ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 1

Informacién Importante

La Universidad Santo Tomas, informa que el(los) autor(es) ha(n) autorizado a usuarios internos
y externos de la institucion a consultar el contenido de este documento a través del catalogo en
linea, pagina web y Repositorio Institucional del CRAI-USTA, asi como en las redes sociales y
demas sitios web de informacion del pais y del exterior con las cuales tenga convenio la

Universidad.

Se permite la consulta a los usuarios interesados en el contenido de este documento, para todos
los usos que tengan finalidad académica, siempre y cuando mediante la correspondiente cita

bibliogréafica se le dé crédito al trabajo de grado y a su autor, nunca para usos comerciales.

De conformidad con lo establecido en el Articulo 30 de la Ley 23 de 1982 y el articulo 11 de la
Decision Andina 351 de 1993, la Universidad Santo Tomds informa que “los derechos morales
sobre documento son propiedad de los autores, los cuales son irrenunciables, imprescriptibles,

inembargables e inalienables.”

Centro de Recursos para el Aprendizaje y la Investigacion, CRAI-USTA
Universidad Santo Tomas, Bucaramanga



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 2

Perfil quimico y bioldgico de los aceites esenciales de Cymbopogon nardus y Cymbopogon

martinii

Mabel Gricelda Céspedes Navarro

Trabajo de grado para optar por el titulo de Quimica Ambiental

Directora
Martha Cervantes Diaz
Quimica, M.Sc

Codirector(es)
Laura Viviana Herrera Sandoval
Bacty L.C, M.Sc

Ricardo Restrepo Manrique

Bidlogo, Esp.

Universidad Santo Tomas, Bucaramanga
Division de Ingenierias y Arquitectura
Facultad de Quimica Ambiental
2020



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 3

Agradecimientos

A la X Convocatoria de la Universidad Santo Tomaés, Seccional Bucaramanga por el
financiamiento de este proyecto (Cddigo Del Proyecto: GIFQCAAMBODONTP52017), vy al
Grupo De Investigacion Ambiental Para ElI Desarrollo Sostenible- GIADS- de la facultad de
Quimica Ambiental e igualmente al Grupo De Investigacién Sistema Estomatognatico y

Morfofisiologia de la Facultad De Odontologia por hacer posible el desarrollo de este trabajo.

A los directores del proyecto Martha Cervantes, Ricardo Restrepo y Laura Herrera por su

valiosa dedicacion, entendimiento, apoyo y experiencia brindada en la ejecucion de la tesis.

Asimismo, a la Universidad Santo Tomas y la Facultad de Quimica Ambiental por brindarme

una formacion académica con el enfoque cientifico e investigativo en el area Ambiental.

Agradecimientos infinitos a mis padres, por un apoyo incondicional ofrecido durante toda la
carrera; a mis compafieras de trabajo junto a laboratoristas por la ayuda brindada a la culminacion

de esta tesis.



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 4

Tabla de contenido
INEFOTUCCION <.ttt e e e e e e e ettt e e e e e e e e et eeeeeeeee e e eeeeeeeeeeannees 18

1. Perfil quimico y bioldgico de los aceites esenciales de Cymbopogon nardus y Cymbopogon

00 F= T L0 T TSP P PR PRI 22
IR @ o =1 (Y USSR 22
1.1.1 ODJEtIVO ENEIAL ......c.ee ettt re e sreeae s 22
1.1.2 ODJetiVOS €SPECITICOS .. vveveirieiiieii ettt re e nreanae s 22
2. MarCO FefErENCIAL......c.eiieieiee ettt eneas 23
P AV T oo T oo g ot o (- | OSSR 23
2.1.1 Aceites esenciales: generalidades. ... 23
2.1.2 Método de extraccion de 10s aceites eSENCIales. ..........cccvverereiveieerieiesese e 24
2.1.3 Propiedades bioldgicas de 10s aceites eSencCiales. .........ocoevvirereineneneese e 27
A\ T oo o R L] (==t (=] ] PSSR 37
3. DiSeflo MEtOUOIOGICO .....c.veueeieiiieiesie sttt eas 42
3.1 Caracterizacion de 10S aCeIteS ESENCIAIES. .........cevviviiiieieieseee e 43
3.2 Actividad antimicrobiana de 10S aceites €SENCIAIES ..........ceoerveriieiiiiiiee e 44
3.2.1 Preparacion de caldos de CUtIVO. .......cooovveiiiiiiieccecee e 44
3.2.2 Preparacion de iNOCUIO............cov i 44
3.2.3 Tratamiento de cepas de referenCia.........ccovveiieiieii i 45
3.2.4 Determinacion de la actividad antibacteriana de aceites esenciales. ..........c.ccccoevenee. 46
3.2.5 Rangos de concentracion de aceites esenciales y compuestos de referencia............... 46
3.2.6 COMPUESLOS A€ FEFEIENCIAL ... .ecvieciie et 48
3.2.7 Prueba de susceptibilidad. L .........ccooviiiiiiiiie e 49

3.2.8 Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM) de los aceites

BSBNCIAIES. . 50



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 5

3.3 Determinacion de la fitotoxicidad de aceites €SENCIAIES ........coovv e 50

3.3.1 Preparacion de SOIUCIONES. ..........ciuviieiieie et nre e 50
3.3.2 Determinacion de la toxicidad de aceites esenciales mediante semillas de repollo
(Brassica oleracea) y tomate (Lycopersicon eSCulentum)..........cccocvevveieeresieesieesesineseennens 50

3.3.3. Determinacion de la toxicidad de aceites esenciales empleando bulbos de Allium cepa.

A, ANALISIS 08 RESUITAUOS ..o ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeaeeeaaan 53

4.1 Caracterizacion de los aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
(0L 0o o LSRR 53
4.2 Compuestos de referencia empleados en la determinacion de la actividad antimicrobiana.... 58
4.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales..........ccccocvveveieieninnne. 60
4.4 Determinacion de Fitotoxicidad de los aceites esenciales en Allium cepa .........cc.ccccvevveenene. 64

4.5 Concentracion efectiva media en semillas Lycopersicon esculentum y Brassica oleracea. ... 72

B CONCIUSIONES ... 76
B. CONSIURIACHONES BLICAS ...eeee ettt et e e e e e e e et ettt e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeaeaeaees 77
Referencias DIDHOGIATICAS. ........viiiiiiee s 78

N 01 o 1TSS 86



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 6

Lista de tablas

Tabla 1. Métodos comunes para la determinacion de actividad antimicrobiana................. 28
Tabla 2. Mecanismos de accion de algunos compuestos quimicos frente a Microorganismos
02107 1=] 0T T OSSR 33
Tabla 3. Aceites esenciales con sus respectivas propiedades bioldgicas, compuestos

Mayoritarios y eStruUCtUras QUIMICAS. ......ccveiveeireeiesieesiecie st e se e re e sre e e reeaesreenas 37

Tabla 4. Condiciones y caracteristicas de crecimiento de los microrganismos a evaluar... 45

Tabla 5. Condiciones de crecimiento para determinacion de MIC ............c.cccooveeivcieennenn, 46
Tabla 6. Rangos de concentracion para la determinacion actividad antimicrobiana ......... 48
Tabla 7. Condiciones estandares para ensayo AlliUM CEPa. ........ccevvveveeveeieeie s 52
Tabla 8. Composicion del aceite esencial de citronela (Cymbopogon nardus). .................. 54
Tabla 9. Composicion del aceite esencial de C.martinii. .......c.ccccoeevveeiiiieiiese e, 56

Tabla 10. Resultados de actividad antimicrobiana para el microorganismo Porphyromonas
gingivalis y ENterocoCcus faeCalis............ccoveiiiiiiiicii et 61
Tabla 11. Concentracion efectiva media 50 de los aceites esenciales evaluados frente a

FAN T 1 I O=T o - VPSSRSO SRTSPSON 64

Tabla 12. Aberraciones cromosémicas encontradas en las concentraciones evaluadas de los

Tabla 13. Comparacion de la cantidad de aberraciones cromosémicas presentes en las
fases MILOLICAS e 10S AE.........ooiiieee ettt ne e 70

Tabla 14. Aberraciones presentes en los extendidos evaluados. ............cccceevvevieiieeiieniinns 72



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 7

Tabla 15. CE50 y porcentaje de inhibicidn de los aceites esenciales frente a semillas de
Lycopersicon esculentum y BrassiCa OleracCea. ..........cccoveveerieieeieesieiie e see e see e 73
Tabla 16. Comparacion de la actividad antimicrobiana y fitotoxicidad de los aceites

B IICIALES ...ttt et —————te e e et e e e —————ae e e e e a e —————— 75



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 8

Lista de figuras

Pag.
Figura 1. Planta Cymbopogon martinii (Palmarosa) ...........cccceevveveiiieiieene e seaiens 24
Figura 2. Planta Cymbopogon nardus (Citronela). ..........ccccceeveiieviiiesieece e 24
Figura 3. Métodos destilativos para la obtencidn de aceites esenciales...........c..cccccevueenene 26
Figura 4. Colonia de Enterococcus fagCalis. .........ccooviieieiieiiieiiesccc e 29
Figura 5. Colonias de Porphyromonas gingivalis............cccccoveiieiiiieiecic e 30
Figura 6. Estructura quimica de la ampicilina, compuesto de referencia usado para la
determinacion de actividad antibacteriana en E.faecalis. ............ccocooieiiiinciiiiccs 31
Figura 7. Estructura quimica del Metronidazol..............cccooviieiieii i 32

Figura 10. Mecanismo de accion de los compuestos mayoritarios del AE timol y carvacrol

Figura 9. Esquema general de las fases del ciclo celular. .............cccooveieiiiiiicicccceee 34
Figura 10. Aberraciones cromosdmicas en Allium cepa. Imagen observada en 60X. A)
normal metafase; b) normal anafase; ¢) normal telofase; d) c-mitosis; €) anormalidades del
huso en anafase; f) puente anafésico; g) puente en telofase; h) fragmento en telofase;

i) célula en interfase; j) micronucleo en célula de interfase...........ccccooveviveiiiievievc e, 36
Figura 11. Namero de publicaciones por afio relacionados con actividad antimicrobiana en
el periodo 2007 — 2020 (Consultado en septiembre del 2019). ........ccccoceevveveeiiiic v, 39
Figura 12. Relacién de actividad antimicrobiana con los AE durante el periodo 2007 — 2020
(Consultado en septiembre del 2019). .....ooiiiiiiieeee e 40
Figura 13. Disefio de distribucién de AE en placa Elisa de 96 pocillos. El control (+)

contendra caldo + in6culo, mientras que el control —, solo contendra caldo. ....................... 49



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 9

Figura 14. Perfil cromatografico (corriente ionica total reconstruida) del aceite esencial de
citronela (Cymbopogon nardus), obtenido mediante GC-MS (modo full scan)................... 53
Figura 15. Espectro de masas citronelal, compuesto mayoritario presente en el aceite
esencial de citronela (Cymbopogon NAFAUS), .......c.eiverireierieeieeie e e 55
Figura 16. Perfil cromatografico (corriente ionica total reconstruida) del aceite esencial de
palmarrosa (Cymbopogon martinii), obtenido mediante GC-MS (modo full scan)............ 57

Figura 17. Espectro de masas geraniol, compuesto mayoritario presente en el aceite esencial

de palmarrosa (Cymbopogon MArtinii), .......ccccceeveiieiieieiieece e 57
Figura 18. Espectro Infrarrojo experimental del Metronidazol..............cccccoeevveiiiieieennne 58
Figura 19. Espectro Infrarrojo experimental de Ampicilina...........cccccoovvevviiiiiieiiiicieene 60

Figura 20. Esquema de la metodologia empleada para la determinacion de actividad

antimicrobiana de aceites esenciales por el método de microdilucion en placa. .................. 61
Figura 21. Montaje de Ensayo de cebolla Allium Cepa. .........cccevvveveiieiieie e 65
Figura 22. Campo en division celular de AHIUM CEPA ........cccccveiveviiiieiecce e 66

Figura 23. Indice mitético del aceite esencial C.nardus y controles en las concentraciones
BVAIUAGAS. ...ttt bbbttt R ettt et bt ne e 67

Figura 24. indice mitético del aceite esencial C.martinii y controles en las concentraciones

BVAIUAGAS. ...ttt bbb bR n et a bbb ne e 68
Figura 25. Anormalidades presentes en C.Nardus...........ccecvevvereeieeiesieese e e see e 71
Figura 26. Anormalidades presentes en C.martinii...........cccceoveeiiieiiieiie i 71

Figura 27. Montaje semilla de repollo y tomate.........c.cccveiiiiiieii i, 72



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 10

Lista de Apéndices

Apéndice A. Metodologia para la determinacion de la actividad antimicrobiana (CMI,

CBM) y Toxicidad de 10S aceites €SENCIAIES...........ccvevveieiieiiee e 86
Apéndice B. Espectro IR del metronidazol reportado por Sravini. ........cccceevevvivieiverieennn 87
Apeéndice C. Espectro IR de la ampicilina reportado por INAME. ..........ccccoevviveivevecnenn, 88

Apéndice D. Datos experimentales en semillas de repollo y tomate del aceite esencial
PAIMAIOSEA ...ttt ettt s e st e et e e st e s ae e teeseeebe e teeseesaeenteeneeareeteeneenreens 89

Apéndice E.Datos experimentales en semillas de repollo y tomate del aceite esencial

(o1 (0] 011 - VOSSR 91
Apéndice F. Datos experimentales en Allium cepa del aceite esencial citronela.................. 93
Apéndice G.Datos experimentales de Allium cepa del aceite esencial palmarosa............... 94

Apéndice H. Curva Dosis - Respuesta del AE C.nardus frente a semillas de Tomate para la

Apéndice J. Curva Dosis- Respuesta del AE C.martinii frente a semillas de tomate para el
010 T o OSSR 97

Apéndice K. Curva Dosis- Respuesta del AE C.martinii frente a semillas de repollo para el



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI

AC

AE

CEso

DMSO

GC/MS

IM

MIC

MBC

tr

Siglas, simbolos y acronimos

Aberraciones cromosomicas

Aceites esenciales.

Concentracion Efectiva media

Dimetil sulfoxido

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
indice Mitético

Siglas en inglés (Minimum Inhibitory Concentration)
Siglas en inglés (Minimal Bactericidal Concentration)

Tiempo de retencion

11



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 12

Glosario

Aberraciones cromosomicas: las aberraciones cromosémicas (ACS) se caracterizan por los
cambios cromosomales que pueden sufrir las estructuras genéticas o el total de los cromosomas y
pueden generarse espontaneamente tanto por agentes quimicos como fisicos. (Restrepo et al.,
2012)

Aceite esencial: fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por arrastre con vapor
de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas (Cerutti y Neumayer,
2004).

