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RESUMEN

Introduccion: El aumento de la resistencia a los antibacterianos clasicos, representa una grave
preocupacion en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Surge la necesidad de estudiar nuevas
moléculas antibacterianas, entre las cuales destacan los aceites esenciales.

Objetivo: Cuantificar los principales componentes quimicos de los aceites esenciales de
Minthostachys setosa y Citrus maxima, establecer sus caracteristicas organolépticas,
fisicoquimicas y determinar la actividad antibacteriana de sus mezclas.

Métodos: Los componentes quimicos se cuantificaron usando cromatografia de gases, acoplada a
espectrometria de masas. Las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas se determinaron
usando métodos estandarizados de la Association of Official Analytical Collaboration (AOAC). La
actividad antibacteriana se determin6 mediante la técnica de difusion en disco.

Resultados: Pulegona (80,4 %) y D-limoneno (33,61 %) fueron los principales componentes de
los aceites esenciales de M. setosa y C. maxima. Las caracteristicas organolépticas fueron: olor
mentolado intenso y sabor picante para M. setosa; olor citrico potente y sabor ligeramente amargo
para C. maxima. Las caracteristicas fisicoquimicas fueron: pH de 5,2 y 5,4; densidades de 0,914
g/mLy 0,821 mg/mL; e indices de refraccion de 1,4856 y 1,4739. La mezcla 8 (94 % de M. setosa
y 6 % de C. maxima) present6 halos de inhibicién de 14,77 mm frente a Pseudomonas aeruginosa
y de 12,83 mm frente a Streptococcus mutans.

Conclusiones: Pulegona y D-limoneno predominaron en M. setosa y C. maxima respectivamente,
las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas corresponden a los aceites esenciales estudiados.
La mezcla 8 presento actividad antibacteriana sobre P. aeruginosa y S. mutans.

Palabras clave: aceite esencial; Citrus maxima; mezcla; Minthostachys setosa; sinergismo.

ABSTRACT
Introduction: The increasing resistance to classical antibacterials represents a serious concern in
the treatment of infectious diseases. This has led to a need to study new antibacterial molecules,

among which essential oils stand out.
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Objective: To quantify the main chemical components of the essential oils of Minthostachys setosa
and Citrus maxima, establish their organoleptic and physicochemical characteristics, and determine
the antibacterial activity of their mixtures.

Methods: The chemical components were quantified using gas chromatography coupled to mass
spectrometry. Organoleptic and physicochemical characteristics were determined using
standardized methods from the Association of Official Analytical Collaboration (AOAC).
Antibacterial activity was determined by the disk diffusion technique.

Results: Pulegone (80.4%) and D-limonene (33.61%) were the main components of the essential
oils of M. setosa and C. maxima. The organoleptic characteristics were an intense menthol odor
and spicy taste for M. setosa, and a potent citrus odor and slightly bitter taste for C. maxima. The
physicochemical characteristics were pH 5.2 and 5.4; densities of 0.914 g/mL and 0.821 mg/mL;
and refractive indices of 1.4856 and 1.4739. Mixture 8 (94% M. setosa and 6% C. maxima) showed
inhibition zones of 14.77 mm against Pseudomonas aeruginosa and 12.83 mm against
Streptococcus mutans.

Conclusions: Pulegone and D-limonene predominated in M. setosa and C. maxima respectively.
The organoleptic and physicochemical characteristics correspond to the essential oils studied. The
mixture 8 showed antibacterial activity against P. aeruginosa and S. mutans.

Keywords: Citrus maxima; essential oil; mixture; Minthostachys setosa; synergism.

Recibido: 08/08/2025
Aprobado: 04/02/2026

INTRODUCCION

Las bacterias multirresistentes se consideran una de las amenazas emergentes mas importantes para
la salud humana en todo el mundo. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de encontrar

estrategias alternativas para prevenir y tratar las infecciones bacterianas derivadas de las bacterias
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multirresistentes, con nuevas estructuras quimicas y mecanismos de accion novedosos. El frecuente
incremento de la resistencia a los antimicrobianos clasicos, desarrollada por algunos
microorganismos, representa una alarmante preocupacion en cuanto al tratamiento de las
enfermedades infecciosas.

