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Resumen

La Curcuma longa L. es una planta que se encuentra en estado silvestre en las zonas
montanosas de las regiones oriental y occidental de Cuba, cuyos rizomas son ricos en aceite
esencial. El propésito de este trabajo es evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial
extraido de los rizomas de Curcuma longa L. Se probaron diversos métodos para la extraccién
del aceite esencial de los rizomas de la planta, siendo la hidrodestilacion el mas eficiente. El
aceite obtenido fue evaluado frente Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis, mostrando actividad antibacteriana frente a las cuatro
especies estudiadas, siendo mas promisoria su accion frente a Staphylococcus aureus y

Bacillus subtilis con CBM de 32 y 8 respectivamente.
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Study of antibacterial activity of essential oil from rhizomes of Curcuma
longa L.

Abstract

Curcuma longa L. is a plant that is found in wild state in the mountainous areas of eastern and
western regions of Cuba whose rhizomes are rich in essential oil. The purpose of this work is to
evaluate the antimicrobial activity of the essential oil present in the rhizomes of Curcuma longa
L. Diverse methods were tested for the extraction of the essential oil of the plant rhizomes .The
hidrodestilacién was the most efficient. The obtained oil was evaluated in front of Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis, showing
antibacterial activity against four species, being more effective against Staphylococcus aureus

and Bacillus subtilis with CBM of 32 and 8 respectively.
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Introduccion

La Curcuma longa L. es una planta que se encuentra en estado silvestre en las zonas
montanosas de las regiones oriental y occidental de Cuba y aparece ademas ocasionalmente
en las parcelas de algunos campesinos (1). A la misma se le atribuyen propiedades
antioxidantes (2), hepatoprotectoras (3), anticancerigenas (4) y quimioprotectoras (5). En los
rizomas de la planta se encuentra un aceite esencial en un 2,44 % (6), constituido por una
mezcla de terpenos y turmerona como componentes mayoritarios, 1o que le confiere potencial

actividad antimicrobiana (7, 8).

Datos farmacoepidemiol6gicos recientes (9), sugieren que la efectividad de los agentes
antimicrobianos disponibles en los servicios de salud ha disminuido, incluso, en varios circulos
cientificos y académicos se senala la preocupacién por el advenimiento de la denominada “era
postantibiética”, ademéas de la pérdida gradual de las habilidades organicas para detectar,
contener y prevenir enfermedades emergentes. A esta situacion se suma el incremento de
infecciones oportunistas en pacientes inmunocomprometidos, lo que ha dado lugar a la
necesidad de terapias mas efectivas para combatir estos agentes patégenos, otrora benignos
(10).

Teniendo en cuenta la necesidad de encontrar nuevos agentes antibacterianos y la
posibilidad de emplear el aceite esencial de Curcuma longa L. como bactericida natural, en este
trabajo se planteé como objetivo: evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial extraido

de los rizomas de Curcuma longa L.

MATERIALES Y METODOS

Para la identificacion de la planta se herborizd6 un ejemplar representativo que fue
depositado en el Departamento de Ingenieria Forestal de la Facultad de Ciencias Agricolas de
la Universidad de Granma, Cuba, con la identificacién UDG H 012. La biomasa se recolect6 de
forma aleatoria en canteros pertenecientes al centro de estudio de Biotecnologia vegetal de la
Universidad de Grama, Cuba, a las 9:00 a.m. del 6 de marzo de 2013, a una temperatura de 24
°C y fue clasificada con el objetivo de eliminar la parte del material que no reunia las
condiciones 6ptimas para el estudio. Los rizomas de Curcuma longa L. frescos y previamente
tratados con hipoclorito de sodio (1 %) fueron cortados y triturados. 240 g de masa vegetal
preparada, fueron sometidos a hidrodestilacién en un aparato constituido por una balén con
calentamiento y condensador acoplado, en el balon con calentamiento se coloc6 la masa
vegetal y 500 mL de agua destilada. El aceite esencial fue recogido en otro balén (recipiente
colector) en el que se anadieron 100 mL de diclorometano. La mezcla de aceite, diclorometano
y agua colectada fue separada en un embudo, la fase organica se secd con sulfato de sodio
anhidro, después de filtrar. El diclorometano fue separado del aceite por evaporacién al vacio, a
una temperatura de 40 °c y presion de 5 mbar (500 Pa) durante 30 min, lo que garantizé la total