Antimicrobiano: medicamentos que destruyen los microorganismos o impiden su
multiplicacion o desarrollo. (Matute, 2018)

Concentracion efectiva media: concentracion, calculada estadisticamente, de una sustancia en
el medio, que se espera que produzca un determinado efecto en el 50% de los organismos de
experimentacién de una poblacién dada, bajo un conjunto de condiciones definidas. (Ramirez,
2017)

Concentracion minima bactericida (CBM): minima concentracion de antimicrobiano (en
pg/mL que elimina a mas del 99,9% de los microorganismos viables después de un tiempo
determinado de incubacién (generalmente 24 horas) (Horna et al., 2005)

Concentracion minima inhibitoria (CIM): se define como la minima concentracion de
antimicrobiano (en pug/ml) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de 24

horas de incubacién a 37° C. (Horna et al., 2005)

Contaminante emergente: estos comprenden una amplia gama de compuestos quimicos,

productos farmacéuticos, productos de cuidado personal, agentes tensoactivos, plastificantes y
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aditivos industriales, tienen el potencial de acarrear un impacto ecologico, asi como efectos
adversos sobre la salud. (Gil et al., 2012)

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas: la cromatografia de gases-
masas es una técnica que combina la capacidad de separacion que presenta la cromatografia de
gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector de masas. Esta combinacion permite
analizar y cuantificar compuestos trazas en mezclas complejas con un alto grado de efectividad.
Esta técnica es indicada para la separacion de compuestos organicos volatiles y semivolatiles.
(Sarria, 2017)

Epicdtilo: porcion del eje comprendida entre el punto de insercion de los cotiledones y las
primeras hojas. (Agrosintesis, 2016)

indice mitdtico: nimero de células por unidad que sufren mitosis durante un determinado
periodo de tiempo de exposicion. (Restrepo et al., 2012)

Patogeno: organismo que tiene la capacidad de causar enfermedad. Esa capacidad depende de
diversos factores, que incluyen: la dosis infectante del germen, la puerta de entrada al organismo

y especialmente la susceptibilidad del huésped. (Torres, 2015)
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Resumen

Se obtuvieron los perfiles cromatograficos (corrientes reconstruidas) de los aceites evaluados
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los principales compuestos
de los aceites esenciales de acuerdo con los porcentajes de areas relativas
son: citronelal 19.4 %, geraniol 18.1 % y citronelol 14.9 % correspondientes a C.nardus; por otra
parte en el aceite esencial C.martinii, los compuestos mayoritario son: geraniol 64 % y acetato
de geranilo 14.8 %

Se evaluo la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales mediante el método
de microdilucion en placa con la finalidad de establecer la concentracién minima inhibitoria (MIC)
frente a Porphyromonas gingivalis y Enterococcus faecalis. En el caso de P.gingivalis, los aceites
evaluados presentaron actividad antimicrobiana con una MIC de 250-500 pg/mL y una CBM de
500 pg/mL. Por el contrario, ninguno de los aceites esenciales presentd actividad antimicrobiana
frente a Enterococcus faecalis, teniendo presente que no se evidencidé una inhibicion de
crecimiento bacteriano.

Se determin0 la fitotoxicidad de los aceites esenciales mediante la CEso, usando bioindicadores
como semillas de repollo (Brassica oleracea), tomate (Lycopersicon esculentum) y bulbos de
cebolla (Allium cepa). Se obtuvo que el aceite esencial C.nardus generd una inhibicion de
elongacion de raiz del 65 % a una CEso de 418.54 ppm en semilla de Lycopersicon esculentum
mientras que para el embrion no presentd efecto inhibitorio CEs0>1000 ppm. Asi mismo, este
aceite no presento ningun efecto inhibitorio frente a la semilla Brassica oleraceae.

Por el contrario, el aceite esencial C.martinii reporté una inhibicién del 65 % en la elongacion de

la raiz para la semilla Lycopersicon esculentum una CEsg de 154 ppm y para Brassica oleracea
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una inhibicion del 55 % a una CEso de 778.9 ppm. Asi también, el AE presento una inhibicion del
67% para el crecimiento del embrion en Lycopersicon esculentum a una CEsg de 407 ppm.

Por otra parte, se evalud el efecto genotoxico de los aceites esenciales en bulbos de Allium cepa.
Se identificaron diferentes aberraciones cromosomicas en los aceites esenciales evaluados,
identificados como: puentes en anafase, células binucleadas, cromosomas vagabundos en anafase
y telofase. También, se identifico una CEso de 712 ppm para el aceite esencial C.martinii y una
CEsp de 3.90 ppm para C.nardus.

Palabras Clave: Cymbopogon nardus, Cymbopogon martinii, CIM, CEsg, fitotoxicidad,

antimicrobianos.
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Abstract

The chromatographic profiles (reconstructed streams) of the oils evaluated were obtained by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. The main major compounds of essential oils
according to the percentages of relative areas are: citronelal 19.4%, geraniol 18.1% and citronellol
14.9% corresponding to C. nardus, on the other hand, the compounds: geraniol 64 % and 14.8%
geranyl acetate were found in greater proportion in the C.martinii essential oil.

The antimicrobial activity of the essential oils was evaluated by the plate microdilution method
in order to establish the minimum inhibitory concentration (MIC) against Porphyromonas
gingivalis and Enterococcus faecalis. In the case of P. gingivalis, both oils evaluated showed
antimicrobial activity with a MIC of 250-500 pg / mL and a CBM of 500 pg / mL. On the contrary,
none of the essential oils presented antimicrobial activity against Enterococcus faecalis, bearing
in mind that no inhibition of bacterial growth was evident.

The phytotoxicity of essential oils was determined by EC50, using bioindicators such as
cabbage seeds (Brassica oleracea), tomato (Lycopersicon esculentum) and onion bulbs (Allium
cepa). It was obtained that the C. nardus essential oil generated a 65% root elongation inhibition
at an EC50 of 418.54 ppm in Lycopersicon esculentum seed while for the embryo it did not show
an inhibitory effect EC50> 1000 ppm. Likewise, this oil did not show any inhibitory effect against
the Brassica oleraceae seed.

In contrast, the C. martinii essential oil reported a 65% inhibition in root elongation for the
Lycopersicon esculentum seed an EC50 of 154 ppm and for Brassica oleracea a 55% inhibition at
an EC50 of 778.9 ppm. Also, the AE presented a 67% inhibition for embryo growth in

Lycopersicon esculentum at an EC50 of 407 ppm.
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On the other hand, the genotoxic effect of the essential oils in bulbs of Allium cepa was
evaluated. Different chromosomal aberrations were identified in the essential oils evaluated,
identified as: bridges in anaphase, binucleated cells, stray chromosomes in anaphase and telophase.
Likewise, an EC50 of 712 ppm was identified for the C. martinii essential oil and an EC50 of 3.90
ppm for C. nardus.

Keywords: Cymbopogon nardus, Cymbopogon martinii, MIC, ECso, Phytotoxicity,

antimicrobials
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Introduccion

Los contaminantes emergentes son compuestos de distinto origen y naturaleza quimica, cuya
presencia en el medio ambiente no se considera significativa en términos de distribucién y/o
concentracion, por lo que pasan inadvertidos; no obstante, ahora estan siendo ampliamente
detectados y tienen el potencial de acarrear un impacto ecologico, asi como efectos adversos sobre
la salud (Gil et al., 2012). La caracteristica de estos grupos de contaminantes es que no necesitan
encontrarse en grandes concentraciones en el ambiente para causar efectos negativos, puesto que
sus altas tasas de transformacion/remocion se pueden compensar por su introduccion continua en
el ambiente (Gil et al., 2012) Se ha establecido que estos compuestos entran en el ambiente a través
de algunas fuentes y vias, tales como aguas residuales de tipo doméstico e industrial (Daughton,
2004) de los residuos de las plantas de tratamiento (Kolpin, 2002) , de los efluentes hospitalarios
(Kummerer,2001) , de las actividades agricolas y ganaderas (Watanabe, 2010), los cuales
contienen un gran numero de componentes organicos especificos. Entre ellos se encuentran
productos de cuidado personal, agentes tensoactivos (Terzic,2008) , plastificantes (Moreno &
Nufiez,2012). Incluyendo, el grupo de antimicrobianos tipo antibidticos (Ramos, 2005),
desinfectantes (Ramos, 2006)

La evidencia cientifica confirma que los estrégenos son responsables de alteraciones
endocrinas en ambientes acuaticos (Petrovic et al. 2008). Algunas de las alteraciones
documentadas son hermafroditismo en peces, desarrollo de dérganos sexuales deformados en
reptiles (lagartos y tortugas), comportamiento de anidacién anormal, cascarones delgados, y

disfunciones en el sistema inmune y reproductivo en focas grises (Eliades y Eliades, 2014).
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Especial atencion refieren los antimicrobianos, cuyos efectos como emergentes destaca un a
aumento de la resistencia de microorganismos patégenos. (Moreno, 2009)

Hoy en dia, estan en aumento los reportes de cepas principalmente bacterianas resistentes a los
antimicrobianos de amplio uso en medicina humana. Entre ellos se documenta a E. coli, S. aureus
y E. faecalis. (Rincén et al., 2014) Otros patdgenos humanos presentan alta resistencia innata y se
convierten en verdaderos retos para su eliminacion tales como P. gingivalis.

Dicha resistencia puede estar asociada a la exposicion permanente de los microorganismos en
sus nichos a los antimicrobianos de amplio uso en operaciones concentradas de produccion de
animales, ganados, cerdos, pollos, incluso por el hombre especialmente por su contaminacion
emergente (Soulsby, 1999). Por lo anterior, se considera un problema de abordaje
multidisciplinario incluyendo el abordaje ambiental.

Desde hace algunos afios, las plantas y sus metabolitos secundarios, entre ellos los AE, son
ampliamente estudiados con actividades bioldgicas (Rincon et al., 2012) (Gémez et al., 2009). Si
bien se avanza en el reconocimiento de sus propiedades antimicrobianas, pero pocos abordan el
estudio integral de estudios fitotoxicos y genotdxicos.

Ante este panorama, se propone la evaluacion de los aceites esenciales provenientes de plantas
de facil acceso y empleadas tradicionalmente como una posible soluciéon de minimizar el impacto
ambiental generado por los antimicrobianos. Entre ellos, los AE de Cymbopogon nardus y
Cymbopogon martinii, pertenecientes a la familia Poaceae, han sido reportados con efectos
antiséptico, antiespasmadico, bactericida y antimicrobianas (Koba et al., 2008) (Seong y WEei,
2013). Sin embargo, aiin no se han reportado estudios fito y genotdxicos de los mismos en semillas

como Lycopersicon esculentum y Brassica oleracea.
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Por tal motivo, se espera encontrar aceites esenciales con alta actividad biologica frente a
microorganismos patdgenos y no generen un impacto ambiental.

Dados los potenciales efectos de los contaminantes emergentes, son requeridas con urgencia
estrategias para disminuir su impacto ambiental.

Con el aumento de la resistencia a los antimicrobianos entre otros como resultado de su caracter
de contaminantes emergentes y el mencionado fin de la era de los antibidticos (OMS,2018) es
totalmente pertinente avanzar en la busqueda de nuevas fuentes de compuesto con actividad
bioldgica que generen baja resistencia.

El estudio de los AE como productos naturales y su potencial como agentes antimicrobianos
han demostrado una importante actividad bactericida frente a microorganismos gram positivos y
gram negativos. (Kalemba y Kunicka, 2003) (Burt,2004)

Estudios realizados con Cymbopogon frente al microrganismo P. gingivalis demuestran
actividad antibacteriana, siendo responsable los componentes citronelol, D-limoneno y geraniol
con un valor de MIC de 20 ul / ml. (Paul et al., 2019)

Por otra parte, C. citratus presenta tres componentes principales en su composicién gue son
geranial, neral y mirceno. Se demuestra que geranial y neral presentan actividad antimicrobiana
contra las bacterias gram positivas y negativas (Onawunmini,1989). Hammer en el afio 1999
obtuvo del aceite esencial C.citratus una MIC de 0.06 % frente a los microoganismos S.aureus y
Candida albicans.

Siendo Cymbopogon, una especie comun con uso en especial con efectos antimicrobianos
reportados, lo que lo hace promisorio para continuar los estudios en relacion con sus propiedades

y usar modelos bioldgicos que validen su fitotoxicidad y genotoxicidad.
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Realizar ensayos en semillas es importante ya que se pueden evaluar los efectos fitotdxicos de
los compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de germinacion de las semillas y en el
desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de crecimiento, mediante la determinacion de
la inhibicidn en la germinacion y elongacién de la radicula e hipocotilo (Castillo et al; 2004). De
igual modo realizar ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad con Allium cepa permite evaluar
diferentes puntos finales genéticos que pueden causar dafio al ADN de los humanos
caracterizandose por ser una prueba sensible a comparacion de otras pruebas al detectar toxicidad

y genotoxicidad (Bosio & Dail, 2012)
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1. Perfil quimico y bioldgico de los aceites esenciales de Cymbopogon nardus y

Cymbopogon martinii

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general. Determinar la composicion quimica y la actividad biologica medida a
partir de la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la Concentracién Efectiva Media (CEso) de
aceites esenciales obtenidos de citronela (Cymbopogon nardus) y de palmarosa (Cymbopogon

martinii).

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar la composicién quimica de los aceites esenciales obtenidos de Cymbopogon
nardus y Cymbopogon martinii, empleando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-MS).

e Establecer la concentracion minima inhibitoria y bactericida (CIM, CBM) de los aceites
esenciales bajo estudio frente a los microorganismos patdégenos Porphyromonas gingivales y
Enterococcus faecalis, empleando el método de microdilucion en placa.

eEvaluar la fitotoxicidad de los aceites esenciales de citronela y palmarosa mediante la
determinacion de la CEso e Indice Mitdtico (IM), asi como también la identificacion de
Aberraciones Cromosomicas (AC), empleando como bioindicadores semillas de repollo (Brassica

oleracea) y tomate (Lycopersicon esculentum) y bulbos de cebolla (Allium cepa).
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2. Marco referencial

2.1 Marco conceptual

2.1.1 Aceites esenciales: generalidades. Los aceites esenciales- también Ilamados esencias,
aceites volatiles o aceites etéreos- son una mezcla de compuestos de caracter aromatico y alifatico.
Se encuentran presentes en forma de minusculas gotas en las hojas, en la piel de la fruta, en la
resina, en las ramas o en la madera. Las plantas poseen pequefias cantidades de aceite esencial
respecto a su masa vegetal. Estos aceites tienen la caracteristica que son olorosos y muy volatiles,
es decir, que se evaporan rapidamente al entrar en contacto con el aire. (Husnu y Buschbauer,
2009)

En su composicion quimica se pueden encontrar terpenoides, principalmente de monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanoides. Gracias a sus componentes mayoritarios, pueden llegar a

brindar propiedades antifungicas (Pattnaik et al., 1995), antimicrobiana (Farag et al., 1989)

Cymbopogon martinii. Conocida como Palmarosa (Figura 1), perteneciente de la subfamilia
Panicoideae, familia Poaceae y género Cymbopogon, es una planta perenne, ampliamente
distribuido en tropicales y subtropicales regiones (Khanuja et al., 2005). Se encuentra en el sury
el sudeste de Asia, especialmente India, donde es cultivada por su aceite. Es un aceite volatil con
propiedades antisépticas, desodorantes, insecticidas, tonicas y estimulantes (Shahi y Tava, 1993).
Entre sus componentes principales en los tallos y las hojas se encuentran geraniol (20.4%) y acetato
de linalilo (15.6%) mediante el método de hidrodestilacién asistida por microondas (Khanuja et

al., 2005).
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Figura 1. Planta Cymbopogn martinii (Palmarosa)

Cymbopogon nardus. Popularmente conocida como Citronela (Figura 2), de la orden Poales,
familia Poacea y género Cymbopogon.

Es cultivada en regiones subtropicales y tropicales de Asia, Africa y América. Las hojas son
largas, anchas y lisas de las cuales se obtiene el aceite esencial, con caracteristicas como un liquido
amarillo o amarillo parduzco que en contacto con el aire toma una coloracién verdosa
(Petrokimica, 2018). Posee propiedades bioldgicas como lo son antimicrobiana, antioxidante y
anticonvulsivante (Sharma, 2019)

Los principales componentes encontrados en las hojas son citronelal (45.7%), geraniol (20.4%),

limoneno (7%) (Zambon et al., 2015)

Figura 2. Planta Cymbpogon nardus (Citronela).
Fuente: Green Leaves, s.f.