Los productos naturales podrian representar una alternativa capaz de incrementar la eficacia de los
antibioticos, ya que esta, se ve debilitada por la resistencia bacteriana. Diversos trabajos de
investigacion demuestran que los fitoquimicos poseen actividad antibacteriana contra patégenos
resistentes, a través de diferentes mecanismos de accion.®

Ante la necesidad de encontrar nuevos antimicrobianos, los aceites esenciales (AE) se presentan
como prometedores candidatos. La idea de usarlos se ha extendido por el mundo en las ultimas
décadas,® debido a que estudios recientes evidencian que los AE individuales y sus componentes
aislados, tales como terpenos y terpenoides (por ejemplo, 1,8-cineol y carvacrol) poseen
propiedades antimicrobianas frente a una amplia variedad de patégenos. Su compleja composicion,
les permitiria desarrollar multiples mecanismos antibacterianos, que podrian deberse a la accién
sinérgica de sus componentes.”) Esta actividad antibacteriana estd vinculada, tanto a su
composicion, como a su capacidad citotdxica, que provoca dafios en la membrana celular.

Los componentes de los AE son lipofilicos, lo que facilita su penetracién a través de la pared celular
y la membrana citoplasmética. Los AE pueden alterar la estructura de las capas de polisacaridos,
4cidos grasos y fosfolipidos, lo que incrementa la permeabilidad de la membrana celular.®
Ademas, el pequefio tamafio de estas moléculas facilita su paso a través de las paredes celulares e
impacta en diferentes procesos bioguimicos.®

Debido a que los AE presentan composiciones quimicas variables es razonable anticipar que su
actividad antibacteriana, también difiera, y que la dosis efectiva dependa de posibles interacciones
sinérgicas. Es decir, dependera de la combinacion de AE en distintas concentraciones. La
interaccion entre diversos AE y sus compuestos mayoritarios 0 minoritarios puede generar efectos

aditivos o sinérgicos.
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El objetivo de la presente investigacion es cuantificar los principales componentes quimicos de los
AE de Minthostachys setosa y Citrus maxima, establecer sus caracteristicas organolépticas,

fisicoquimicas, y determinar la actividad antibacteriana de sus mezclas.

METODOS

Cepas bacterianas
Bacterias gramnegativas: Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853). Bacterias grampositivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Streptococcus mutans
(ATCC 25175). Las cepas bacterianas fueron proporcionadas por el Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco.

Aceites esenciales
Los AE de Minthostachys setosa (Muia) y Citrus maxima (Pomelo) utilizados en el estudio fueron
adquiridos de la empresa Herbolarios Andinos y Amazoénicos S.A.C. Fueron obtenidos por el
método de destilacion por arrastre de vapor.

Identificacion y cuantificacion de los principales componentes quimicos de los

AE
Se realiz6 usando un cromatografo de gases (Agilent 7820 A) acoplado a un espectrometro de
masas (CG-EM). Se us6 una columna de 30 m x 0,32 mm x 0,25 um (Agilent HP-5). La
temperatura de la columna se mantuvo a 50 °C durante el primer minuto y se incremento
gradualmente a 3 °C/min hasta alcanzar 200 °C. Se inyect6 un volumen de 1 pL de las muestras
disueltas en cloroformo al 1 %, utilizando inyeccion tipo split en proporcion 50:1. El gas portador
fue helio con un flujo de 1 mL/min, y la deteccion se realizé a 220 °C. Los ensayos se llevaron a
cabo en el Instituto de Ciencias Exactas de la Universidade Federal de Minas Gerais, Belo

