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RESUMEN

La especie Pelargonium odoratissimum (geranio de olor) pertenece a la familia Geraniaceae. Dentro
de su composicién quimica, presenta flavonoides tales como quercetina, kaempferol y miricetina; el aceite
esencial de sus hojas es rico en metil-eugenol, limoneno y fencona. A partir de hojas y flores de la especie P
odoratissimum se obtuvo el aceite esencial por hidrodestilacién (rendimiento 0,3% m/v); la composicién qui-
mica se determind por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), comparando
los indices de retencién y los espectros de masas con los datos reportados en la literatura. Se determiné la
presencia de 4 monoterpenos, 20 sesquiterpenos y algunos compuestos oxigenados entre ellos 7 ésteres y
un &cido, los cuales constituyen cerca del 74% de la composicion relativa total del aceite. Los monoterpenos
identificados representan el 22,60% de la composicién del aceite esencial, en los cuales los componentes
mayoritarios encontrados fueron geraniol (12,69%) y citronelol (8,99%). La actividad antimicrobiana medida
como la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se realizé por el método de microdilucién en placas de 96
pozos utilizando como indicador de viabilidad el MTT (bromuro de 3-[4,5 dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio).
El aceite esencial mostré actividad frente a todas las cepas microbianas ensayadas. La mayor actividad se
encuentra frente a Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Aspergillus brasiliensis y Candida albicans con
una CMI < 3,9 pg/mL. Se encontré una menor actividad inhibitoria, aunque no menos importante, contra Tri-
chophytum rubrum (CMI = 62,5 ug/mL) y Trichophytum mentagrophytes (CMI = 125 ug/mL).
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ABSTRACT

Pelargonium odoratissimum species (Apple pelargonium) belongs to the family Geraniaceae. In their che-
mical composition, flavonoids such as quercetin, kaempferol and myricetin are present, the essential oil of the
leaves is rich in methyl eugenol, limonene and fenchone. From leaves and flowers of the species P. odoratis-
simum, the essential oil was obtained by hydrodistillation (yield of 0.3% m/v); the chemical composition was
determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), comparing the retention index
and mass spectral with the data reported in the literature. It was determined the presence of 4 monoterpenes,
20 sesquiterpenes and some oxygenated compounds including 7 esters and one acid, which constitute about
74% of the total oil relative composition. The identified monoterpenes represent 22,60% of the composition
of the essential oil, in which the main components founded were geraniol (12,69%) and citronellol (8,99%). The
antimicrobial activity measured as the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was made by the microdilu-
tion method in microplates of 96 wells using the MTT as indicator of the viability. (3-[4,5 dimethylthyazol-2-yl]
-2,5-diphenyltetrazolium bromide). The essential oil showed activity in presence of all tested microbial strains.
The highest activity was found for Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Aspegillus brasiliensis and Can-
dida albicans with a MIC < 3.9 ug/mL. It was found less inhibitory activity, but not least, against Trichophytum

rubrum (MIC = 62.5 pg/mL) and Trichophytum mentagrophytes (MIC = 125 pg/mL).

Key Words: Pelargonium odoratissimum, Essential oil, GC-MS, Antimicrobial activity.

INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), gran diversidad de especies vegetales
han sido empleadas como fuente principal para el
desarrollo de fitomedicamentos. Estos desarrollos
han tomado como base algunos estudios etnobo-
ténicos que sustentan el uso tradicional de las plan-
tas medicinales de una region en particular. El uso
incorrecto de farmacos antibacterianos ha favorecido
la seleccién y propagacién de bacterias resistentes
y en consecuencia, los farmacos antibacterianos
han perdido gradualmente su efectividad, lo que
ha desencadenado una emergencia sanitaria a nivel
mundial (WHO, 2014).