2.1.2 Método de extraccion de los aceites esenciales. Los aceites esenciales se pueden obtener

principalmente mediante métodos destilativos (Figura 3), entre los que se encuentran destilacion
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por arrastre de vapor e hidrodestilacion asistida por microondas. A continuacion, se describen las
técnicas mencionadas anteriormente.

Destilacion por arrastre de vapor: El procedimiento consiste en hacer pasar un flujo de vapor
a través de la materia prima, de modo que arrastre consigo los aceites esenciales. Posteriormente,
estos vapores se enfrian y se condensan, dando lugar al destilado liquido formado por dos fases
inmiscibles, la acuosa y la organica, que es aceite esencial (Villaverde, 2018). La condicion mas
importante para que este tipo de destilacion pueda ser empleada consiste en que tanto el
componente volatil como una impureza sean insolubles en agua, ya que el producto destilado
(volatil) formaréa dos fases al condensarse, lo cual permitira la separacion del producto y del agua
facilmente (Peredo et al., 2009).

Hidrodestilacion asistida por microondas: méetodo que consiste en sumergir material vegetal
en agua y someterlo a radiaciones de microondas, ocurriendo asi el rompimiento de las glandulas
que dan paso a la liberacion de los compuestos del aceite esencial; los compuestos volatiles en fase
gaseosa son arrastrados hasta el condensador en donde se forman dos capas, una rica en aceite y
otra es hidrolato, los cuales se separan por decantacion. (Gelvez & Soto, 2015)

El uso de hidrodestilacion asistida por microondas para la extraccion de aceites esenciales e
hidrolatos ha demostrado ser ambientalmente eficiente, ya que, al emplearse agua como vehiculo
de extraccion, se elimina el uso de solventes toxicos y dafiinos al medio ambiente, asi como la
degradacion térmica ocasionada por el uso del vapor de agua. Ademas, se eliminan solventes
toxicos, la biomasa residual se puede compostar o bien convertir en una fuente energética como
combustible y aminorar costos operativos disminuyendo el consumo energético en el tiempo.

(Guarin & Barajas, 2015)
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Plantas medicinales y aromaticas

Destilacion con | Hidrodestilacion
vapor y agua

Destilacion con
arrastre por vapor

|

Aceites esenciales

Figura 3. Métodos destilativos para la obtencion de aceites esenciales.

2.1.2.1 Métodos de caracterizacion de aceites esenciales. Una vez obtenido el aceite esencial,
es necesario realizar la caracterizacion de este con el fin de conocer sus componentes mayoritarios
y minoritarios, y a su vez, poder realizar ensayos microbioldgicos que permitan corroborar sus
propiedades tanto biolégicas como en diversas areas de la quimica especializada (quimica sintética
y de los materiales).

Por su parte, cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, es una técnica analitica
dedicada a la separacion, identificacion y cuantificacion de mezclas de sustancias volatiles y
semivolatiles. La separacién de dichas sustancias depende de la diferente distribucion de las

sustancias estudiadas entre las fases movil y estacionaria que conforman el sistema. (UV,2020)
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2.1.3 Propiedades bioldgicas de los aceites esenciales. A continuacion, se presentan las
actividades biologicas estudiadas en este trabajo para los aceites esenciales, a saber: actividad

antimicrobiana y fitotoxicidad.

2.1.3.1 Actividad antimicrobiana de aceites esenciales. La actividad antimicrobiana que
presentan los aceites esenciales se debe en gran parte a la presencia de compuestos denominados
terpenoides, estudios realizados indican el orden de la actividad generada por los terpenoides; en
primer lugar, estan aquellos que contienen grupos alcoholes, luego los que poseen aldehidos y
finalmente los que tienen grupos cetonicos. La actividad antimicrobiana de los AE puede variar,
desde una inhibicion completa o parcial del crecimiento microbiano, hasta la accién bactericida o

fungicida (Maguna, 2006)

2.1.3.2 Métodos de evaluacion de actividad antimicrobiana. Teniendo en cuenta el NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards) entre la variedad de métodos para evaluar
la actividad antimicrobiana, dos utilizados son: dilucion en agar y microdilucién en placa. Dilucion
en agar es un meétodo bien establecido para la determinacion de la sensibilidad a los
antimicrobianos. (NCCLS,2012)

El agente antimicrobiano se incorpora dentro del medio con agar, de manera tal que cada placa
contenga una concentracion de antibidtico diferente. Los indculos de los distintos
microorganismos se pueden aplicar rapida y simultaneamente sobre la superficie del agar
utilizando replicadores. Finalmente, los microorganismos en prueba previamente diluidos son

inoculados en los agares e incubados a su temperatura y tiempo 6ptimos. (NCCLS,2012)
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Otro de los métodos importantes es el microdilucion en placa, el cual el aceite esencial se
maneja en una microplaca de multiples pocillos con concentraciones crecientes. El
microorganismo es inoculado en pocillo de la microplaca contenido con diluciones de antibidtico.

Tras de incubacién a determinada temperatura, se evalta la capacidad de crecimiento de la
bacteria en presencia del antimicrobiano para valoracion de la turbidez del medio (Picazo,2013) A

diferencia de los métodos de difusion, el procedimiento de microdilucion en placa, maneja un

aumento de la sensibilidad para cantidades pequefias (Langfield et al., 2004).

En latabla 1 se puede observar un breve resumen de los métodos comunes para la determinacion

de actividad antimicrobiana.

Tabla 1. Métodos comunes para la determinacion de actividad antimicrobiana

Dilucién en agar

Macrodilucién

Microdilucion

Tipo de medio Soélido Liquido Liquido
Antimicrobiano  Suspension Incorporado al medio. Suspension
Discos de papel
Inéculo 0,5 McFarland. 108 2x108
Ventajas El estudio de grupos  La posibilidad de lograr ~ Gracias a su disefio de placa, permite una
de grandes cepas y el cultivo estandarizado  proteccién de las muestras a una posible
resultados de la mayoria de los contaminacion externa e interna, se
cuantitativos. microorganismos y permite el estudio de microorganismos
también permite frente a varios antimicrobianos, se
reproducir resultados. implementan pipetas multicanal
(Sanchez & Delgado, (Picazo,2013)
2010)
Desventajas Trabajo muy resulta engorroso, por la  Requieren disponer del antimicrobiano

laborioso,
moderadamente
automatizable y ese
centra en estudios
epidemioldgicos.
(OCW.,s.1).

cantidad de material, de
manipulacion y del
trabajo requerido para
preparar los tubos de
dilucién en caldo
(Sanchez & Delgado,
2010)

puro con potencia conocida, la
preparacion de al menos 4 diluciones del
farmaco a ensayar y exigen destinar
bastante tiempo a la lectura e informe de
los resultados (Garcia, 2002)

2.1.3.3 Microorganismos de interes. Entre el grupo de bacterias Gram positivas se encuentra

E. faecalis y en el grupo Gram negativo P.gingivalis. A continuacion, se expondra las

caracteristicas pertenecientes a cada uno.
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Enterococcus faecalis perteneciente a la familia Enterococcaceae, habitan en el interior del
tracto gastrointestinal de una variedad de organismos, incluyendo al hombre. Pueden encontrarse
también en el tracto genitourinario y en la saliva. (Diaz et al., 2010) Han sido identificados como
patdgenos oportunistas para los humanos, pudiendo causar diferentes enfermedades dentro de las
que se encuentran las endocarditis, infecciones del tracto urinario, neonatales, del sistema nervioso
central, intrabdominal y pélvica (Diaz et al., 2010). Otros sitios donde es posible encontrar esta
bacteria es en el suelo, agua o alimentos, lo cual indica contaminacion fecal. Su morfologia se
caracteriza por ser cocos de tamafio 0,6-2,0 x 0,6-2,5 um, Gram positivos que se distribuyen en
cadenas cortas o en pares. No forman esporas. Son anaerobios facultativos. Sus colonias se
caracterizan por ser tener un tamarfio entre 0.5y 1 mm, a menudo blanco, tal como se observa en

la figura 4. Su temperatura éptima de crecimiento es 35 °C (Diaz et al., 2010)

[
Y

Figura 4. Colonia de Enterococcus faecalis.

Porphyromonas gingivalis perteneciente a la familia Porphyromonadaceae, es un cocobacilo
anaerobio facultativo Gram negativo, anaerobio estricto, mide 1 - 3,5 um de largo por 0,5 - 0,8 um
de ancho. Sus colonias (Figura 5) son uniformes de coloracién verdosas, pardas o negras debido a

la hemina que almacena en la superficie celular (Martinez, 2006) Su pared celular presenta a nivel
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de la membrana externa las endotoxinas, son capsulados, no esporulados, sin flagelos. Tiene la
capacidad de inducir alteraciones y destruccion del tejido periodontal. También produce multiples
enzimas con capacidad de degradar compuestos proteicos (Ramos et al., 2011). Las bacterias Gram
negativas mueren por la desintegracion de la membrana externa, cuando se liberan los

polisacaridos incrementando la permeabilidad en la membrana plasmaética al ATP (Canaval, 2017).

Figura 5. Colonias de Porphyromonas gingivalis.

2.1.3.4 Compuestos de referencia y mecanismo de accion. La ampicilina presenta accion
bactericida, que actla inhibiendo la Gltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana,
uniéndose a unas proteinas especificas PBPs (Penicillin-Binding Proteins) que se localizan en la
pared celular, impidiendo que la pared celular se construya correctamente y provoque la lisis o
destruccion de la bacteria (Arroyo y Galvez, 2017)

Por otra parte, este compuesto de referencia tiene como férmula molecular C16H19N304S, peso
molecular 349.406 g/mol, punto de fusion 208 °C y soluble en Agua (Mensa et al.,2018) En su
estructura gquimica se encuentra un sulfuro (-S-), ademas, 1 grupo funcional amina. También
cuenta con 3 dobles enlaces, un ciclo butano y un anillo aromatico. En la figura 6 se presenta su

estructura quimica.


https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Azufre
https://es.wikipedia.org/wiki/Gram
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Figura 6. Estructura quimica de la ampicilina, compuesto de referencia usado para la
determinacion de actividad antibacteriana en E.faecalis.
Adaptado de: Bautista, 2015.

Por otra parte, se encuentra el Metronidazol (Figura 7), principal componente de la familia de
los 5-nitroimidazoles (Bendesky & Menéndez, 2001). Los principales metabolitos oxidativos son
1-(2-hidroxietil)-2- hidroximetil-5-nitroimidazol (“hidroxi” metabolito), que posee actividad
antibacteriana. (AEMPS, 2016) Es uno de los farmacos mas eficaces frente a las bacterias
anaerobias y, en combinacién con otros antibioticos, se utiliza para la erradicacion
del Helicobacter pylori (Lau et al., 1986). Los efectos secundarios que trae consigo son vomitos,
nauseas, diarrea y en casos extremos, convulsiones. (Medline,2017)

Mecanismo de accion: EI metronidazol tiene propiedades amebicidas, bactericida, y
tricomonicida. Una vez que entra en el interior de la célula, es reducido por el metabolismo
intracelular (proteinas de transporte electronico). Debido a esta alteracion de la molécula de
metronidazol, se mantiene un gradiente de concentraciones que promueve el transporte intracelular
del farmaco. Los radicales libres formados interaccionan con el ADN celular produciendo una
pérdida de la estructura helicoidal, rotura de la cadena con la inhibicion resultante de la sintesis de

acidos nucleicos y muerte celular. (AEMPS,2016)
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Figura 7. Estructura quimicaodHeI Metronidazol.
Fuente: Alamy, 2017.

2.1.3.5 Mecanismo de accion de los aceites esenciales. Los principales constituyentes de los
AE son los terpenos de bajo y medio peso molecular como los monoterpenos, los sesquiterpenos
y, en menor medida, los diterpenos. (Pald, 2002) Los monoterpenos son las moléculas mas
abundantes, llegando a representar hasta el 90% del aceite. Estos terpenos se sintetizan a partir de
las 5 unidades de carbono del isopentenil pirofosfato (IPP), también denominado isopreno, siendo
éste el precursor de las series de monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo) (Usano
et al.,2014)

Otro grupo constituyente de los AE son los compuestos fendlicos, los cuales se definen como
un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su estructura
varios grupos arilo sustituidos por funciones hidroxilicas, aqui se pueden encontrar quinonas,
saponinas, flavonoides, taninos, entre otras (Camones, 2009)

En el afio 2003, reportaron estudios con timol y Eugenol y se determind un efecto bactericida
contra microorganismos gram negativos y positivos, provocando dafio en la membrana celular y
salida de los componentes intracelulares (Walsh et al., 2003).

Algunos articulos reportan la fuerte accion antimicrobiana del timol y carvacrol asociada a la
presencia del radical hidroxilo, debido a que p-cimeno, precursor biolégico de estos componentes
carece de este hidroxilo y presenta menor actividad. (Lopez Ambrocio, Ruiz Posada, & Delgadillo

Martinez, 2016)
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Figura 8. Mecanismo de accion de los compuestos mayoritarios del AE timol y carvacrol

En la tabla 2 se presenta un resumen de la composicion quimica de los terpenoides presentes en

los aceites esenciales y su mecanismo de accion frente a microorganismos pat6genos.

Tabla 2. Mecanismos de accién de algunos compuestos quimicos frente a Microorganismos

patdgenos.

Compuesto

Clasificacién quimica Mecanismo

Timol

Citronelol, Linalol,
Geranial
Limoneno

Carvacrol

Membrana celular alterada.
Composicion lipidica
afectada

Monoterpenoide

Monoterpeno Membranas permeabilizadas
Terpenoide Membrana permeabilizada
Monoterpeno Dafiada la morfologia celular

Transitorios de Ca?* aumento
Membranas celulares
permeabilizadas y vesiculas

Fenol monoterpenoide

Adaptado de: Cimanga et al., 2002., Baratta et al, 1998., Bouhdid et al., 2009.
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2.1.3.6 Fitotoxicidad. Para la determinacién del efecto toxico y genotoxicidad de los aceites
esenciales, se utilizan bioindicadores como Allium cepa y semillas de Lycopersicon esculentumy
Brassica oleracea.

El bioensayo de toxicidad con semillas es una prueba estatica de toxicidad aguda (120 h de
exposicion), para evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas de
éstos, en el proceso de germinacion de semillas y en el desarrollo de plantulas durante los primeros
dias de crecimiento (Bagur-Gonzélez et al., 2011).

Es importante que, durante el periodo de germinacion y los primeros dias de desarrollo de la
plantula, ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una sustancia toxica
puede interferir en la supervivencia y el desarrollo normal de la planta. (Sobrero & Ronco, 2008)

Por esta razon, la germinacion es una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos
adversos (Sobrero y Ronco, 2008).

Ahora bien, el ciclo celular es una serie de eventos moleculares secuenciales y unidireccionales
cuya funcion es la duplicacion del &cido desoxirribonucleico (ADN) para generar dos células hijas,
cada una con una copia idéntica de material genético. En la figura 9 se observa un esquema
ilustrativo del ciclo celular.