eliminacién del disolvente. La pureza del aceite fue determinada por cromatografia de capa fina
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en cromatofolios (Al) de gel de silice 60 F 254 con espesor de capa 0,2 mm (Merck). La

visualizacion de las placas se efectu6 en lamparas de UV ( Typ NU-8KI, I: 254 nm).

El aceite extraido fue evaluado frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 57853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Bacillus
subtilis (ATCC 6633). Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se empleé el método de
difusién en agar por diseminacién superficial en disco (Bauer-Kirby) para bacterias y el método
de diluciones seriadas dobles en caldo. Se emplearon discos de antibidticos comerciales
(Sensi-Disc™, Francia), ampicilina 30ug/ml. Se prepararon soluciones stock a una
concentracion final de 6 pg/uL y se aplicaron 5 pL en discos de papel de filtro de 6 mm de
diametro. La concentracién final de los compuestos quimicos en los discos fue de 30 pg/disco.
Como control negativo se emplearon discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro cargados
con 5 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), que fue el solvente empleado en la preparacion de las

soluciones a evaluar.

Se determind la concentracién inhibitoria minima (CIM) a los compuestos que
mostraron actividad antimicrobiana por el método de Bauer-Kirby al inhibir el crecimiento de
alguna de las bacterias evaluadas. Las disoluciones de los compuestos se prepararon a una
concentracién dos veces mayor que la maxima concentracion a definir en el momento del
ensayo. Se prepararon soluciones stock de 2048 pug/mL en DMSO. Se depositaron 100 uL de
medio de cultivo caldo Mueller-Hinton (Biolife, ltalia) (pH 7,3 = 0,2) para bacterias en los 96
pocillos de las placas (Falcon, EEUU). De cada solucién stock se afiadieron 100 pL en los tres
primeros pocillos (tres réplicas) y se mezclaron vigorosamente mediante pipeteo. Se tomaron
100 pL de esta mezcla y se pas6 a la segunda fila de tres pocillos repitiéndose el procedimiento
hasta llegar al antependltimo trio de pocillos. De esta forma, en los primeros pocillos se
encuentra la mayor concentracién del antimicrobiano, la que va disminuyendo al doble en el
resto de los pocillos. La minima concentracion inhibitoria se define como la minima

concentracién que inhibe completamente (a simple vista) el crecimiento del microorganismo
(11).

Para la determinacion de la concentracién bactericida minima CBM se tomaron con una
micropipeta 100 uL de cada tubo de las concentraciones de ensayo donde no se observd
crecimiento visible y se afiadieron en la superficie de tres placas con medio agar Mueller-Hinton
(Biolife, ltalia) (pH 7,3 £ 0,2) sembradas con los correspondientes cultivos bacterianos. Para lo
cual el inoculo se distribuyd con espatulas de Drigalsky sobre la superficie del agar. Después
de un reposo de 15-30 min las placas se incubaron a 37,0 = 0,5 °C por un periodo de 16-18 h,
en una incubadora (Sartorius, China). Transcurrido el tiempo de incubacién se procedié al
conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) utilizando un contador de colonias. La
Concentracion Letal Minima (CLM) fue definida como la menor concentracién de la sustancia
de ensayo que mata el 99,9 % del inéculo inicial. Un conteo de viables < 10 UFC fue indicativo

de un efecto bactericida (11).
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RESULTADOS

La hidrodestilacion al ser un método mas drastico, permite el calentamiento directo de
la masa vegetal en medio acuoso, con la posterior separacién de los componentes volatiles que
son trasladados por el vapor de agua y recogidos en un disolvente apropiado (diclorometano),
lo que garantiza una alta eficiencia. El secado del aceite con sulfato de sodio anhidro y su
posterior evaporacién al vacio permitieron eliminar el agua y el disolvente lo que condujo a la

obtencion de un aceite con comprobada pureza cromatogréfica (Figura 1).