Los aceites esenciales (AE), extractos y fracciones
obtenidos a partir de algunas especies vegetales
presentan actividades antibacterial, antifingica y
antiviral y han sido estudiados como nueva fuente

de compuestos antimicrobianos como alternativa
para el tratamiento de enfermedades infecciosas
(Solérzano y Miranda, 2012; Alviano, 2009). La hidro-
fobicidad de los AE y sus componentes, les permite
interactuar de manera eficiente con los lipidos de las
membranas celular y mitocondrial de las bacterias, al-
terando la permeabilidad de éstas estructuras (Loren-
zi et al, 2009; Devi et al, 2010). Dentro de los compues-
tos mas estudiados por su actividad antimicrobiana
presentes en los AE, se encuentran el cinamaldehido,
el geraniol, el timol, el mentol y el carvacol (Solérzano
y Miranda, 2012; Langeveld et al, 2014).

P odoratissimun (geranio de olor) pertenece a
la familia Geraniaceae, sus hojas son sencillas, si-
métricas, con el angulo basal ampliamente obtu-
so y peciolo basal. El género Pelargonium, cuenta
con cerca de 250 especies, de las cuales el 80% se
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producen en el sur de Africa y el resto en el este de
Africa, Madagascar y Australia (Romitelli y Martins,
2013). En su composiciéon quimica, presenta flavo-
noides tales como quercetina, kaempferol y miri-
cetina y el aceite esencial de sus hojas es rico en
metil-eugenol, limoneno y fencona (Andrade et al,
2011). Toda la planta es una hierba aromatica con
propiedades astringentes, tonicas y efectos anti-
sépticos. Se utiliza internamente en el tratamiento
de la debilidad, la gastroenteritis y en el control de
hemorragias. Externamente, se usa para tratar afec-
ciones de la piel, lesiones, neuralgias e infecciones
de garganta (Bown, 1995). Algunos estudios han re-
portado que el aceite esencial obtenido a partir de
las hojas frescas de P. odoratissimun muestra una
marcada actividad antimicrobiana frente a diferen-
tes cepas microbianas patdgenas (Andrade et al,
2011; Bussmann et al, 2010).

El objetivo principal de este estudio, teniendo
en cuenta el bajo volumen de informacién que se
encuentra de la especie estudiada, fue evaluar la
actividad antimicrobiana del aceite esencial obte-
nido a partir de las hojas y las flores de P odoratis-
simun y contribuir al conocimiento de su composi-
cion quimica.

MATERIALES Y METODOS

Hojas y flores frescas de P. odoratissimum, fue-
ron recolectadas en el Jardin Medicinal de la Fun-
daciéon Universitaria Juan N. Corpas (Altitud. 2554m,
4°,45,722°N, 74° 5, 644°0) ubicado en la Sabana de
Bogota (Localidad de Suba). Las muestras fueron
recolectadas en mayo de 2015. Todo el material ve-
getal fue identificado y autenticado por El Herbario
Federico Mederm Bogotd, sede Villa de Leyva, con
numero de voucher AM32D. El aceite esencial fue
obtenido empleando el método de hidrodestila-
cion en un equipo Clevenger modificado durante
cuatro horas de extraccién. Se utilizaron 300 g de

hojas frescas y flores, obteniéndose 0,9 mL de acei-
te. La determinacion de la composicién quimica del
aceite esencial se realizé por CG-EM en un equipo
SHIMADZU QP2010 plus, empleando una columna
capilar de silice fundida, HP-5MS (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
con fase estacionaria 5%fenilpolimetilsiloxano. La
programacion de temperatura del horno fue de 40
°C (5 min) con incremento de 4 °C/min, hasta 160
°C (0 min); incremento de 2,5 °C/min, hasta 220°C (0
min) y por ultimo de 8 °C/min, hasta 280°C (4 min).
Los espectros de masas se obtuvieron por impacto
electronico (IE) con energia de 70 eV. Las tempe-
raturas de la cdmara de ionizacién y de la linea de
transferencia fueron de 230 °C y 275 °C, respectiva-
mente; el modo de inyeccién fue splitless (10:1) y
el volumen de inyeccion de muestra de 1 pL. El gas
de arrastre utilizado fue helio (grado 5.0), con flujo
constante de 1,2 mL/min. Los indices de retencién
(IR) se calcularon teniendo en cuenta los tiempos
de retencién de una serie homodloga de patrones
de hidrocarburos desde C, hasta C,,,
bajo las mismas condiciones que el aceite esencial.