\
Gy: la célula 4

crece y realiza | S: replicacion del
sus actividades |DNA y duplicacién| §
especializadas. | de cromosomas. | |

N\ G,: la célula
Q,;az crece y condensa
3 gradualmente su
Q\\oc\‘\ cromatina,

Figura 9. Esquema general de las fases del ciclo celular.
Fuente: Salazar, Rodriguez y Borunda, 2013
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Los pasos secuenciales que comprende el ciclo son cuatro: una fase en la que la célula se asegura
de que existen las condiciones idéneas para poder dividirse, denominada Gapl (G1); una fase de
replicacion de ADN nuclear, Fase S (S); otra fase donde se verifica que la duplicacion de ADN se
realizd de manera completa y sin errores, denominada Gap2 (G2); y finalmente, una fase de
segregacion de las cromatidas (Fase M o mitosis). (Garza et al., 2014) La mitosis, a su vez, se lleva
a cabo en cuatro fases: profase, metafase, anafase y telofase/citocinesis. Durante la profase ocurre
la ruptura de la membrana nuclear y la condensacién de cromatina para formar los cromosomas
(cromatidas hermanas unidas por el centromero). En la metafase, los cromosomas se localizan en
el plano ecuatorial de la célula mediante el huso mitético. En la anafase las crométidas hermanas
se separan y migran hacia los polos opuestos de la célula. Finalmente, en la telofase, las dos nuevas
envolturas nucleares rodean a cada juego de los cromosomas separados, éstos se descondensan y
expanden en el nuevo ndcleo generando dos células hijas mediante un proceso denominado
citocinesis. (Garza et al.,2014)

Por otra parte, la prueba de Allium cepa ha sido utilizada para evaluar dafios en el ADN, como
aberraciones cromosémicas, alteraciones en el ciclo mitético y diferentes puntos finales. Las
aberraciones cromosomicas pueden ser inducidas por varios factores como el rompimiento del
ADN o la inhibicion de la sintesis y replicacion del ADN alterado. Muchas de las ACs
(Aberraciones cromosomicas) son consecuencia de una segregacion anormal de los cromosomas,
generado por la accion de agentes aneugénicos o clastogénicos) (Restrepo et al., 2012).

Con respecto a las anomalias cromosomicas relacionadas con los puentes cromosémicos, estas
son causantes de la rotura de los brazos cromosémicos en el momento de la division celular

(telofase) y pertenecen al grupo de alteraciones clastogénicas. (Segovia et al., 2016).
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De igual modo es preciso sefialar la naturaleza pegajosa de los cromosomas que dan como
resultado, cromosomas que no pueden llegar a los polos y permanecen dispersos en el citoplasma,
presentdndose de modo condensado y pegajoso. En afadidura, la presencia de c-metafase, es
causante de un bloqueo del ciclo celular en metafase (Berrocal et al.,2013)

En la figura 10, se pueden observar los diferentes tipos de aberraciones cromosomicas,

identificadas como c-mitosis, célula binucleada, fragmento cromosomico y puente anafasico.

!’:J. .

~
~
-

Figura 10. Aberraciones cromosomicas en Allium cepa. Imagen observada en 60X. A) normal
metafase; b) normal anafase; c) normal telofase; d) c-mitosis; ) anormalidades del huso en
anafase; f) puente anafésico; g) puente en telofase; h) fragmento en telofase; i) célula en
interfase; j) micronudcleo en célula de interfase.

Fuente: Dragoeva et al, 2012.

El indice mitético se define el ndmero de células por unidad (normalmente 1.000)
(Fiskesjo,1985) que sufren mitosis durante un determinado periodo de tiempo de exposicion (120
horas) y se utiliza principalmente como estimacion de la velocidad del crecimiento tisular

(Restrepo et al., 2012).

Valores del indice mitético (IM) que se encuentren inferiores al valor del control negativo

(agua) indican alteraciones inhibitorias, derivadas de las sustancias quimicas utilizadas en el
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ensayo. Caso contrario, valores del IM superiores al control negativo indican un incremento en la
division celular, mostrando un desorden en la proliferacion celular. (Restrepo et al., 2012).

El principal proposito de realizar estudios de toxicidad aguda es establecer una relacion causa-
efecto entre la exposicidn a una sustancia toxica y la consecuencia observada para determinar un
nivel de exposicidn seguro. Uno de los aspectos importantes en toxicologia y ecotoxicologia es la
relacion entre la concentracion de un compuesto quimico a la cual se expone un organismo y el
consecuente efecto perjudicial que le produce. Esta relacion, es conocida como dosis-respuesta, el
cual constituye la base para la evaluacion del peligro y el riesgo generado por las sustancias

quimicas en el medio ambiente. (Ramirez, 2017)

2.2 Marco de antecedentes
En la tabla 3 se muestran los compuestos quimicos, estructuras y propiedades bioldgicas de los
aceites esenciales Cymbopogon nardus y Cymbopogon martinii.

Tabla 3. Aceites esenciales con sus respectivas propiedades bioldgicas, compuestos mayoritarios
y estructuras quimicas.

Aceite Compuestos Estructura Propiedades Referencia
esencial guimicos biolégicas del aceite
esencial
C. Nardus Geraniol WOH Actividades Pérez et
(20.04%) antivirales, al.,2006
antibacterianas, Zambon et

Citronelal (45.7) antifingicay al.,2015

= /O S L - -
\I/\/\l/\/ antisépticas. Quintanilla
etal.,2012

R-(+)-Limoneno
(7 %)

Eugenol (1,3%) /O:©/\/
HO




ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 38

Tabla 3. (Continuacién)

C.Martinii Geraniol (69.7 CH.OH Propiedades Stashenko
%) N2 antisépticas, etal., 2012
antibacterianas, Quintanilla

| antiinflamatoriasy  etal., 2012
antimicrobiana

Maguna et
Acetato de f al., 2006
geranilo (14.8 o S )k
%) ©
Timol (0,1%) il
OH

HsC CH,
Carvacrol il
(0,1%) oH

HaC CHj

Para determinar la importancia de la actividad antimicrobiana en los ultimos afios, se realizd
una busqueda en la base de datos Scopus con la siguiente ecuacion TITLE-ABS KEY (antimicrobial
AND activity ) AND PUBYEAR > 2007 AND PUBYEAR < 2020 ; en la cual se obtuvieron 97.777
documentos en un periodo de tiempo del 2007-2020. En la Figura 11 se puede observar la
tendencia en publicaciones cientificas acerca del tema mencionado, notandose que la mayor
cantidad de documentos corresponde al afio 2018 con un total de 10997 articulos, lo cual permite

destacar que es un campo de investigacion activo.
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Figura 11. Numero de publicaciones por afio relacionados con actividad antimicrobiana en el
periodo 2007 — 2020 (Consultado en septiembre del 2019).
Fuente: Base de datos Scopus (Elsevier, B.V., 2019), Crai Biblioteca USTABUCA.
Por otra parte, en la Figura 12, se observa una relacién entre la actividad antimicrobiana y los
aceites esenciales, en la cual se realiz6 una busqueda en la base de datos Scopus con la siguiente
ecuacion (TITLE-ABS-KEY (antimicrobial AND activity) AND TITLE-ABS-KEY (essential AND

oil) AND PUBYEAR > 2007 AND PUBYEAR < 2020 obteniéndose asi mismo una cantidad de

6.811 documentos publicados en un rango de 2007 hasta 2020.
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Figura 12. Relacion de actividad antimicrobiana con los AE durante el periodo 2007 — 2020
(Consultado en septiembre del 2019).
Fuente: Base de datos Scopus (Elsevier, B.V., 2019), Crai Biblioteca USTABUCA.

Se puede observar una tendencia creciente en el estudio de relacién entre actividad
antimicrobiana frente a los aceites esenciales, consiguiéndose 783 publicaciones en el afio 2018,
lo cual da a entender la relevancia que tiene este tema en la actualidad.

Una investigacion reciente sobre la variedad de aceites esenciales entre los que se encontraba
Cymbopogon nardus para determinar la actividad antimicrobiana contra Enterococcus faecalis
usando las hojas de planta y el método de dilucidn en agar, obtuvieron un resultado de MIC para
Enterococcus faecalis 1.0 %V/V (Hammer, Carson &Riley, 2001)

En Malasia determinaron la composicién quimica y su actividad antibacterial de aceites
esenciales de Cymbopogon nardus y Cymbopogon citratus contra Enterococcus faecalis obtenido
por el método de hidrodestilacion, la composicion quimica se determind por acoplamiento de

cromatografia de gases y espectrometria de masas y su prueba de sensibilidad antibacteriana para
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E. faecalis fue hecho por el método de difusion del disco. Se obtuvo una CIM de C. nardus contra
el microorganismo una concentracion de 31.25 mg/ml (Subramanan et al., 2015).

En el afio 2009 se realizd un estudio acerca de las actividades antimicrobianas del aceite esencial
de Cymbopogon citratus (hierba de limén) contra algunos patdgenos periodontales,
Porphyromonas gingivalis. Entre sus componentes mayoritarios se encontraba neral, linalol y
geraniol. Esto se evalué mediante el método de dilucion en caldo, determinandosela concentracion
minima inhibitoria la cual se obtuvo como resultado una CIM de 0,22 mg / mL (Khongkhunthian
et al., 2009).

En el afio 2014 con el trabajo titulado Antimicrobial activity of Cymbopogon martini essential
oil associated with chitosan in Enterococcus fecalis strains, evaluaron la actividad antimicrobiana
del aceite esencial Cymbopogon martinii frente al microrganismo Enterococcus faecalis por el
método de microdilucién, se obtuvo una concentracion bactericida minima e inhibitoria,
obteniéndose 7.5uL/mL como MIC y MBC frente a Enterococcus faecalis (Barboza et al., 2014).

En el afio 2014, con el trabajo titulado action of essential oils from Brazilian native and exotic
medicinal species on oral biofilms, evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial
Cymbopogon martinii frente a Porphyromonas gingivalis mediante el método de microdilucion,
ellos obtuvieron la concentraciéon minima inhibitoria y bactericida, obteniendo un resultado de
0.250 mg/ mL frente al microorganismo (Bersan et al., 2014).

En el afio 1998, estudios cientificos indicaron que el carvacrol y el timol desintegran la
membrana celular de las bacterias Gram-negativas, ocasionando la liberacion de polisacéridos e
incrementando la permeabilidad de la membrana al ATP. (Helander et al.,1998)

Estudios en el afio 2002, referentes a la inhibicién de Bacillus cereus por el compuesto

carvacrol, muestran que dicho componente interactia con la membrana celular, en la que se
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disuelve en la bicapa de los fosfolipidos y se ordena entre las cadenas de los acidos grasos; la
distorsion de la estructura fisica de la membrana celular ocasiona su expansion e inestabilidad.
(Ultee et al., 2002)

Una investigacion cientifica realizada en el afio 2018, explican que el compuesto carvacol afecta
la permeabilidad de la membrana de los microorganismos gram positivos, provocando que se
alteren los procesos de difusion y de transporte de activos, ademas de modificar la permeabilidad,
y provocar la salida de iones potasio, elementos esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de
otros que a altas concentraciones alteran el metabolismo bacteriano normal. (Mendoza, 2018)

Un estudio realizado en el afio 2018 relacionado con la genotoxicidad de meristemos de raices
en Allium cepa con los aceites esenciales C. nardusy C.martinii, obtuvieron que los aceites
esenciales no presentaron actividad genotoxica, pero si evidenciaron anomalias con
dafio clastogeénico, células binucleadas y el aumento en el tamafio del nacleo. (Marisol, 2018)

En el afio 2017, evaluaron la actividad fitotoxica de C. nardus frente a Lactuca sativa, y
encontraron que ésta sustancia, logré una inhibicion significativa mayor al 50 % en la germinacion
de la semilla, atribuyendo el efecto fitotoxico al compuesto N- octanoil tiramina. (Ohno et al,

2017)

3. Disefio metodoldgico
Se recomienda realizar ensayos con solventes organicos que no generen genotoxicidad, para
verificar que los aceites esenciales sean los posibles causantes de efectos genotdxicos.
Reactivos. Se usaron: Ampicilina (Casa comercial: Sigma- Aldrich) y Metronidazol (Casa
comercial: AMEGIAR). DMSO (Casa comercial: Honeywell). Agar nutritivo (OXOID). Agar

Sangre (OXOID)
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Equipos menores. Los equipos empleados durante la investigacion se relacionan a
continuacion: placa de calentamiento (Radley Tech), autoclave (Technistro), microscopio marca
OLYMPUS CX23, rotoevaporador (Heidolph), incubadora (Memmert)

Técnicas analiticas

Espectroscopia infrarroja: los espectros de infrarrojo se llevaron a cabo en el espectrometro
Shimadzu Affinity-1. Los espectros se realizaron mediante el uso del soporte ATR MIRacle; para
los compuestos sélidos se empled la punta plana. Se reportaron las bandas de absorcion mas

caracteristicas, expresadas en cm™,

3.1 Caracterizacion de los aceites esenciales.

La obtencion y caracterizacion de los aceites esenciales se realiz6 mediante la prestacion de
servicios técnicos en el Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas (CROM-
MASS), adscrito la Escuela de Quimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Industrial de
Santander —UIS.

Para la obtencion del aceite se empled el método de destilacion por arrastre de vapor, bajo las
siguientes condiciones experimentales: Presion de caldera: 80 psi, temperatura del destilador 96-
98°C, flujo del condensador: 800 mL/min, tiempo de destilacion 90 minutos, densidad de
empaquetamiento del material vegetal: 230 kg/m?

Las condiciones de analisis de las muestras de aceites esenciales fueron: Método acreditado con
la ISO/IEC 17025:2005 por el ONAC, con el codigo de acreditacion 10-LAB-067: Analisis de
aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-MS);
documento normativo: Norma ISO 7609-1985 (E): Essential oils — Analysis by gas

chromatography on capillary columns — general method; empleando como material de referencia



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 44

la mezcla certificada de hidrocarburos Ce — Czs (AccuStandard, New Haven, CT). La preparacion
de las muestras se realizé mediante dilucion e inyeccion directa de los aceites esenciales al equipo
cromatografico. El analisis cromatografico se realizé en un cromatdgrafo de gases AT 6890 Series
plus (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE. UU.), acoplado a un detector selectivo de
masas (Agilent Technologies, MSD 5975) operado en el modo de barrido completo de
radiofrecuencia (full scan). La columna empleada en el anélisis fue DB-5MS (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE. UU.) [5%-fenil-poli(dimetilsiloxano), 60m x 0,25 mm x 0,25 um]. La inyeccion

se realiz6 en modo Split (30:1), Viny= 2 pL.

3.2 Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

3.2.1 Preparacion de caldos de cultivo. Los caldos de cultivo utilizados fueron Agar sangre y
Agar nutritivo.

Para la preparacion de agar sangre, se afiadieron 20 g de agar sangre a 500 mL de agua destilada,
la cual se llevo a ebullicidn hasta la completa disolucion. Posteriormente, se agitd y se esterilizd
en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Se dejo enfriar a 45-50 °C y se afiadieron 7% de sangre
estéril. Se mezclé pausadamente por rotacion y se vertio la mezcla en placas Petri.

Se realiz6 el mismo procedimiento para el agar nutritivo, con la diferencia de que no fue

necesario la adicion de la sangre. (I.C.T, S.L, s.f.)

3.2.2 Preparacion de inoculo. La preparacion del indculo de cada microorganismo se realizd
mediante la seleccidn de tres a cinco colonias del mismo tipo morfoldgico encontradas en el medio

de cultivo. A continuacion, se toco la parte superior de cada colonia con un asa y se transfirio el
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crecimiento a un tubo de 4 a 5 mL de caldo Muller Hinton. Posteriormente, el cultivo se incubo a
una temperatura de 35 °C hasta que alcanzara o superara la turbidez del estandar de 0.5 de

McFarland. (Hindler et al., 1990)

3.2.3 Tratamiento de cepas de referencia. Para el presente estudio se utilizaron las cepas de
referencia que se pueden observar en la tabla 4, utilizadas para la determinacién de la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales junto con sus condiciones y caracteristicas de crecimiento

que se observan en la tabla 5.