Horizonte, Brasil.
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Caracteristicas organolépticas y propiedades fisicoquimicas de los AE
Las propiedades organolépticas de los AE evaluadas fueron color, olor, sabor y aspecto. Ademas,
se determinaron las propiedades fisicoquimicas, como densidad a 20 °C, pH e indice de refraccion,
siguiendo los métodos estandarizados establecidos por la AOAC (2006).7
Actividad antibacteriana de la mezcla de los AE
La actividad antibacteriana se determin6 usando el método de difusion en agar, con discos de papel
de aproximadamente de 6 mm.® Los indculos bacterianos se prepararon a partir de cultivos de 24
h de crecimiento en agar nutritivo. De este cultivo se seleccionaron 3 a 5 colonias para inocular en
caldo nutritivo, hasta alcanzar la turbidez correspondiente al tubo 0,5 de McFarland.”
Seguidamente se sembraron en placas Petri con agar Mueller Hinton y se colocaron los discos
impregnados con 10 pL de cada aceite esencial y de sus mezclas binarias. Se emplearon discos de
ciprofloxacino (30 pg) como antibiodtico patron. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h, y
los halos de inhibicion se midieron utilizando un calibrador digital (Vernier).
Analisis estadistico
Los resultados de la actividad antibacteriana se expresan como media + desviacion estandar. Para
estos datos, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey para
comparar las medias con diferencias significativas (p< 0,05), utilizando el software IBM-SPSS
V. 22.

RESULTADOS

Identificacion y cuantificacion de los principales componentes quimicos de los
AE

En la figura 1 se muestran los componentes predominantes del aceite esencial de las hojas de
Minthostachys setosa. La pulegona fue el principal, con un 80,4 %, seguida por B-cariofileno con

un 6,1 %, linalool con 3,1 %, biciclogermacreno con 1,9 % e isopulegona con 1,7 %.

http://scielo.sld.cu
https://revmedmilitar.sld.cu

Bajo licencia Creative Commons [@IOI'BI@:


http://scielo.sld.cu/
https://revmedmilitar.sld.cu/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

" Pico Componente Peso Molecular  Porcentaje
El A (g/mol) (%)
1 Limoncoo 136,24 06
_ 2 Linalool 15425 31
3 Acetato de l-octen-3lo 170.25 13
% B Mentona 15425 15
3 Isopulegona 15223 17
= 6 Pulegona 15223
' 7 Crisantenona 150.22 0.6
b s -cariofileno 20435 61
| 9 Humuleno 20435 10
10 Biciclogermacreno 20435
5 ‘ 1 Espatulenol 22035 1.0
Otros 10
; '; :
o o ! L. "

Fig. 1 - Cromatograma GC-MS de los componentes del aceite esencial de Minthostachys setosa.

En la figura 2 se muestra el cromatograma de los componentes predominantes del aceite esencial
extraido de las hojas de Citrus maxima. El limoneno se destaca como el componente principal;
representa el 30,3 %, seguido por B-pineno con un 29,6 %, E-B-ocimeno con un 10 %, citronelal

con un 3,3 % y mirceno con un 3,2 %.
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fisicoquimicas de los aceites usados en la presente investigacion.

Citrus maxima

Caracteristicas Minthostachys setosa Citrus maxima
Caracteristicas organolépticas
Color Anmarillo palido y translucido Amarillo palido
Olor Intenso mentolado Citrico potente
Sabor Picante y fresco Ligeramente amargo
Aspecto Liquido fluido Liquido fluido
Caracteristicas fisicoquimicas

pH 5,2 5,4
Densidad (20 °C) 0,914g/ mL 0,821g/ mL
Indice de refraccion (20 °C) 1,4856 1,4739

» Pico Componente Peso Molecular  Porcentaje
- 5 (g/mol) (*%)
1 a-pneno 156,24 1.7
2 P pineno 13624 96
3 Airceao 136,24 =i
4 a-terpineno 13624 I
s Limoneno 136,24 303
6 Z-p-ocumeno 136,24 0.5
7 E-pocimeno 13624 100
8 y-Tetpuseno 13624 20
9 Tetpinoleno 136,23 0.6
10 Linalool 154,25 X3
i Citronelal 15425 R
12 Terpmen-4-0l 15425 1.7
13 Neral 152,23 0.5
14 Geranual 15223 06
15 Acetato aitronella 198,30 0.7
d 16 Eugenol 16420 24
17 Pcanofilenc 204,35 2.7
13 Atomadendteno 204,35 1.7
19 Famnesol 22337 09
20 Nookatona 21833 (X
3 Otros $.5
- | 4 $ i “w
lee 3 oow o 30 % ol
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Fig. 2 - Cromatograma GC-MS de los componentes del aceite esencial de Citrus madxima.