analizados

Para la evaluacion de la actividad antimicro-
biana, las cepas utilizadas en los ensayos fueron
ATCC (American Type Culture Collection), para
Gram positivas Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Streptococcus faecalis ATCC 29212 y Bacillus sub-
tilis ATCC 6633; y para Gram negativas Escherichia
coli ATCC 8739; Salmonella typhimurium ATCC
14028, Proteus mirabilis ATCC 43071, para hongos
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Trichophytum
rubrum ATCC 28188, Trichophytum mentagro-
phytes ATCC 9533 y levaduras Candida albicans
ATCC 10231. El cultivo celular de cada uno de los
microorganismos se prepard inoculando cada una
de las cepas ATCC, por siembra masiva en una caja
de Petri con Agar Tripticasa de Soya, a partir de las
perlas del sistema de preservacién Cryobank. Se
incubaron a 35°C + 2°C por 24 horas, condiciones
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para bacterias y a 25°C + 2°C por 72 horas para
hongos. Transcurrido el tiempo de incubacién se
realizd la tincién de Gram para cada uno de los
microorganismos verificando la pureza del cultivo
y a través de medios sdlidos selectivos. El inoculo
utilizado contiene 3,0 x 108 UFC/mL, equivalen-
tes al estdndar nimero 1 de la escala McFarland
(USP, 2014). La Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) se realizé por el método de microdilucion
de placas de 96 pozos. El medio utilizado para las
diluciones fue agua peptonada, en cada pozo de
la microplaca se adicionaron 100 puL de medio de
cultivo liquido, y 50 pL del AE ajustando las con-
centraciones finales del aceite esencial a 500; 250;
62,5; 31,25; 15,6; 7,8 y 3,9 ug/mL, posteriormente
se adicionaron 100 pL de la suspension microbiana
con una concentracion de 1 x 10° UFC. Las placas
fueron incubadas por 24h a 35°C + 2°C para bac-
terias y para hongos a 25°C + 2°C. Finalmente, se
adicionaron 10 pL de MTT (bromuro de 3-[4,5di-
metiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) por cada
pozo a una concentracién de 2,5 pg/mlL, se incu-
baron por 8 horas a las mismas temperaturas del
proceso de incubacién mencionado, la absorban-
cia se midio a 550 nm en un lector de Microplacas
Elisa Accu Reader M965. La CMI fue definida como
la concentracién mas baja de aceite esencial que
inhibe el crecimiento microbiano. Todos los ensa-
yos se realizaron por triplicado (Vega et al, 2013).
Se usaron como controles positivos Gentamicina y
Anfotericina B.

RESULTADOS Y DISCUSION

El aceite esencial de hojas y flores de P odora-
tissimun fue obtenido como un liquido ligeramente
verde, con un rendimiento del 0,3 % (m/v). La iden-
tificacion de los componentes presentes se realizé
comparando los indices de retencién y los espec-
tros de masas con datos reportados en la literatura
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(Adams, 2007; Goodner, 2008; Babushok y Zenke-
vich, 2009). Se determiné la presencia de monoter-
penos, sesquiterpenos y compuestos oxigenados,
entre ellos ésteres y acidos, los cuales constituyen
cerca del 74% de la composicion relativa total del
aceite. En la Tabla 1 se encuentran los compuestos
que por comparacion presentan mas de un 90% de
coincidencia con el espectro de la libreria NIST 08 y
los porcentajes de abundancia de cada componen-
te dentro del aceite esencial.