Tabla 4. Condiciones y caracteristicas de crecimiento de los microrganismos a evaluar.

Microorganismo P. Gingivalis E. Faecalis
Cepa ATCC 33277 ATCC 29212
Medio de cultivo Agar Sangre y Columbia ( Agar Sangre — Agar nutritivo
OXOID) (OXOID)
Atmosfera de incubacion Anaerobia: 80% N, 10% CO,y Aerobia
10% H,
Tiempo de incubacion 7-14 dias 24 h
Temperatura de incubacion 37 37
Colonia Esféricas Esféricas u ovaladas
Coloracion Amarillo o crema, después de 4 Blanco o crema.
dias negras desde el borde hacia
el centro
Textura Lisa Lisa
Tipo de bacteria y coloracién Gram negativo: rosado Gram positivo: morado
Longitud de onda 405 406
Citas bibliograficas Kotoku et al., 2009. NCCLS,2012

Disponible en el laboratorio de Ciencias Bésicas de la Universidad Santo Tomas, seccional
Bucaramanga.
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Tabla 5. Condiciones de crecimiento para determinacion de MIC

Microorganismo Medio de cultivo Tiempo de Temperatura de Referencia
en placa ELISA  incubacidn (h) incubacion (°C) bibliogréafica
Porphyromonas BHI* 48 35 NCCLS,2012
gingivalis
Enterococcus faecalis CMH** 24 35 NCCLS,2012

*Brain Heart Infusion. * Caldo Mieller-Hinton
Adaptado de: NCCLS, 2012.

3.2.4 Determinacion de la actividad antibacteriana de aceites esenciales. La evaluacion de
la actividad antibacteriana de cada aceite evaluado frente a los microorganismos de estudio
(Porphyromonas gingivalis [ATCC 33277] y Enterococcus faecalis [29212]), se realizo teniendo
en cuenta el protocolo M7-A9 (NCCLS) estipulado en la Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) y el Laboratorio de Investigacion y Ciencias Bésicas de la Universidad Santo
Tomas. (NCCLS,2012)

Todos los materiales utilizados fueron previamente esterilizados mediante calor himedo

(autoclave) (NCCLS, 2012).

3.2.5 Rangos de concentracidn de aceites esenciales y compuestos de referencia. Los rangos
de concentracion de los aceites esenciales evaluados se determinaron de acuerdo con la
susceptibilidad bacteriana observada en pruebas preliminares. La solucion stock se realizo
disolviendo el aceite esencial en DMSO 99%, ajustando a 10 veces la primera concentracién a
evaluar en cada caso, teniendo en cuenta los datos de la tabla 5. En esta solucion, la concentracion
final del DMSO fue de 0.38%, concentracion no toxica frente a las bacterias evaluadas.

(Torrenegra et al., 2017)
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En cuanto a los compuestos de referencia, la solucion stock se realizé disolviendo el
antimicrobiano en el medio de cultivo correspondiente, proceso sugerido por la NCCLS.

Los aceites esenciales de interés y compuestos de referencias fueron evaluados teniendo en
cuenta el rango de concentraciones que se presenta en la tabla 6. Estas concentraciones fueron
establecidas de acuerdo con protocolo establecido por la NCCLS y estudios previos realizados en
el grupo de investigacion donde se evaluaron otros aceites esenciales (Quintero y Rangel, 2016)
(Torres y Torres, 2018).

Para las diluciones seriadas de la actividad antimicrobiana, se pesaron aproximadamente 40 o
60 mg de cada AE, dependiendo de la concentracién inicial a evaluar, es decir, 2.000 o 3.000
pg/mL. A continuacion, se le agreg6 al AE pesado, 1000 uL. de DMSO al 99%, con la finalidad
de obtener una solucion stock con concentracion de 40.000 o 60.000 pg/mL. A partir de esta
solucion, se realizo una dilucion 1:5, en una placa de 24 pocillos, agregando 200 L de la solucién
stock en 800 pL de medio de cultivo, obteniendo diluciones de concentracién de 8.000 o 12.000
pg/mL. Con estas diluciones se realiz6 una de relacion 1:2, afiadiendo 500 pL de la dilucion 1:5
en 500 pL de medio de cultivo, dando lugar a diluciones con concentracion de 4.000 o 6.000
pg/mL. En la placa de 96 pocillos, se realizaron diluciones seriadas 1:2, a partir de la dilucién 1:2
realizada en la placa de 24 pocillos, iniciando la evaluacion de la actividad a una concentracion de

2.000 0 3000 pg/mL.
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Tabla 6. Rangos de concentracion para la determinacion actividad antimicrobiana

Porphyromonas gingivalis Enterococcus faecalis
Aceite esencial Ci (pg/mL) Cf (ug/mL) Ci (ug/mL) Cf (ng/mL)
/compuesto de

referencia

C.nardus 3000 1.46 2000 0.98
C.martinii 3000 1.46 2000 0.98
Ampicilina NA NA 64 0.03
Metronidazol 256 0.12 NA NA

Ci: Concentracion inicial, Cf: Concentracién final., NA: No aplica

3.2.6 Compuestos de referencia. Los compuestos de referencia fueron establecidos en The
Clinical and Laboratory Standards Institute en el protocolo M7-A9 (NCCLS), ademas de
revisiones bibliogréaficas. Se evaluaron concentraciones iniciales de 256 pg/mL para metronidazol
y 64 pug/mL para ampicilina. (Quintero & Rangel, 2016) (Santos et al., 2002)

La purificacion de metronidazol se realizd6 mediante la disolucion de tres tabletas de 500 mg
del compuesto en 150 mL de acetona. Luego, se filtr6 la solucién y se llevo a rotoevaporacion con
el fin de eliminar el exceso de solvente. El sélido se cristalizé adicionando 20 mL de acetona y se
dejo la solucion en un bafio de agua-hielo durante 20 minutos. Seguidamente se filtré la muestra,
y el sélido obtenido se sec6 a 120 °C durante 20 minutos, obteniéndose un rendimiento de 30%.
(Romero, 2012)

Finalmente, los compuestos se caracterizaron mediante Espectroscopia Infrarrojo por

Transformada de Fourier.
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3.2.7 Prueba de susceptibilidad. La CIM se llevo acabo teniendo en cuenta lo establecido por
The Clinical and Laboratory Standards Institute para el protocolo M27-A3(NCCLS). Se empleo
el método de microdilucién en placas estériles de ELISA de 96 pozos fondo redondo distribuidos
para la adicion de cada uno de los aceites esenciales, compuesto de referencia, control positivo y
negativo. En la figura 13, se presenta el disefio de la placa de ELISA, donde las sustancias 1y 2
corresponden a los aceites esenciales; el control positivo contiene caldo de cultivo y el

microorganismo de control y el control negativo contiene solo caldo de cultivo.

Sustancia l

Sustancia 2

Control +

Control -

Figura 13. Disefio de distribucion de AE en placa Elisa de 96 pocillos. EI control (+) contendra
caldo + indculo, mientras que el control —, solo contendréa caldo.

El método empleado fue microdilucion en placas estériles de 96 pozos fondo redondo
distribuidos como se observa en la figura 10. Cada pozo contuvo 50 pL de caldo BHI para P.
gingivalis y caldo Miiller Hinton para E. faecalis. A continuacion, se agregaron 50 uL de aceite
esencial en la concentracion inicial previamente definida. Ademas, se afiadieron 50 pL de in6culo
a una concentracion de 1,5x10% microorganismos/mL establecido por el 0.5 de la escala de
McFarland. Finalmente, las placas se incubaron teniendo en cuenta las condiciones establecidas
en la tabla 5, una vez transcurrido el tiempo de incubacion, la CIM se determind de manera visual
iniciando desde el pozo de menor concentracion. Las placas estériles de 96 pozos no se pasaron
por un lector de placas a razén de que las bacterias evaluadas son anaerobias, es decir, al estar en

contacto con el aire, ocurre la muerte de estas y por tal motivo no se obtuvieron datos estadisticos.
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3.2.8 Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM) de los aceites
esenciales. Una vez determinada la CIM, se procedio a la determinacion de la CBM, la cual se
llevé a cabo mediante la inoculacion de 6-8 pozos de cada muestra en agares selectivos y no
selectivos siguiendo los parametros de la NCCLS M7-A9 y condiciones establecidas en la tabla 5
para cada microorganismo. La lectura de los resultados obtenidos para la CBM se realizd en
aquellas placas de menor concentraciéon de cada solucion donde no se evidencio el crecimiento

bacteriano.

3.3 Determinacion de la fitotoxicidad de aceites esenciales

3.3.1 Preparacion de soluciones. Se prepararon soluciones de los aceites esenciales de
Cymbopogon nardus y Cymbopogon martinii con concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 ppm con

la finalidad de tener un mayor rango de analisis.

3.3.2 Determinacién de la toxicidad de aceites esenciales mediante semillas de repollo
(Brassica oleracea) y tomate (Lycopersicon esculentum). Las semillas fueron adquiridas en un
establecimiento de insumos agricolas. Para la realizacion de los ensayos, se colocaron 20 semillas
de repollo sobre un papel filtro y en cajas Petri, luego, para cada concentracion evaluada y
controles, se le afadieron 2 mL de sustancia (Aceite esencial + DMSQO). Luego, se sellaron las
diferentes cajas de Petri con una pelicula transparente de PVC y papel aluminio en un lugar fresco

(20+ 2°C) en total oscuridad por un periodo de 8 dias.
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Una vez transcurrido el tiempo, se hicieron las mediciones y observaciones de las plantulas,
registrando todos los datos, para el analisis estadistico. El ensayo se realizé por triplicado Este

procedimiento se ejecutd de igual forma para las semillas de tomate.

3.3.3. Determinacion de la toxicidad de aceites esenciales empleando bulbos de Allium
cepa. Se eligieron cebollas (Allium cepa) con un tamafio similar de promedio +20 g para cada
concentracion a evaluar. Seguidamente se les quitd la primera capa y se limpio su base radicular
con cuidado de tal manera que no se eliminaran las raices y se dejaron sumergidas en agua sin
cloro por 2 horas. Una vez transcurrido el tiempo, cada cebolla se coloco en contacto con las
soluciones de los aceites esenciales a distintas concentraciones (1, 10, 100 y 1000 ppm), control
positivo utilizando DMSO (dimetilsulfoxido) al 0.38% y control negativo utilizando agua
embotellada comercial, para luego dejarse en oscuridad por un periodo de tiempo de 5 dias con el
fin de permitir nuevo desarrollo radicular. Los experimentos se realizaron con tres repeticiones a
temperatura ambiente (20x 2°C).(Sobrero y Ronco, 2008)

Una vez culminado el tiempo de exposicion de las cebollas, se determind el porcentaje de
inhibicion de crecimiento de las raices, mediante la comparaciéon de la longitud promedio de las
raices expuestas a cada concentracién con las raices que germinaron en los controles, luego se
calculo6 la CEso teniendo en cuenta la regresion lineal de curva dosis-respuesta a partir de datos
probit. Para establecer la genotoxicidad, se cortd el apice de 2-3 mm de la punta de la raiz,
correspondientes a raices que midieran menos de 2.5 cm. Seguido, se sumergieron los apices en

acido clorhidrico 1N por 20 min. Una vez transcurrido el tiempo, se lavd cuidadosamente tres
veces con agua destilada los apices con el fin de eliminar el &cido y se sumergid en colorante de

aceto-orceina durante 20 min para su coloracién. Se colocaron las puntas de las raices
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coloreadas sobre laminas porta objetos, y se cubri6 con una laminilla, de tal manera que se ejercio

presion fuerte sobre ellas con el dedo pulgar (“Squash™) y la raiz expusiera una capa fina del tejido

vegetal. Las observaciones de las fases mitéticas se llevaron a cabo en un microscopio. Las

condiciones estandares implementadas para el ensayo Allium cepa se presentan en la tabla 7.
Ecuacion 1. indice mitético

Numero de células en division
IM = ~ . * 100
Numero total de células

Tabla 7. Condiciones estandares para ensayo Allium cepa.

Concentraciones para evaluar 1,10, 100 y 1000 ppm
Control positivo DMSO 0.38 %
Control negativo Agua comercial

Condicién de Temperatura Ambiente
Tiempo de analisis 5 dias
Condicion de almacenamiento Oscuridad

Ademas, se identificaron las Aberraciones Cromosémicas (AC) presentes en las etapas

mitéticas.
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4. Analisis de Resultados
A continuacion, se presentan los resultados del proceso de investigacion para la determinacion de
la actividad antimicrobiana de dos aceites esenciales frente a Porphyromonas gingivalis y

Enterococcus faecalis, asi como también, se presenta la fitotoxicidad y genotoxicidad de los

aceites esenciales.

4.1 Caracterizacion de los aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas
En la Figura 14 se presenta el cromatograma (corriente ionica total reconstruida) correspondiente

del aceite esencial de citronela (Cymbopogon nardus), obtenido mediante analisis realizado por
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Figura 14. Perfil cromatografico (corriente ionica total reconstruida) del aceite esencial de
citronela (Cymbopogon nardus), obtenido mediante GC-MS (modo full scan)

Se identificaron 31 componentes, de los cuales se presentan los mas representativos en la Tabla

8. De acuerdo con el % de abundancia relativa, los compuestos mayoritarios son: citronelal
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(19,4%), citronelol (14,9%), geraniol (18,1%), geranial (6,2%) y acetato de geranilo (5,0%), entre
otros.

Tabla 8. Composicion del aceite esencial de citronela (Cymbopogon nardus).

Orden de elucién Compuesto Estructura Cantidad relativa, %
1 Limoneno 2,3
2 Linalol / 0,8

3 Citronelal M 19,4
O/ /

4 Citronelol M 14,9
HO /

5 Neral N 4,7
W

6 Geraniol M 18,1
Z Z
HO
7 Geranial M 6,2
(o)

N Z
8 Acetato de citronelilo 0 2,3
F
[©)
9 Eugenol HOD\/ 1,3
O
10 Acetato de geranilo n 5,0
)J\O s F

11 Germacreno D

12 Elemol : i /i 39

13 Germacreno - 4-ol 5,8

Total 87,1
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En la Figura 15, se presenta el espectro de masas y la posible ruta de fragmentacion del

citronelal, componente mayoritario del AE de citronela.
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Figura 15. Espectro de masas citronelal, compuesto mayoritario presente en el aceite esencial de
citronela (Cymbopogon nardus),

En el espectro de masas se registra el ion molecular con una relacién m/z de 154, a partir de
este y producto de una ruptura homoalilica se puede explicar la formacion de los fragmentos con
m/z 83y 71 los cuales se identificaron como ®1 y ®2 respectivamente. A partir de ®2 mediante la
pérdida de etileno o directamente desde el ion molecular se puede explicar la formacion del
fragmento @3 con una m/z de 43. Los fragmentos ®4 y ®s con relaciones m/z de 44 y 110
respectivamente, provienen de un rearreglo tipo McLafferty en el cual un atomo de hidrégeno del

carbono 6 a un doble enlace se reacomoda. El fragmento @ con una m/z de 69 corresponde a la
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ruptura alilica en el carbono 5, el cual genera un cation alilico bastante estable, lo que explica su
alta intensidad; a partir de este fragmento se da la pérdida de etileno para formar el fragmento ®~
igualmente alilico con una m/z de 41, siendo este el ion pico de base.

