico/mL de extracto de clrcuma, provocaron
un decrecimiento de la poblacion viable
aproximadamente de 3 ciclos logaritmicos,
poniéndose de manifiesto las propiedades
fungistéticas del extracto.

Tiempo de contacto de 24 horas

En las Figs. 3y 4 se observa, que para
un tiempo de contacto de 24 horas, €
comportamiento de los microorganismos fue
similar a que se obtuvo con 30 minutos,
excepto para Saphylococcus aureus que mostro
un decrecimiento de 2 6rdenes logaritmicos.

Deformageneral, enlasFigs. 1,2,3y 4
se aprecian los grados de sensibilidad de los
microorganismos estudiados frente a las
diferentes concentraciones de los extractos. De
tal manera Saphylococcus aureus y E. coli
fueron los microorganismos mas sensibles a
extracto de circuma y se demostro la accién
bactericida del mismo.

Para Saccharomyces sake también €
extracto de curcuma e€erci6 una accién
inhibitoria en todas las concentraciones y los
dos tiempos estudiados, aunque sin lograr
eliminar todas las células viables. Por tanto, su
sensibilidad fue mucho menor y € extracto
mostré una accion fungistética.
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Figura 1.- Comportamiento de los microorganismos frente a los extractos de
limoncillo y 30 min de contacto.
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Figura 2.- Comportamiento de los microorganismos frente a los extractos de
curcumay 30 min de contacto.
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Figura 3.- Comportamiento de los microorganismos frente a los extractos de
limoncillo y 24 h de contacto.
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Figura 4.- Comportamiento de los microorganismos frente a los extractos de
curcumay 24 h de contacto.



Los resultados obtenidos en este trabajo
coinciden con lo referidos por Schuck et al.
(2001) quienes determinaron que los extractos
acuosos de limoncillo presentan solo muy ligera
actividad antimicrobiana frente a
Saphylococcus aureusy E. coli.

Aspergillus oryzae
Los resultados  obtenidos para

Aspergillus oryzae se muestran en e Cuadro 1.
Como puede verse, Aspergillus oryzae manifes-
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td una marcada sensibilidad a extracto de
curcuma. Se observo que luego de 7 y 15 dias
el diametro de la colonia en & medio AEM +
agua (control) aument6 considerablemente y en
el que se afadio limoncillo ocurrié exactamente
igual; sin embargo, no presentd crecimiento
luego de 15 dias en e medio con extracto de
curcuma a la concentracion de 5,65 mg acido
gdico/mL. En las placas con la concentracion
de 3,11 mg &cido galico/mL, tampoco se
evidencio crecimiento de la colonia pues solo
acanzo € valor de 8,2 mm.

Cuadro 1.- Comportamiento de Aspergillus oryzae, frente alos extractos de circumay limoncillo

adiferentes concentraciones.

Concentracion Diametro (mm)
Extractos L. P

(mg &cido galico/mL) O dias 7 dias 15 dias
Control 0 4,0 (1,02 30(2,72) 48 (2,86)
Limoncillo 3,11 5,0(0,97) 32 (2,55) 42 (2,81)
Cdrcuma 5,65 5,0 (1,00) 5(1,04) 5(1,01)
Clrcuma 3,11 4,5 (1,03) 8 (1,53) 8,2 (1,43)
Cdrcuma 1,55 5,0 (0,99) 17 (2,05) 19 (2,07)

n=3.
Media (desviacion estandar).

Por otra parte, se comprobd mediante
observaciones directas con un estereoscopio
Nachet, modelo NS 30, que todas las
concentraciones del extracto de curcuma
estudiadas produjeron un retardo en la
maduracion de las esporas del hongo. Se
observo que pasados 15 dias, los cuerpos de
fructificacion de Aspergillus oryzae se
mantuvieron de color blanco y lasesporas no

habian madurado, mientras que con € agua o €
extracto de limoncillo, las esporas maduraron y
cayeron a medio lo que origind un profuso
crecimiento (Fig. 5). Este comportamiento se
atribuye a la presencia de compuestos
curcuminoides, entre elos  curcumina
(diferuloilmetano),  demetoxicurcumina Yy
bisdemetoxicurcumina (Péret de Almeida,
2006; Ravindran et al. 2007).
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Figura5.- Crecimiento de Aspergillus oryzae. A: control (agua), B: 3,11 mg &cido gdlico/mL de

extracto de limoncillo, C: 3,11 mg &cido galico/mL de extracto de circuma.

CONCLUSIONES

e El extracto de clircuma en todas sus
concentraciones y tiempos de contacto
tuvo una marcada actividad
antimicrobiana. La  Concentracion
Minima Inhibitoria de los extractos de
curcuma para Escherichia coli 'y
Sapylococcus aureus fue de 1,55y 0,75
mg acido gdico/mL de extracto,
respectivamente.

e Para Saccharomyces sake los extractos
de clircuma presentaron actividad
fungistética.

e Los extractos hidroalcohdlicos de
limoncillo no presentaron actividad
frente alos microorganismos.

e Aspergillus oryzae se inhibio con la
concentracion de 5,65 y 3,11 mg acido
gdico/mL de extracto de curcuma y
ocurrié un retardo en la maduracion de
los cuerpos de fructificacion.
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