En el aceite esencial fueron identificados 32 com-
puestos (73,97%); 4 monoterpenos, 20 sesquiterpe-
nos, 7 ésteres y un acido. Los monoterpenos identi-
ficados representan el 22,60% de la composicion del
aceite esencial, en los cuales los componentes ma-
yoritarios encontrados fueron geraniol (12,69%) y ci-
tronelol (8,99%). Los sesquiterpenos encontrados co-
rresponden al 34,42%, siendo y-eudesmol (11,40%)
y bergamoteno (10,63%) los componentes mayorita-
rios. En cuanto a los ésteres encontrados representan
el 14,85% donde el constituyente en mayor porcenta-
je corresponde a fenil-etil-butanoato (5,74%) seguido
del acetato de cinamilo (3,32%). El 4cido encontrado
corresponde al &cido caprilico (2,1%).

El anélisis comparativo de los componentes
identificados en el aceite esencial de P odoratissi-
mun con los de especies distribuidas en Republica
Checa (Matusinsky et al, 2015) y Brasil (Andrade et
al, 2011) permitié identificar compuestos comu-
nes entre estas especies; tal es el caso de algunos
monoterpenos como linalol, citronelol y geraniol y
sesquieterpenos como Y-eudesmol, a-copaeno y
sibireno. En cuanto a los componentes mayorita-
rios, existen diferencias marcadas, ya que para el
caso del aceite extraido en este estudio se iden-
tifico el geraniol (12,69%) como el compuesto con
mayor porcentaje, mientras que en el estudio de
P odoratissimum originario de la Republica Checa
se reporta el B-citronelol (24,86%) como monoter-
peno mayoritario seguido del geraniol (12,50%), y
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0,32
4,18
0,13
0,44
11,4
0,39
0,31
0,21
0,41
0,56
3,32

trans-nerolidol

a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b
a,b

1531
1584
1582
1600
1645
1630
1696
1709
1713
1714
1756

1524
1580
1593
1600
1635
1640
1695
1700
1705
1720
1752

22

fenil etil tiglato

ES

23

Neril iso-valerato

24
25

Cedrol

Y-eudesmol

26
27

Agarospirol

Geranil tiglato

ES

28

14-hidroxi-a-humuleno

S

29
30
31

Farnesol

Acetato de nerolidol

ES

a,b

a,b
IR": [ndice de retencién experimental; IR% indice de retencion reportado (Adams, 2007; Goodner, 2008); a: Constituyente identificado por el indice de retencion; b: Constituyente

identificado por comparacién espectros de masas; M: Monoterpeno; S: Sesquiterpeno; Ac: Acido; Es: Ester.

Acetato de cinamilo

ES

32

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAs /9

para la especie originaria de Brasil el metileugenol
(96,80%). Posiblemente, las diferencias en compo-
sicién quimica de los aceites esenciales pueden
estar relacionadas con el hecho de que a pesar de
que es la misma especie estudiada, las condicio-
nes ambientales (temperatura, humedad relativa,
época de recoleccién, suelos, etc) son diferentes
(Nurzynska -Wierdak et al, 2012).

La CMI del aceite esencial de las hojas y las flo-
res de P. odoratissimun sobre las diferentes cepas
microbianas se observa en la Tabla 2. Es importan-
te destacar que el aceite de la especie estudiada
mostro actividad frente a todas las cepas microbia-
nas ensayadas. La mayor actividad antimicrobiana
sobre microorganismos Gram positivos, se encuen-
tra para S. aureus con una CMI < 3,9 ug/mL, éste
resultado concuerda con la actividad reportada
por Lis et al. (1998). Para microorganismos Gram
negativos el mayor efecto inhibitorio se observa
frente a P mirabilis con una CMI < 3,9 pg/mL. De
igual forma, el aceite fue activo frente a hongos y
levaduras, especificamente frente a A. brasiliensis
y C. albicans con una CMI < 3,9 pg/mL, en ambos
casos. Se encontré una menor actividad inhibito-
ria, aunque no menos importante, para las cepas
de hongos resistentes, T. rubrum (CMI = 62,5 pg/
mL) y T. mentagrophytes (CMI=125 pg/mL). El estu-
dio de Andrade et al., (2011) mostré que el aceite
esencial de P. odoratissimum fue activo frente a las
cepas de los hongos Aspergillus flavus, Aspergillus
carbonarius y Aspergillus parasiticus y no evidencid
actividad antimicrobiana frente a S. aureusy E. colj
estos resultados difieren de los obtenidos en el pre-
sente estudio.