Se identificaron 32 componentes, de los cuales los mas representativos se presentan en la Tabla
9, de acuerdo con el % de abundancia relativa, los mayoritarios son: linalool (4,7%), geraniol
(64,0%), y acetato de geranilo (14,8%). En la Figura 16 se presenta el cromatograma (corriente
i6nica total reconstruida) correspondiente del aceite esencial de palmarrosa (Cymbopogon

martinii), obtenido mediante analisis realizado por GC-MS.

Tabla 9. Composicién del aceite esencial de C.martinii.
Orden de elucién Compuesto Estructura Cantidad relativa, %

1 Limoneno 0,2

2 trans-#-Ocimeno 3,2
\ VAV AV

3 Linalol \ 4,7

/SN
4 Nerol He 0,6
W
5 Geraniol 64,0
/ /
HO
6 Geranial 1,8

7 Carvacol 0,1

8 Acetato de geranilo i 14,8
)J\O/W

Total 89,4
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Figura 16. Perfil cromatogréfico (corriente ionica total reconstruida) del aceite esencial de
palmarrosa (Cymbopogon martinii), obtenido mediante GC-MS (modo full scan)

En laFigura 17, se presenta el espectro de masas y la posible ruta de fragmentacién del geraniol,

componente mayoritario del AE de palmarrosa.
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Figura 17. Espectro de masas geraniol, compuesto mayoritario presente en el aceite esencial de
palmarrosa (Cymbopogon martinii),
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En el espectro de masas correspondiente al geraniol (Figura 17) se puede observar la aparicion
del ion molecular con una relacién m/z de 154; a partir de este se da una pérdida de un radical
metilo la cual lleva a la formacion del catién con m/z de 139.2, este ion pierde etileno formando
asi el cation con m/z de 111.2, el cual finalmente pierde agua para formar @1 con una relacién m/z
de 93. Por otra parte, el ion pico de base identificado como @2 proviene de una ruptura alilica en
el carbono 5 el cual propicia la formacion de un cation de alta estabilidad con una relacion m/z de
69; este a su vez pierde una molécula de etileno para llegar asi al catién @3 con una relacion m/z

de 41.

4.2 Compuestos de referencia empleados en la determinacion de la actividad

antimicrobiana

En las Figuras 18 y 19, se presentan los espectros infrarrojos del metronidazol y la ampicilina, los
cuales fueron comparados con los encontrados en la literatura, estos ultimos se encuentran en los

AnexoDyE.
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Figura 18. Espectro Infrarrojo experimental del Metronidazol
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El analisis por espectroscopia de infrarrojo permitio, corroborar los grupos funcionales del
nucleo imidazolinico y sus respectivos sustituyentes. La inspeccion de las sefiales en el espectro
IR muestran la sefial en la region de absorcion propia del grupo hidroxilo, en 3215 cm™,
correspondiente a la vibracién de tension (v) del enlace O-H, principal evidencia de la estructura
de la molécula. En la regién de 1537 cm™ se aprecia una banda intensa de tension asimétrica del —
N=0O debido a que se trata de un nitrocompuesto aromatico.

La naturaleza alifatica de los sustituyentes alquilo del anillo aromatico de imidazol se pudo
apreciar debido a las bandas de vibracién de tension simétricas y asimétricas en la region
comprendida entre 2848-2916 cm™. Igualmente, la sustitucion sobre el anillo aromatico del
metronidazol se pudo apreciar en la region comprendida entre 878-695 cm™, modos vibracionales
de tipo flexion (y). También, se identificaron bandas de tension en la region de 3018-3099 cm™
propias de los enlaces C-Har, y -CH. Por su parte, el modo vibracional correspondiente a la tension
simétrica del grupo nitro (-NO,) aparece en 1371 cm™ y la tension asimétrica en 1537 cm™.

Por su parte, para el farmaco comercial Ampicilina, también se llevé a cabo una inspeccion de
las sefiales de su correspondiente espectro infrarrojo. El andlisis por espectroscopia de infrarrojo
evidencid los grupos funcionales de la estructura molecular del farmaco, confirmandose asi la
banda de vibracion de tension del grupo amino primario (N-H) en 3332 cm™, que, aunque en la
mayoria de los casos se solapa con la banda de absorcién del acido carboxilico, es caracteristica
en los espectros de este tipo de compuestos. Asi mismo, se observa la banda de vibracion de tension
del enlace S-H en 2632 cm™,

En la region de 1770 cm™ hay una banda fuerte que podria pertenecer al estiramiento C = O de

los carbonilos, mientras que las presumibles vibraciones de flexion de tipo aleteo de los grupos



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 60

CHy CHzy de la vibracion de tension del enlace C—Har se registran en los rangos de 1309 - 1380
y 646 - 729 cm™?, respectivamente.
En la figura 19, se ilustra la asignacion de las bandas de absorcion maés relevantes de la

ampicilina.
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Figura 19. Espectro Infrarrojo experimental de Ampicilina

4.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales

En la Figura 20 se presenta un esquema del procedimiento experimental realizado para la

determinacién de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales.
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Placa de 96 pozos
P er—

Aceites esenciales

Lectura CIM

E.faecalis

Lectura CBM
Figura 20. Esquema de la metodologia empleada para la determinacion de actividad
antimicrobiana de aceites esenciales por el método de microdilucion en placa.
En la tabla 10, se evidencia que los AEs de Cymbopogon nardus y Cymbopogon martinii
mostraron actividad antimicrobiana frente a Porphyromonas gingivalis, presentando una CIM que
oscila entre el rango 250-500 pg/mL, y CBM de 500 pg/mL. EI metronidazol presenté una CIM

de 256 pg/mL y CBM de 128 pg/mL y la ampicilina una CIM y CBM de 2 pug/mL.

Tabla 10. Resultados de actividad antimicrobiana para el microorganismo Porphyromonas
gingivalis y Enterococcus faecalis.

Aceite esencial- Porphyromonas gingivalis Enterococcus faecalis
compuesto de CIM CBM CIM (pg/mL) CBM (pg/mL)
referencia (ug/mL) (ng/mL)
Cymbopogon 250-500 500 >2000 >2000
nardus
Cymbopogon 250-500 500 >2000 >2000
martinii
Metronidazol 256 128 NA NA
Ampicilina NA NA 2 2

Nota: CIM: Concentracion inhibitoria minima, CBM: Concentracién bactericida minima.
NA: No aplica.
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Teniendo en cuenta los resultados descritos anteriormente, se determiné que los aceites
esenciales C. nardus y C. martinii son activos para P. gingivalis expresado en la capacidad de
inhibir el crecimiento de las cepas a las concentraciones probadas. Por otro modo, dichos aceites
no presentaron actividad antibacteriana frente a E.faecalis.

La inhibicion del microorganismo P.gingivalis por el aceite C. nardus puede estar relacionada
con la presencia de terpenoides en su composicion quimica; entre sus propiedades bioldgicas, este
presenta actividad antimicrobiana (Sanchez et al., 2007) De igual forma, algunos estudios
demuestran que los componentes de menor proporcion tienen un papel critico en la actividad
antimicrobiana, posiblemente debido a un efecto sinérgico entre ellos. (Usano et al., 2014) Uno de
ellos es el compuesto citronelal, que fue identificado como componente mayoritario en las
fracciones volatiles del aceite; su mecanismo de accidn se basa en la participacion en disrupcién
de la membrana por compuestos lipofilicos (Maguna et al., 2008) Por otra parte, algunos de los
compuestos quimicos de los aceites esenciales pueden penetrar en las células microbianas y
producir alteraciones en la estructura y funcionalidad de estas. (Andrews et al., 1980).

Uno de los principales mecanismos de accidn propuestos para los terpenoides, entre los cuales
se puede encontrar el citronelol, geraniol y eugenol, consiste en la disrupcién de la membrana
celular bacteriana mediante tres posibles vias: aumentando la permeabilidad de la membrana a
iones pequefos, afectando la estabilidad estructural de la membrana y desestabilizando el
empaquetamiento de la bicapa lipidica, cualquiera de estos efectos produce la muerte en la célula
bacteriana. (Maguna et al., 2008)

Otro compuesto importante de C. nardus es el Geraniol, el cual es un monoterpeno, cuya
funcidn es reforzar el efecto antimicrobiano de citronelal. (Bermudez et al., 2019) De otro lado, el

compuesto eugenol inhibe la produccién de amilasas y proteasas, asi como el deterioro de la pared
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celular y una elevada ruptura celular (Thoroski, 1989). Ademas, estudios realizados por
Wendakoon y Sakaguchi determinaron que el grupo hidroxilo del eugenol se enlaza a las proteinas,
bloqueando la accion enzimatica.

Trombetta y colaboradores en el afio 2005, describen que la actividad antimicrobiana de los
compuestos terpenicos es el resultado de su difusion a través de la membrana citoplasmatica,
alterando la permeabilidad y fluidez de esta, asi como también alteran el transporte de iones.
Compuestos hidrocarbonados como el limoneno pueden producir la expansion y cambios en la
fluidez sobre la membrana, ademas de la disrupcion de las interacciones lipido proteina afectando
el intercambio de iones (Sikkema 1994).

Por otra parte, la inhibicion del aceite Cymbopogon martinii frente a P. gingivalis podria estar
relacionada con la presencia de compuestos como el geraniol y linalol, los cuales actian rompiendo
los lipidos de la membrana, favoreciendo el flujo de electrones y de otros contenidos celulares. La
pérdida prolongada de estas particulas y compuestos conduce a la muerte del microorganismo.
(Gomez, 2009)

Cabe destacar que la estructura quimica de los componentes de los aceites esenciales afecta su
modo de accidn y actividad antimicrobiana, por lo que se confirma la importancia de la presencia
del grupo hidroxilo (-OH) en los compuestos fenolicos como el carvacrol y timol (Gomez et al.,
2009). El carvacrol puede inducir a una alteracion de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas y con ello permite la salida de lipolisacaridos e incrementa la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica (Lambert et al., 2001), provocando asi la salida del ATP, inhibicion de
la actividad de las ATPasas y la disminucion de la fuerza motriz del proton (Burt et al., 2007).

La respuesta de inhibicion de crecimiento por diferentes fracciones del aceite esencial

C.martinii esta relacionada con la forma de accién quimica de los compuestos carvacrol y timol
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ante las células bacterianas; toda vez que la composicion, la estructura, asi como también el grupo
funcional de los aceites juegan un papel importante en la determinacion de su actividad
antimicrobiana (Celikel & Kavas, 2008). El carvacrol y el timol acttan en la bicapa de fosfolipidos
de la membrana celular, provocando su desestabilizacion e incrementando su permeabilidad
(Ultee et al., 2002; Lambert et al., 2001). El carvacrol une las proteinas hidrofébicas de la
membrana mediante puentes de hidrégeno y cambia sus caracteristicas de permeabilidad. (Juven
etal., 1994).

Ahora bien, como se observa en la tabla 11, los aceites esenciales C.nardus y C.martinii no
presentaron actividad antimicrobiana frente a E.faecalis a las concentraciones evaluadas, esto se
puede evidenciar recurriendo a estudios previos del aceite frente a E.faecalis, el cual las
concentraciones evaluadas por investigaciones anteriores fueron mayores en comparacion con las
trabajadas en este proyecto, y por tal motivo no hubo actividad. Ademas de la resistencia tan alta
del microrganismo.

Tabla 11. Concentracion efectiva media 50 de los aceites esenciales evaluados frente a Allium
Cepa.

Aceite esencial CE5, Raiz
Cymbopogon nardus 3.90 ppm
Cymbopogon martinii 712.44 ppm

4.4 Determinacién de Fitotoxicidad de los aceites esenciales en Allium cepa

Concentracion Efectiva Media: Concentracion calculada estadisticamente, de una sustancia en
el medio, que se espera que produzca un determinado efecto en el 50% de los organismos de
experimentacién de una poblacion dada, bajo un conjunto de condiciones definidas (Ramirez,

2017).
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En la figura 21 se puede observar el montaje realizado del ensayo de toxicidad en cebolla

Allium cepa. Ademas, la tabla 7 describe las condiciones estandares de esta.

Figura 21. Montaje de Ensayo de cebolla Allium cepa.
Nota: Sustancia 1 corresponde al aceite esencial C.nardus; Controles : DMSO 0.38 % y agua
cristal; Sustancia 2: Aceite esencial C.martinii.
En los anexos D,E,F y G se pueden observar los datos de triplicados de los aceites esenciales
realizados en Allium cepa y semillas Brassica oleracea y Lycopersicon esculentum. Para la
seleccion de CEsg , se escogieron aquellas concentraciones que tuvieran un valor alto, con el fin

de establecer la concentracion maxima de inhibicion. Asi mismo, se tuvo en cuenta la regresion

lineal de dosis-respuesta de los ensayos realizados, teniendo presente que el r?fuera cercano a 1.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de los aceites esenciales frente a la CEsode la raiz,
a concentraciones de 3.90 ppm y 712.44 ppm correspondientes a C.nardus y C. martinii en el
ensayo de Allium cepa, se manifiesta una inhibicién del 50% de crecimiento para la raiz, por lo
cual, los AE son inhibitorios radiculares a partir de las concentraciones mencionadas
anteriormente. Ademas, se evidencia que el aceite C. nardus manifiesta un efecto inhibitorio

radicular mayor que el AE de C. martinii.
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indice Mitético: EI IM en el ensayo Allium cepa a diferentes concentraciones de los aceites
esenciales de Cymbopogon nardus y Cymbopogon martinii se calculé utilizando la ecuacién 1.
Las células del campo a evaluar se contaron una a una mediante la observacion, seguidamente
se registraron en una libreta la cantidad de fases mitéticas encontradas por cada concentracion. Se
tuvo presente que las células se encontraban en division por la presencia de diferentes fases
mitoticas (anafase, telofase, citocinesis, mitosis). En la figura 22 se puede observar un campo en

division celular.
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Figura 22. Campo en division celular de Allium cepa

El valor reportado de DMSO (0.38%) corresponde al control positivo y el valor del agua, al
control negativo y de comparacion.

Al analizar los resultados obtenidos, para C.nardus se observo una tendencia inversamente
proporcional entre las concentraciones evaluadas y el indice mitdtico; esto quiere decir que
mientras la concentracion aumento, el IM disminuyd. Por consiguiente, se causé una inhibicion de
la funcion mitdtica en Allium cepa, es decir, una accion inhibitoria sobre la division celular.

(Restrepo et al., 2012)
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La concentracion de 1 ppm mostrd6 un IM de 554 y 5.82 de C.nardus y C.martinii
respectivamente, los cuales revelaron una leve accion inhibitoria sobre el proceso mitético en
comparacion con el control negativo (agua). A concentraciones de 10 y 100 ppm para ambos
aceites se mostré una accion inhibitoria mas activa para C. nardus (IM= 4.35 y 3.06). Y para
C.martinii (IM=5.71y 5.61) en comparacion con el control negativo.

Asi mismo, en la concentracion de 1000 ppm se refleja una accion inhibitoria y destructiva en
las células meristematicas de la raiz de Allium cepa por ambas sustancias, con un IM de 0.48 para
el aceite esencial C.nardus (citronela) y un IM de 0.25 para el C.martinii (aceite palmarosa).

En las figuras 23 y 24, el valor del IM del control negativo (agua) fue mayor a diferencia de los
resultados encontrados en el control positivo DMSO. De esta forma se evidenciaron los efectos
del DMSO sobre los procesos de reproduccion en las células de cebolla, lo cual demostré una

accion genotoxica.
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Figura 23. indice mitdtico del aceite esencial C.nardus y controles en las concentraciones
evaluadas.
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Figura 24. indice mitético del aceite esencial C.martinii y controles en las concentraciones

evaluadas.