Figura 1. Cromatografia de capa fina del acetite esencial en tolueno-acetato de etilo (5:1).

Mediante hidrodestilacién se realizaron cinco extracciones del aceite esencial a partir
240 g de los rizomas de Curcuma longa L. (Tabla 1), obteniéndose 2,70 g de un liquido

amarillo palido para un 1,09 % de rendimiento.

Tabla 1. Resultados de las extracciones mediante hidrodestilacion.

Extracciones Masa vegetal(g) Tiempo(h) | Masa de Aceite (g) Rdto (%)
1 246 3 2,80 1,1383
2 246 3 2,60 1,0569
3 246 3 2,75 1,1178
4 246 3 2,65 1,0772
5 246 3 2,70 1,0975
X 246 3 2,70 1,0975

X Media; Rdto: Rendimiento
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Se realizé un estudio de la actividad antimicrobiana del aceite esencial obtenido frente a
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (Tabla 2),

observandose actividad antibacteriana en todos los casos.

Tabla 2. Resultados de la pruebas bioldgicas.

Compuesto Escherichia coli | Pseudomonas Staphylococcus Bacillus subtilis
(ug/mL) aeruginosa aureus

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM | CBM
Curcumina >128 >128 128 >128 64 112 68 124
A.Esencial 128 128 32 64 8 32 4 8
DMSO - - - - - - - -
Ampicilina 12,5 16,7 8,,3 11,13 1,56 3,52 1,56 | 2,23

CIM: concentracién inhibitoria minima; CBM: concentracion bactericida minima.

DISCUSION

Mediante arrastre con vapor no fue posible extraer el aceite esencial de los rizomas de
Curcuma longa L., lo que se explica debido a la alta temperatura de ebullicién del mismo, que le
confiere el alto contenido de turmerona (Asghari et al., 2009). Sin embargo la hidrodestilacion
permitié una extraccion efectiva y reproducible como lo demostrd | comportamiento similar en

las cinco extracciones realizadas mostradas en la Tabla 1.

El aceite esencial obtenido mostré actividad antibacteriana frente a las cuatro cepas

estudiadas, resultando mas potente que la curcumina.

El empleo de ampicilina como control positivo responde a que este antibidtico es
considerado como uno de los farmacos automedicados por la poblacién cubana, por otra parte
la solubilidad del ampicilina en agua permite preparar las diferentes diluciones en un solvente

inocuo que no interfiere con los resultados.

La mayor actividad del aceite se observd frente a Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis con CBM de 32 y 8 respectivamente (Tabla 2). Este resultado puede explicarse debido a
su alto contenido de monoterpenos y turmerona (12). Resulta interesante la actividad
bactericida mostrada por el aceite esencial frente a bacterias Gram-positivas lo que puede
constituir un punto de partida en la busqueda de nuevos antibiéticos naturales, efectivos contra

bacterias Gram-positivas.
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Los resultados alcanzados son muy tentativos, por cuanto sugieren que es posible
emplear este aceite esencial para el tratamiento de enfermedades causadas por cepas de
Staphylococcus aureus patogenas. Bacillus subtilis no constituye una bacteria de interés
patogénico, sin embargo, en esta investigacién fue empleada como modelo bioldgico de
referencia para los gérmenes Gram-positivos en general; ya que en ocasiones esta bacteria se
considera modelo como lo es Escherichia coli para el caso de las bacterias Gram-negativas
(13).

CONCLUSIONES

El aceite esencial contenido en los rizomas de Curcuma longa L. puede ser extraido
eficientemente mediante hidrodestilacién sin necesidad de secar previamente la masa vegetal.
El aceite esencial de rizomas de Curcuma longa L. mostré actividad antibacteriana in vitro
frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis
siendo mas promisorio frente a Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis, con CBM de 32 y 8

respectivamente.
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