Los resultados de la actividad antimicrobiana
observada en este estudio, para el aceite esencial
de P. odoratissimum, sobre cepas Gram positivas,
Gram negativas, hongos, se pueden explicar por la
presencia de los compuestos mayoritarios geraniol
y citronelol y adicionalmente, por la presencia de
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algunos otros compuestos que se encuentran en
bajas cantidades como el linalol y el cariofileno.
Boukhatem et al. (2013), observaron que la activi-
dad de los aceites esenciales obtenidos a partir de
especies de Pelargonium, se debe principalmente
a la presencia de compuestos mayoritarios como
el citronelol y el geraniol; asimismo, Xianfei et al.
(2007), reportaron que algunos componentes en
bajas cantidades como cimeno, linalol, geranial y
cariofileno, contribuyen a la actividad antimicrobia-
na de los aceites esenciales.

Algunos estudios han demostrado que el geraniol,
compuesto con mayor porcentaje de abundancia,

De igual forma, la fuerte actividad del aceite
esencial del geranio de olor, frente a C. albicans,
puede estar relacionada con la presencia de gera-
niol, geranil acetato y citronelol, de acuerdo con los
resultados obtenidos por Zore et al. (2011), que a
su vez asocian ésta actividad con la alteracion de la
integridad de la membrana y la inhibicién del tubo
germinal y el ciclo celular de esta levadura.

Un gran volumen de literatura da soporte al
hecho de que los AE obtenidos por diferentes
técnicas, puros o en combinacién con agentes an-
timicrobianos sintéticos, son una fuente importan-
te de preparaciones farmacéuticas con actividad

Tabla 2. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del aceite de P. odoratissimum sobre las diferentes cepas microbianas.

Tipo de microorganismo Cepas

CMI Controles positi-

CMI (pg/mL) vos (pg/mL)

Staphylococcus aureus <39 1,57

Gram positivos Streptococcus faecalis 62,5 1,62
Bacillus subtilis 15,6 1,3

Escherichia coli 15,6 0,28°

Gram negativas Salmonella typhimurium 31,25 0,452
Proteus mirabilis <39 0,522

Aspergillus brasiliensis <39 0,25

Hongos Trichophytum rubrum 125 2.1®
Levaduras Candida albicans <39 0,41

2Gentamicina; °Anfotericina B

encontrado en el aceite de P odoratissimum, mues-
tra una buena actividad frente a bacterias Gram ne-
gativas resistentes, como E. coliy P aeruginosa. Lo
anterior, es consistente con los resultados obtenidos
en este estudio (Solérzano y Miranda, 2012).

antimicrobiana. Sin embargo, los resultados de
cada uno de los estudios mencionados, son obteni-
dos empleando diferentes métodos de evaluacion
y cepas microbianas, lo que dificulta la compara-
cion de los mismos (Tavakoli et al, 2015).
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Los hallazgos de este estudio demuestran la
fuerte actividad antimicrobiana del aceite esencial
obtenido por hidrodestilacion, a partir de las hojas
y flores de P. odoratissimum, sobre todas las cepas
microbianas ensayadas, actividad que se puede
explicar por la presencia de compuestos como el
geraniol, el citronelol, el linalol y el cariofileno, en-
tre otros. Estos resultados sugieren que éste aceite
esencial se puede considerar como una alternativa
terapéutica para el tratamiento de enfermedades
infecciosas asociadas a las cepas microbianas eva-
luadas. Es necesario realizar estudios de toxicidad
que proporcionen informacién sobre la seguridad
del aceite.
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