Asi mismo, los aceites esenciales presentan un efecto antagonico frente al DMSO, puesto que
el aceite genera un estimulo en las fases mitoticas, demostrando valores de IM superiores al IM
del DMSO. La accién del DMSO es generar una alta inhibicién en el proceso de mitosis,
confirmando su bajo IM.

En sintesis, al realizar la comparacion de los IM de cada concentracion evaluada con respecto
al control (agua) se determin6 que existe una accion inhibitoria.

De igual forma, se observd la presencia de anomalias en el ciclo celular producidas por la
citotoxicidad de los aceites esenciales. En consecuencia, se reconocen distintos tipos de
aberraciones o anomalias cromosOmicas. Particularmente, los principales tipos de aberraciones
cromosomicas halladas en cada concentracion evaluada detectadas fueron trastornos anormales de
metafase, anafase y telofase. Estas se muestran en la tabla 12. A su vez, en la tabla 13 se presenta
una cantidad de anomalias en metafase superior a la ocurrida en anafase, a medida que aumenta la

concentracion.
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Por otra parte, al realizar una comparacion de aberraciones cromosémicas encontradas en
diferentes concentraciones junto con el control de DMSO, se obtiene que el aceite
esencial C.martinii genera una aberracion de binucleo, el cual en el DMSO no se presenta dicha
anomalia. En consecuencia, se le puede atribuye un efecto genotdxico al aceite esencial.

Al realizar una comparacién numeérica entre las aberraciones cromosomicas inducidas por el
DMSO y las concentraciones evaluadas, compuestas por DMSO mas aceite esencial, se interpreta
que, por haber un porcentaje mayor de aberraciones en las concentraciones, a diferencia del
DMSO, la inhibicién del crecimiento radicular se debe al aceite esencial, segun se observa en los

datos de la tabla 12.

Tabla 12. Aberraciones cromosémicas encontradas en las concentraciones evaluadas de los AE.

Aberraciones Agente causante
cromosoémicas C.nardus C.martinii
Concentraciones evaluadas
1 10 100 1000 1 10 100 1000
Puente en X X X X X X
Anafase
Metafase X X X X X X
pegajosa
Cromosoma X X
vagabundo en
Anafase
Cromosoma X X
vagabundo en
telofase
Células X

Binucleadas
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Tabla 13. Comparacion de la cantidad de aberraciones cromosomicas presentes en las fases
mitoticas de los AE.

Aceite esencial Concentracién Aberraciones Control DMSO
Cymbopogon Metafase Anafase Telofase Metafase Anafase
nardus 1 7 2 0 3 2

10 10 4 0
100 12 6 2
1000 9 0 0
Cymbopogon 1 3 1 0
martinii 10 4 2 0
100 5 3 0
1000 7 0 0

En la tabla 14 se detallan las fotos de las anomalias mas comunes encontradas en los aceites
esenciales, entre ellas se encuentran puentes anafasicos, célula binucleada, metafase pegajosa y
cromosoma vagabundo en anafase y telofase.

Ahora bien, la presencia de cromosomas pegajosos puede deberse a los cromosomas que no
pueden llegar a los polos y permanecen dispersos en el citoplasma, por lo cual se presentan de
modo condensado y pegajoso (Ajay y Sarbhoy, 1988); de igual forma, la rigidez de los
cromosomas surge debido a la doblez impropia de fibras de los cromosomas en una sola cromatida
y, por lo tanto, son una mezcla de fibras. Esto hace que los cromosomas se adhieran uno al otro
mediante puentes de cromatina (Klasterska et al., 1976). De igual modo, la presencia de
cromosomas liberados tempranamente se debe a la accion anaugénica. Por otra parte, los puentes
anafasicos se deben a la interaccion entre el aceite esencial y el ADN, con lo cual genera un efecto
clastogénico a nivel de las regiones teloméricas del ADN. (Araujo, 2012; Diaz, 2011; Fajardo,
2011)

Se debe agregar que la presencia de células binucleadas obedece a un proceso irregular de

citocinesis, en el cual el aceite esencial inhibe la fusion de vesiculas del Aparato de Golgi, de
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manera que obstaculiza la formacion de fragmoplasto, responsable de la nueva pared celular
durante la telofase (Beltran & Gonzales, 1995) (Prieto et al., 2005)
Se les atribuye a los aceites esenciales una accion inhibitoria de aberraciones

en Allium cepa frente a las generadas por el DMSO. Esto se puede observar en las figuras 25y 26.
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Figura 26. Anormalidades presentes en C.martinii
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Tabla 14. Aberraciones presentes en los extendidos evaluados.

Agentes causantes Imégen observada Cambios genéticos
Cymbopogon nardus Puente en Anafase
Cymbopogon martinii

Cromosoma vagabundo en
anafase

Cromosoma vagabundo en
telofase

Cromosoma pegajoso y
estrellado

Cymbopogon martinii Células con doble nucleo

4.5 Concentracion efectiva media en semillas Lycopersicon esculentum y Brassica oleracea.
En la figura 27 se presenta el montaje utilizado para las semillas de repollo y tomate utilizados en

los ensayos de fitotoxicidad.

Figura 27. Montaje semilla de repollo y tomate
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Tabla 15. CEg, y porcentaje de inhibicion de los aceites esenciales frente a semillas de
Lycopersicon esculentum y Brassica oleracea.

Aceite Semillas % CE; % CEs
esencial inhibicion Raiz inhibicion Embrién
raiz embrion
C.nardus  Lycopersicon esculentum 65 % 418.54 - CEs, >1000
(tomate) ppm ppm sin
efecto
Brassica oleracea - CEgo > - CEs, > 1000
(repollo) 1000 Sin Sin efecto
efecto
C. martinii  Lycopersicon esculentum 66 % 154 ppm 67 % 407 ppm
(tomate)
Brassica oleracea 55 % 778.9 ppm - -
(_repollo)
Nota: El signo (-) representa que no hubo inhibicion tanto en raices como embrion en Allium
cepa.

A partir de los datos obtenidos, se interpreta que el aceite esencial C.nardus produce un efecto
toxico para la semilla de tomate, generando una relacién directa entre reaccion téxica y cantidad
sustancia, lo cual quiere decir que a mayor cantidad de sustancia aumentara la reccion toxica. Se
destaca el 50 % de inhibicion en raices (radicula) a una concentracion de 418.54 ppm,
manifestando inhibicion del 65 %. Para el embrion (hipocétilo), el aceite esencial no presenta
efecto toxico. El efecto toxico se manifiesta a través de sintomas como la reduccion del crecimiento
de la raiz, el embrion y la presencia de manchas en dichas areas.

En semillas de repollo no se generd un efecto inhibitorio para raiz ni embrion por parte del
aceite esencial C. nardus. De esta manera, se da a entender que las semillas de tomate presentan
una sensibilidad alta frente a Lycopersicon esculentum y Brassica oleracea.

Ahora bien, el aceite esencial C martinii genera una inhibicion en el embrion en semillas de
tomate, representada con un de 67 % a una CE5, de 407.38 ppm. Esto demuestra el efecto toxico

causado por el aceite esencial C.martinii frente a dicha especie.
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Ademas, el aceite C. martinii usado en el ensayo de semillas de repollo, obtuvo una CE5, de
778.94 ppm, y una inhibicién del 55 % para la raiz. Esto demuestra una inhibicion para la radicula
a una concentracion alta. Por otra parte, el aceite no presenté efecto inhibitorio para las semillas
de tomate.

Como resultado, se tiene que el aceite C.martinii en semillas de tomate a comparacion de
C.nardus genera un efecto mas potente, evidenciando una inhibicién tanto en raiz como en
embrion. De la misma manera, ocurre en semillas de repollo, debido a que el AE genera una
inhibicion radicular, de tal forma que no ocurre lo mismo en el aceite C.nardus. La inhibicién que
se produce para la raiz, pero no para embridon de C. martinii, sefiala que, cuando la raiz esta en
contacto directo con la sustancia (AE) su efecto sobre ella sera mayor y, en consecuencia,
presentara una toxicidad aguda y dafios en el crecimiento normal de la planta.

Se resalta que las concentraciones necesarias para la inhibicion del crecimiento de la raiz y
embrion superiores al 50% son valores elevados, obtenidos a partir de una extrapolacion de los
datos.

Finalmente, en los apéndices H,I,J,K se pueden observar los datos dosis-respuesta de los aceites
esenciales C.nardus y C.martinii frente a la raiz y embrion en semillas de repollo y tomate.

En la tabla 16 se presenta un resumen de la actividad antimicrobiana y fitotoxicidad de los
aceites esenciales evaluados. Los aceites esenciales C. nardus y C. martinii fueron efectivos como
agentes antimicrobianos frente a la bacteria P.gingivalis y presentaron accién fitotoxicos en las
semillas Lycopersicon esculentum y Brassica oleracea como asi también accidn genotoxica para
Allium cepa. El AE de C. martinii present6 accion bactericida en un rango de CIM 250-500 pg/mL

frente P.gingivalis y de igual modo accion inhibitorio frente a la raiz de las semillas tomate y
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repollo e inhibicion de embridn en semilla de repollo e inhibicion de longitud de raiz en Allium
cepa.

Asi también, el AE C.nardus presento actividad bactericida frente a P.gingivalis en el rango de
CIM 250-500 pg/mL e inhibicion de la raiz en semilla Lycopersicon esculentum y en Allium cepa.
El desarrollo del sistema radicular de los bulbos de cebolla evaluados fue més sensible frente a la
presencia de las concentraciones evaluadas de los AE de citronela y palmarosa, en comparacion
con el desarrollo de la radicula y el hipocétilo de las semillas de tomate y repollo.

Los aceites evaluados son factibles para continuar con su desarrollo en la investigacion y asi
mismo generar nuevas pruebas toxicoldgicas que ayuden a complementar la toxicidad de estos. Se
considera necesario realizar otros estudios sobre el mecanismo de accion de los componentes
antibacterianos presentes en los aceites esenciales y su respuesta especifica ante las comunidades
bacterianas potencialmente patogenas, con el fin de conocer su efectividad y alcance como

posibles antimicrobianos.

Tabla 16. Comparacion de la actividad antimicrobiana y fitotoxicidad de los aceites esenciales

AEs Actividad Fitotoxicidad

antimicrobiana (CIM)

P.gingivalis  E.faecalis Brassica oleracea Lycopersicon Allium

esculentum cepa

Raiz Embrion Raiz Embrion

C.nardus  250-500 >2000 CE50>1000 CE50>1000 418.54 CE50>1000 3.90

Hg/mL ppm ppm ppm ppm ppm

C.martinii  250-500 >2000 778,9 ppm  CE50>1000 154 407 ppm 280.6

Hg/mL ppm ppm ppm
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5. Conclusiones
e Los compuestos mayoritarios identificados en los aceites de acuerdo con el
porcentaje de area relativa, fueron: citronelal 19.4 %, geraniol 18.1 % y citronelol 14.9 %,
para el aceite esencial C .nardus y geraniol 64 % junto con acetato de geranilo 14.8 %
para C.martinii. Estos compuestos han sido reportados en literatura con actividad

antimicrobiana.

e  Los aceites esenciales C. nardus y C. martinii presentaron alta actividad
antimicrobiana frente a P.gingivalis en un rango de (CIM: 25-500 pg/mL) y (CBM: 250-
500 pg/mL), la cual esta posiblemente relacionada con los compuestos citronelal, geraniol
y eugenol del aceite esencial C.nardus y geraniol, carvacrol y timol de C.martinii. En
tanto, que para Enterococcus faecalis (patdgeno altamente resistente) no presentaron dicha

actividad

e  El aceite esencial C.martinii mostr6 un efecto inhibitorio, representado en un alto
valor de inhibicion en el crecimiento de la radicula e hipocétilo en las semillas de
Lycopersicon esculentum y Brassica oleracea en comparacion del aceite esencial

C.nardus.

e  El aceite citronela carece de efecto fitotoxico en semilla de Brassica oleracea
debido a que su CEso fue superior a 1000 ppm.

e Los AE de citronela y palmarosa presentaron genotoxicidad frente a las células de
las raices de bulbos de cebolla. Sin embargo, estos resultados se vieron posiblemente

influenciados por la accion del DMSO.



ACEITES ESENCIALES DE CYMBOPOGON NARDUS Y CYMBOPOGON MARTINI 77

e EIl AE de citronela presenté mayor efecto inhibitorio de la division celular que el
AE de palmarosa considerando el indice mitdtico establecido en cada caso. Este efecto se
vio reflejado en los datos del crecimiento del sistema radicular de los bulbos expuestos a
las diferentes soluciones de AE. Tanto el AE de citronela como el AE de palmarosa
indujeron a una mayor cantidad de aberraciones cromosémicas, entre las cuales se
encontraban puentes en anafase, cromosomas vagabundos en anafase y telofase.

Destacandose en el aceite esencial de palmarosa la presencia de una célula binucleada.

6. Consideraciones éticas

Teniendo en cuenta el titulo 1V, capitulo | de la resolucion 8430 de 1993 relacionado con la
investigacién con microorganismos patégenos o material bioldgico que pueda contenerlos, se
certifica que la Universidad Santo Tomas cuenta con un laboratorio clasificado como “laboratorio
de seguridad microbiologica” segtin lo referido en el articulo 64 y cumple con lo establecido en el
articulo 63, en cuanto a las instalaciones, equipos adecuados y normas técnicas que garantizan el
manejo adecuado de los microorganismos. El proyecto seguira el protocolo establecido en el

articulo 65 de “National Committe For Clinical Laboratory Standards”, (NCCLS).
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Apéndice B. Espectro IR del metronidazol reportado por Sravini.
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Apeéndice C. Espectro IR de la ampicilina reportado por INAME.
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Apéndice D. Datos experimentales en semillas de repollo y tomate del aceite esencial palmarosa