Caracteristicas organoléepticas y propiedades fisicoquimicas de los AE

La tabla 1 muestra el resultado de la determinacion de las caracteristicas organolépticas y

Tabla 1 - Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del aceite esencial de Minthostachys setosa y
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El aceite de muna (Minthostachys setosa) presenta un color amarillo palido y translicido, olor

intenso mentolado; al mismo tiempo, sabor picante y fresco. El aceite de pomelo (Citrus maxima)
presenta un color amarillo palido, olor citrico potente y sabor ligeramente amargo.

Las caracteristicas fisicoquimicas mostraron un pH de 5,2, una densidad de 0,914 g/mL. a 20 °Cy
un indice de refraccion de 1,4856 a 20 °C para el aceite esencial de mufia (Minthostachys setosa).

Para el pomelo (Citrus maxima) se obtuvo un pH de 5,4, una densidad de 0,821 g/mL a 20 °C y el

indice de refraccion de 1,4739 a 20 °C.

Actividad antibacteriana de la mezcla de los AE

Los resultados de la medicion de los halos de inhibicion de los AE puros (1 y 9) y los halos de las

mezclas binarias de los aceites (2-8) se observan en la tabla 2.

Tabla 2 - Halos de inhibicion de las mezclas de AE de M. setosa 'y C. mdxima de acuerdo con el método

de Kirby-Bauer sobre cepas de las bacterias ATCC seleccionadas

Halos de inhibicién (mm)
Ne M. setosa/
S. mutans S. aureus E. coli P. aeruginosa
mezcla C. maxima
ATCC 25175 | ATCC 25923 | ATCC 25922 | ATCC 27853
1 0/100 8,77+ 0,96* | 6,03 +0,06" 6,00 + 0,00° 6,53 +0,46°
2 6/94 6,47 +£0,57° | 6,07+0,12° 6,50 £0,35° 6,60 =0,17°
3 13/87 6,07 £0,06° | 6,03 +0,06° 6,07 £ 0,06° 7,17 £0,72°
4 25/75 8,40 +£0,26* | 6,00 = 0,00° 6,00 + 0,00° 6,03 +0,06"
5 50/50 8,77+ 0,25* | 6,00+ 0,00° 6,00 + 0,00° 7,97 1,107
6 75/25 9,17+£0,91* | 7,00+0,69° 7,13 £0,60° 8,50 £ 0,46*
7 87/13 6,00 £0,00° | 6,53 +0,29° 7,07 £0,35° 7,53 £0,95°
8 94/6 12,83 £2,90° | 7,57 +0,42? 7,80 + 0,34° 14,77 + 0,40°
9 100/0 11,87 £0,64° | 6,43 +£0,38° 7,40 + 0,62° 14,47 +1,17°
Ciprofloxacino (30 pg) 31,353,749 | 6,00=£0,00° | 39,25+0,07¢ | 47,00+0,00

Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0,05, segun la prueba de Tukey).

En la tabla 2 se muestran los halos de inhibicion del aceite de M. setosa (mezcla 9) sobre S. mutans

y P. aeruginosa, que fueron 11,87 y 14,47 mm respectivamente. Ninguna de las cepas evaluadas

mostroé susceptibilidad frente al aceite de C. maxima (mezcla 1).
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Los halos de inhibicion generados por la mezcla 8, compuesta por 94 % de M. setosa y 6 % de C.
maxima para S. mutans y P. aeruginosa fueron 12,83 y 14,77 mm respectivamente; mostraron
incremento en comparacion con los aceites puros. Esto sugiere sinergismo, sobre todo para la
actividad del aceite esencial de C. maxima, que individualmente no present6 una buena actividad

antibacteriana.