Ensayo semilla de repollo AE palmarosa
Concentracién - Bulbos de cebolla - Promedio embrion | Promedio raiz |Desviacion embrion| Desviacion raiz
Embrion Raiz
1ensayo 4.3-4.3-3.5-4.7-5.6-4 5.1-5-3-3.5-3.5-3-3.6 4.4 3.8 0.7 0.8
lppm |2ensayo 3-4-5-4- 3.6 4-4.8-4.3-3 3.9 4 0.7 0.7
3 ensayo 2-2.5-2.3- 2.5 2.9-2.4-2.3-2.9-2.6 2.3 2.6 0.2 0.2
1ensayo 5.5-5-4.5-4-4-4,7-6.5 3-4.3-4-3-2.6-4-4-4.5-2 4.8 34 0.8 0.8
10ppm |2 ensayo 2.5-2,1-2.5-2.3-3 1.8-3.2-3.4-2-3.8 2.4 2.8 0.3 0.8
3 ensayo 3.1-3-2-2.1 2-3-2.1-2.3 2.5 2.3 0.5 0.4
1ensayo 5.7-3.6-5-4-3.8 4-3-3.7-3-3-3.9-3-3.6 4.4 3.4 0.8 0.4
100 ppm |2 ensayo 3.5-3.5-3.7-4.5-3.1-2,1-2-3.5-2 2.8-2.6-2.3-3-2.5-2.7-2.5 3.1 2.6 0.8 0.2
3 ensayo 3.2-2-3.3-2.7-3-3.5 2.5-2.4-2-2-2.2-2.2-1.1 2.8 2 0.5 0.4
1ensayo 4-3-3.5 1.6-1.3-1.3 3.5 14 0.5 0.1
1000 ppm |2 ensayo 3-3-1.5-2-1 2.1-1.6-1.2-1.6 2.1 1.6 0.8 0.3
3 ensayo 3.5-3.5-3 14-1.4-1.2 3.3 1.3 0.2 0.1
1ensayo 4.2-4.5-4,5-4-5-4-2 5-5.6-4 5-3.6-3.5-3.5-4.5-3.6 4.2 3.9 0.8 0.6
C+ 2 ensayo 3.5-4.5-3.1-4.5-4.2-3.5 4-5-45-55-3.5 3.8 4.5 0.5 0.7
3 ensayo 4.7-5-3.7-3.2 3-2.1-3-2.4-3.5-4 4.1 3 0.8 0.6
1ensayo 3.6- 4-3.1-3-4-4.2-3.5-4-3-4.5 3.6-4-3.2-3.5-2.7-3.6-3-2.8-3.6-3.5 3.6 3.5 0.5 0.7
C- 2 ensayo 4.7-4.2-3.2-5-3.9-3.1-4.1-3-4.7 2.7-3-2.3-4.7-3.8-3.2-2.6-3-4 3,9 3.3 0.7 0.5
3 ensayo 4-4,1-3-2.1-3-3-3-6 3-4-3.2-3-4.2-2-3.5 3.2 3.2 0.6 0.7
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Ensayo semilla de tomate AE palmarosa
Concentracion , Bubs de ook , Promedio embrion | Promedio raiz | Desviacion embrion| Desviacion raiz
Embrion Raiz
Lensayo 5-45-4.5-4.4-4-3-4.2-4.3-4.1-5 5.3-3.2-2.7-3 2-4-4-4.6-36 43 38 05 08
Lppm  [2ensayo 4.5-4.0-55-4-5-5-4.6-4-45-3.4 4-38-4-36-3-28-43-24-2.3-2 44 32 0.6 08
3ensayo 3.2-35-4-2.6-2-2.6-4-2.8-4-4 4.2-45-48-5-4.3-4-45-36-5.3-36 32 43 0.7 05
Lensayo 36-25-3.2-3.2-25-4-3-4-36-3-3 3-25-25-2-3-12 32 23 05 0.6
10ppm  |2ensayo 2-3-3-3-35-4-3-2.5-2-3-4.7 19-2-3-38-4-4.2-4.2-2.6-2.8-2-4 3 31 0.7 09
Jensayo 3.6-28-3-2-2.8-2-2.7-2-4.5-4 4-32-34-34-5-52-31 29 39 08 08
Lensayo 32-3-2-2.2-23-2-16-2-25-1.7 3-21-23-32-2 22 25 05 05
100ppm- [2ensayo 1.7-2.7-2-3-4-2-35 36-35-3-3-3-23-2.7 21 3 08 04
3ensayo 34-3-3.2-28-2-3-2.2-3-2.3-25-2 3-4-3-38-3.2-3.1-3.2-38-36-3-35 26 33 04 03
Lensayo 1-1-13-17-15-1-3-15-12-14-2 12-15-2-22-12-1-2-13-16 15 15 05 04
1000 ppm |2 ensayo 22-15-1.6-0.7-05-0.5-1.5-2-0,6-1-1-0.7 13-1.2-15-12-14-2-12-2.7-25-25-19-2 11 17 0.6 05
3ensayo 2.2-15-16-0.7-05-0.5-15-2-06-1-1-0.7 2-15-1-35-14-2-25-15 11 19 0.6 0.7
Lensayo 25-3-3-35-3-4.1-4-35-35-25 16-1-13-2.1-35-1.7-3-13 33 19 0.6 08
G+ [2ensayo | 36-3.7-3-3-35-38-3.2-45-2-32-3-35-35-3.5-32-1.7-1.8 55-5-5.5-3.5-5-4.8-3.8-4.6 31 47 0.7 0.7
3ensayo 3-3-2.2-35-4-35-4.5-5-2.1-3-4.6 6.2-5.2-6.4-5-6.2 35 58 08 0.6
Lensayo 4-5-4,7-5-4-55-4-4.2-4.2-3,6-3 3-35-3.2-3-3-34-1-34-2-31-35-34 43 29 0.7 0.7
- [2ensayo 4-44-4-3-35-35-4.5-4.2-55-4.5-5-5,T-4-4.5-4 3-3.6-2.6-5-4-2.9-3-36-35-3-3-4-3.6-5-3-2 42 34 0.7 08
3ensayo 4.8-4-5-4.5-4.8-4 2-21-4-35-24-29-4.1-2-3.1-3.2-3.1-4-2.7-4-34 45 32 04 0.7
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Apéndice E.Datos experimentales en semillas de repollo y tomate del aceite esencial citronela

Ensayo semilla de repollo AE citronela

Bulhos de cebolla

Concentracion - - Promedio embrion | Promedio raiz | Desviacion embrion | Desviacion raiz
Embrion Raiz

1ensayo 5-35-3-35-4-3.7-2.1 3.5-35-2-3-2 35 2.8 0.8 0.7
1ppm |2ensayo 4.2-3-24-37-4.5-4.2 19-21-2-32 3.6 2.3 0.8 0.6
3ensayo 3.6-4.5-4-3 2-15-2-15-0,1 3.7 14 0.6 0.7
1ensayo 3-2.5-2-2 15-15-1-15 2.3 1.3 0.4 0.2
10ppm |2 ensayo 4,1-5.9-4.3-55 2.5-4.2-3.8 49 3.5 0.8 0.8
3ensayo 45-3.7-4-45-45-4.7-2.8-5-4 4.1-3-3-2.8-2.9-5 41 3.4 0.6 0.8
1ensayo 4.5-55-45-5-5.3 2.9-34-3-2 49 2.8 04 0.5
100ppm |2 ensayo 4.6-5.2-4-45-5.,6 2.3-3.8-1.9-25-1.2-15-2.6-2.2 47 2.2 0.6 0.7
3ensayo 4-37-45-4,1-55 1.3-2-2.2-2.6-35 43 2.3 0.6 0.8
1ensayo 4-4-32 15-1-15-2-1.8 3.7 15 04 0.3
1000 ppm |2 ensayo 3.7-2.3-3.7-3.2-2 41-45-2.7-34-28 2.9 35 0.7 0.7
3ensayo 3.2-45-45-54-3.8 3-25-1-1.6-15 4.2 1.9 0.8 0.8
1ensayo 5-35-3-3.5-4-3.7 3.5-35-2-2-3-2.5 3.7 2.1 0.6 0.6
C+  |2ensayo 3.2-45-4.6-5.7-4-2.8-4.3-3.8 2.2-3-3.1-4-4-4.3 4.1 34 0.8 0.8
3ensayo 4.5-4-4-4 5-5.4-4 2-4-2-3-2-3-2 44 25 05 0.7
1ensayo 3-44-2.9-45 2-2-11-15 3.7 1.6 0.8 0.4
C- |2ensayo 3-4-3.4-2.1-4-4.2-44-3.3-2 2.7-35-3.8-2.9-2.9-2.8-1.5 3.3 2.8 0.8 0.7
3ensayo 3.6-3-3.6-3.5-3.6-2.2-2.5-4.3 2-2.6-3-4-4.2-2,6-2.5-3.2 3.2 3 0.6 0.7
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Ensayo semilla de tomate AE citronela
Concentracién - Bulbos de cetole - Promedio embrion | Promedio raiz | Desviacion embrion | Desviacion raiz
Embrion Raiz
1ensayo 45-35-6-4.5-4-35-45-4,6-4.7-35-5.1 4-4-4-35-3.1-4-3 2-2-2.5-3 44 3.3 0.7 0.7
1ppm  [2ensayo 3.4-32-35-3.2-5.3-4 3-4-3-3 3.7 3.2 0.8 0.5
3ensayo 5-5-6.5-4.5-3.7-4.2-5-35-4.2-3.4-3.6-4.7 3.1-35-4-48-45 44 3.9 0.8 0.6
1ensayo 45-45-3.7-4.5-3-5-4-2.5-5.1-4.2-3.2-3.2-3.2-2.3 2,2-2,3-4.2-4-3.8-3-2.8-2.9-2 37 3 0.8 0.8
10ppm  |2ensayo 5-4.1-3.7-4.8-58-4.7-3.3-4.4-4-4.5 5-5.3-4.4-4.2-3-4.6-5.5-4 44 45 0.7 0.8
3ensayo 5.5-5-5,5-3,6-5-4.5-4-3.5-3.5 3.4-2.6-4-3.6-3.3 44 35 0.8 0.8
lensayo |5-3.8-5-5-4.3-15-4-4-45-45-2.9-4.2-35-3.2-4-4-4-4 2.5-2-34-12-1.7-2-3-15-35-2.5-3.2-3.9-3.3-3.6-1.7 3.9 2.6 0.8 0.8
100ppm |2ensayo 3.7-3-2-3 3.5-4-39-35-25 2.9 3.4 0.6 0.5
3ensayo 2.1-35-4.6-2.6-3.5-2.5-3.2 3-3-3-3-35-5-4.5-3 3.1 3.5 0.8 0.8
1ensayo 1-4-3-2.3-35-3.3-2.7-2-3.2-4.5-2-3.2-3.2-3.5 0.4-0.8-0.7-1.2-1.7-3.2-2-1-0.6-0.3-0.5 2.9 11 0.8 0.8
1000 ppm |2 ensayo 14-15-25-0.8-15-15-1-2.3-05-3.3-2 19-15-1-15-16-1-1-2.6-1-1.8-1 1.6 14 0.8 0.5
3ensayo 0.7-2.3-2-2-2.2-2.5-2.8-2.7-25 18-1.7-18-15-17-19-14-13-12 2.1 15 0.6 0.2
1ensayo 4-55-4.5-5-6-5.5-4-3 5-4.5-4.5-6-3.7-4-4.2 3-4-4-45-25-2.5-4.5-4-45 4.6 3.7 0.8 0.8
C+  [2ensayo 3.7-354 2.2-23-2.3 3.7 2.2 0.2 0.05
3ensayo 4.5-3.6-3.2-5.2-4.6-4-5-5.2-4-5-3.2-4-4.7-3.6 4.2-4.8-5-3.7-5-5 4.2 4.6 0.7 0.5
1lensayo 45-4-3,6-3-4.1-45-4-2-3.6 1-0.8-0.2-0.1-0.2-0.2-0.1-0.5-0.8-0.5-0.2-1-1.2-0.5-0.2-0.2 37 03 0.7 0.4
C- |2ensayo 4-35-4.3-4.7-5.7-3-4-3.7 4.3-24-3.2-2.1-2.9-4.7-35-3.2-3.3-2.5 4 3,2 0.9 0.7
3ensayo 45-45-55-35-4-4.3-5-5-6.5-4 6.5-4.1-6-5.5-6.5-6.9-5.5-6.2 46 59 0.8 0.8
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Apéndice F. Datos experimentales en Allium cepa del aceite esencial citronela

Allium cepa citronela
Concentracion Longitud de raices Promedio Desviacion
1ensayo 3-4-4,5-3.5-2.5-3.5 3.5 0.6
2ensayo . 6-4.5-4.4-1. 5-4.1-4.7-4-4-5-3. 6-2. 5-5-5-2. 5-3. 5-3. 5-3. 5-3 3.9 0.9
1ppm 3 ensayo 3-3-3.5-3-4.7-5-4.7-5.2-3.5-4-4-2. 5 3.8 0.8
1 ensayo 2.5-3.7-2.8-2.8-2.8-3-2.7-3.8-3.8-3.8-3.5-3.5-3.7-3.4 3.2 0.4
2 ensayo 4,5-3,9-4,4-2,5-2,7-2.9-2.6-4-2.5-5-4.7-4-3.5 3.7 0.8
10 pmm 3 ensayo 4-2.5-4.5-2.5-2.6 3.2 0.9
1 ensayo 2.5-3.2-2.8-2.5-3-2.7-3.2-2.8-3-3.5-4-3.2-3.5 3 0.4
2 ensayo 4.5-4-3.7-3.5-3.3-4-3-3 3.6 0.5
100 ppm 3 ensayo 2.6-4-3-2.5-3-5-2 2.5 0.6
1ensayo 0.5-0.6-0.7 0.6 0.1
2 ensayo 0.5-1-0.2-0.4-1 0.6 0.3
1000 ppm 3 ensayo 0.4-0.5-0.2-0.5 0.4 0.1
1ensayo 3.2-3-3.2-2.6-2.8 2.9 0.2
2 ensayo 1.9-3-1.7-2.1-2-2-1.7-3.5 2 0.7
Control 3 ensayo 2.2-0.-2 1.5 0.5
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Apeéndice G.Datos experimentales de Allium cepa del aceite esencial palmarosa

Allium cepa palmarosa
Concentracién Longitud de raices Promedio Desviacion

1ensayo 4.6-3-3.4-2.6-2.7-2.9-2.9-3.5-2 3 0.7

1ppm 2 ensayo 4-3-3-3-5-3 3.5 0.8
3 ensayo 1-2.5-1.8-2-1.5-1.8-1-1.5-1.7 1.6 0.4

1 ensayo 2-1-0.3-0.7-2.5-2.5-1.5-2.1-1 1.5 0.8

10 pmm 2 ensayo 2.7-2.7-4.2-3.1-3.6 3.2 0.6
3ensayo [.2-2.2-2.1-2.3-0.7-1.2-1.8-1.2-1.7-1-0.7-2.4-2.3-2.4-2.7-2.5-0.] 1.7 0.7

lensayo ),8-2-0,5-1,5-0,5-1,5-2,5-1,5-1,9-0,2-1,5-1.2-1.6-2.2-1.8-0.2-1.4 1.3 0.6

100 ppm 2ensayo [.5-1.2-2-0.2-1-2. 5-1.2-2-2-1. 5-2. 5-2-1.3-1.3-1.1-0.4-2-2.2-1. 1.5 0.5
3 ensayo 1.5-3.6-0.7-1.6-2-0.2-2-2-1-1.8-1.8-1-2.2-1-1.6-1.6-2-1.6 1.6 0.7

1ensayo 0,6-0,3-0,4-0,2-0,6-0,6-0,5-0,2 0.4 0.1

1000 ppm |2 ensayo 0.6-0.5-0.4-0.2-0.3-0.9-0.9-0.6-0.3-0.5 0.5 0.2
3 ensayo 0.5-0.4-0.1-0.7-0.4-0.7-1-0.8-0.5-0.7-0.4-0.4 0.5 0.2

1ensayo 0.5-1.3-1.6-2-0.6-1.9-1.1-0.7-2-2 1.3 0.6

Control 2 ensayo 3.2-4-3-2.5-3.2 2.6 0.5
3 ensayo 1-0.5-0.5-0.2-0.2-1.3-1.7-2-1.9-2.2 1.1 0.7
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Apéndice H. Curva Dosis - Respuesta del AE C.nardus frente a semillas de Tomate para la raiz.

_ y = 0,653x + 3,288
Log [ ] Vs Probit R*=0,9362
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Apeéndice | . Curva Dosis - Respuesta del AE C.martinii frente a semillas de Tomate para la raiz.

Log Vs Probit y=036x+4.21
R*=0,931
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Apendice J. Curva Dosis- Respuesta del AE C.martinii frente a semillas de tomate para el

embrién.
. y= 0,608x + 3,413
Log Vs Probit RZ = 09286
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Apendice K. Curva Dosis- Respuesta del AE C.martinii frente a semillas de repollo para el la
raiz.

y=0,424x + 3,774
R?=0,9739
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