DISCUSION

Senatore S®9 reporta 50 componentes en el AE de Minthostachys setosa procedente de Lima, Peru;
los predominantes son pulegona (47,4 %) y mentona (25,3 %). Oualdi O y otrosV analizan el
aceite esencial de Mentha pulegium L. (especie de la misma familia que Minthostachys setosa), de
origen marroqui e identifican a la pulegona (74,88 %) como su componente mayoritario. Diversos
estudios muestran que la composicién quimica de los AE varia segun la region de cultivo, lo que
influye en la presencia y el porcentaje de sus principales constituyentes.

Los componentes predominantes en el aceite de C. maxima son D-limoneno (33,61 %), B-sitosterol
(17,99 %), a-sitosterol (12,19 %), estigmasterol (5,22 %) y a-pineno (4,32 %) segun Visakh V' y
otros.!? Badalamenti F y otros® reportan D-limoneno (32,42 %) como componente principal,
seguido de B-pineno (13,99 %) y a-citral (8,50 %). Por su parte, Hardjono H y otros®¥ indican un
contenido de limoneno del 90,43 %, notablemente superior al encontrado en el presente estudio,
que, aunque el limoneno también predomina, alcanza unicamente el 30,3 %.

Los AE contienen entre 20 y 60 componentes, pero se caracterizan por 2 o 3 principales en altas
concentraciones (20-70 %), mientras que los demas estan en niveles bajos. Su composicion varia
segun la parte y especie de planta; sus compuestos provienen principalmente de terpenos y
terpenoides, como ésteres aromaticos, alifaticos y compuestos fendélicos. Un aspecto relevante de
los AE y sus componentes es su hidrofobicidad, que les facilita interactuar con los componentes de
la membrana celular de las bacterias y aumentan su permeabilidad al alterar estructuras celulares.
Esto eventualmente provoca la muerte celular bacteriana, debido a la salida de moléculas e iones

criticos presentes en la célula bacteriana. Se sabe que, algunos compuestos regulan la resistencia a
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los antibacterianos al intervenir sobre los mecanismos de eflujo en varias especies de bacterias

gramnegativas.!>

Los AE suelen tener una densidad menor que la del agua. Son liquidos aromaticos, volatiles, claros,
liposolubles, poco coloreados y solubles en disolventes organicos. Contienen hidrocarburos,
alcoholes, cetonas, aldehidos, éteres, 6xidos, €steres y otros; y solo unos pocos poseen un tnico
componente en un alto porcentaje, por lo que difieren mucho en sus olores, indices de refraccion,
propiedades Opticas y de rotacion especifica. Entre los AE, la temperatura, las condiciones edaficas,
la altitud y la region de cultivo son las principales causas de las variaciones de las caracteristicas
organolépticas y fisicoquimicas.'®

Diversas investigaciones evidencian que la bioactividad de un aceite esencial depende de la
estructura quimica de sus componentes, las interacciones entre ellos y las proporciones en que se
encuentran presentes.®”

Los resultados de la evaluacion de la actividad antibacteriana mostraron para S. mutans halos entre
9,17-12,83 mm; para P. aeruginosa, halos entre 8,50-14,77 mm frente a las mezclas de los AE de
M. setosa y C. maxima, mientras que E. coli y S. aureus fueron menos sensibles. Mahboubi My
otros®® reportan resultados similares al analizar el aceite esencial de Mentha pulegium.
Investigaciones previas han demostrado de forma amplia las bondades antibacterianas inherentes
a los AE y sus constituyentes.® El mecanismo de accion antibacteriano esta ligado al tipo de AE
0 a la cepa microbiana. Se conoce que, a diferencia de las bacterias gramnegativas, las
grampositivas son mas susceptibles a los AE.?9 Esto se puede atribuir a que las bacterias
gramnegativas cuentan con una membrana externa mas compleja y rigida, rica en lipopolisacarido
(LPS), lo que dificulta la difusion de compuestos hidréfobos a través de ella; mientras que las
bacterias grampositivas no poseen esta membrana para resistir a las pequefias moléculas
antibacterianas, lo que facilita su ingreso a través de la membrana celular.?) Asimismo, las
bacterias grampositivas pueden favorecer la infiltracion de los compuestos hidrofobos de los AE,
debido a la presencia de extremos lipofilicos, cuyo principal constituyente es el acido lipoteicoico

presente en la membrana celular.??
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Varios estudios han demostrado que los constituyentes bioactivos de los AE son capaces de

adherirse superficialmente a la célula, para despues penetrar la bicapa fosfolipidica de la membrana
celular. La acumulacion de estos compuestos altera la composicién estructural de la membrana
celular, lo que puede afectar negativamente el metabolismo y desencadenar la muerte celular.®®
En cuanto al sinergismo entre los componentes de los AE, es importante sefialar que, la actividad
antibacteriana de un AE puede depender de uno o dos de los principales constituyentes, que
componen la totalidad del aceite. De acuerdo con el creciente nivel de evidencia, la proporcion de
los componentes activos primarios puede no ser el Unico factor responsable de la actividad
antibacteriana de los AE, sino que también son importantes las interacciones entre estos y los
constituyentes menores presentes.*? Bassolé B y otros®¥ indican que la combinacion de eugenol
con linalool 0 mentol presenta mayor sinergia, lo que sugiere que las combinaciones binarias o
ternarias potencian la actividad antibacteriana.®® Diversas mezclas binarias de AE muestran
interacciones sinérgicas frente a cepas patdgenas de Trichophyton, Staphylococcus, Salmonella,
Bacillus, Pseudomonas, Listeria, Enterobacter y E. coli.?6:2")

La sinergia entre diferentes AE se ha establecido en estudios previos, como el de Hossain H y
otros,®® quienes evaluaron ocho AE de plantas: eucalipto, arbol de té, albahaca, orégano, canela,
mandarina, menta y tomillo. Reportan que la mezcla de orégano y tomillo produce una actividad
sinérgica; aumentan la eficacia frente a A. flavus, A. parasiticus y P. chrysogenum. También
observan efecto sinérgico en las combinaciones de menta y arbol de té contra A. niger, y de tomillo
y canela contra A. flavus. La combinacion de orégano con canela, arbol de té, tomillo o menta
potencia la actividad frente a P. chrysogenum. De manera similar, las mezclas de orégano y tomillo,
canela y tomillo, y orégano y menta, muestran sinergia contra A. flavus.

Asimismo, la combinacion de menta con aceite de arbol de té mostré un efecto sinérgico contra A.
niger.

Se observo que la combinacién de ciertos aceites genera sinergia debido a la interaccion de sus
componentes, principalmente porque los patégenos no pueden adquirir facilmente resistencia a los
multiples componentes de dos o0 mas AE, por lo que el aumento de la actividad antibacteriana es

posible y seria ventajosa.®®
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El alcance de la presente investigacion es el estudio de AE de especies seleccionadas por su uso
tradicional y evidencia preliminar de su actividad antibacteriana, con verificacion de la actividad
sinérgica de sus componentes; aplicacion de métodos microbiolégicos estandarizados frente a
cepas bacterianas de relevancia clinica e incluyendo bacterias grampositivas y gramnegativas. Los
resultados podrén orientar futuras investigaciones sobre AE y su potencial actividad antibacteriana
sinérgica.

Una limitacién del estudio es que los ensayos se realizaron Unicamente en condiciones in vitro,
bajo entornos controlados de laboratorio, lo que no refleja completamente la complejidad de los
sistemas bioldgicos. La actividad antibacteriana se evalué Unicamente para las concentraciones y
combinaciones de AE seleccionadas, por lo que otros rangos podrian mostrar resultados distintos.
Ademas, la evaluacion se realiz6 en intervalos de tiempo limitados, por lo que no se considera la
actividad a largo plazo de los AE. Asimismo, es importante considerar que la composicion quimica
de los AE puede variar segun factores como las condiciones de cultivo, método de extraccion y
almacenamiento, lo que puede influir en su actividad antibacteriana.

En conclusion, la pulegona y el D-limoneno fueron los componentes predominantes para M. setosa
y C. maxima, respectivamente, las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de ambos AE se
encuentran dentro de los margenes aceptables. El aceite esencial de M. setosa y la mezcla
compuesta por 94 % de M. setosa y 6 % de C. maxima mostraron actividad antibacteriana sobre P.

aeruginosa y S. mutans.
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