COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ACARICIDA DEL ACEITE
ESENCIAL DE Cymbopongon citratus Stapf CONTRA EL ACARO
INTRADOMICILIARIO Dermatophagoides farinae (Acari:
Pyroglyphidae)

RESUMEN

Los acaros del polvo son fuente importante
de alérgenos intradomiciliarios, por lo que
su control biolégico es una prioridad en la
prevencion y control de la sensibilizacién
alérgica. El proposito de este trabajo fue obtener
el aceite esencial de hojas de Cymbopongon
citratus Stapf y evaluar su actividad acaricida
sobre Dermatophagoides farinae. El aceite esencial
se obtuvo por hidrodestilacién y extraccion
con diclorometano. La composicién quimica
relativa del aceite fue determinada por CG-EM.
Se realizaron bioensayos de concentracion-
respuesta en papeles filtros tratados con 5; 0,5;
0,05y 0,005 pL del aceite esencial/cm? de papel.
La ausencia de movimiento del 4caro al contacto
con una aguja fina se tomé como indicador de
muerte. El rendimiento de extraccién del aceite
fue 1,22% v/p de hojas frescas. El andlisis de
CG-EM revel6 el citral (41,8% de geranial y
34,9% de neral) como componente mayoritario.
El efecto toxico del aceite esencial del C. citratus
Stapf sobre el dcaro D. farinae fue proporcional a
la concentracion y tiempo de exposicién. A una
concentraciéon de 0,5 uL./cm? de aceite esencial,
el 46,67% de los acaros murieron después de
60 minutos de exposicion. Estos resultados
permitieron comprobar una alta actividad
toxica del aceite esencial de C. citratus Stapf
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sobre el acaro D. farinae, este efecto puede estar
relacionado con la presencia del geranial y neral,
monoterpenos analogos a la octopamina, un
neurotransmisor periférico de insectos.

Palabras clave: Cymbopogon citratus Stapf, 4caros
intradomiciliarios, Dermatophagoides farinae,
aceites esenciales, actividad acaricida.

CHEMICAL COMPOSITION AND
ACARICIDAL ACTIVITY OF
ESSENTIAL OIL Cymbopongon
citratus Stapf AGAINST HOUSE DUST
MITE Dermatophagoides farinae
(Acari: Pyroglyphidae)

ABSTRACT

Dust mites are an important source of
intradomiciliary allergens reason why their
the biological control is a priority in the
prevention and control of allergic sensitization.
The purpose of this work was to obtain the
essential oil of leaves of Cymbopongon citratus
Stapf and evaluate its acaricidal activity on
Dermatophagoides farinae mite. The essential oil
was obtained through hydrodistillation and
extraction with dichloromethane. The relative
chemical composition of the oil was determined
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by GC-MS. Concentration-response bio essays
were carried out in filter paper treated with 5,
0.5, 0.05, and 0.005 uL of essential oil/cm? The
absence of dust mite movement when they
touched with a fine needle was considered as an
indicator of death. The oil extraction yield was
1.22 % v/w of fresh leaves. The GC-MS analysis
revealed citral (41.8% of geranial over 34.9% of
neral) as a major component. The toxic effect of
the C. citratus Stapf essential oil on dust mites
D. farinae was proportional to concentration and
time exposure. Using a 0.5 uL/cm? concentration
of essential oil, 46.67% of dust mites died after
60 minutes exposure. These results allowed the
verification of a high toxic activity of C. citrates
Stapf essential oil on D. farinae mites; this effect
may be related to the presence of geranial and
neral monoterpenes analogue to octopamine, an
peripheral neurotransmitter in insect.

Key words: Cymbopogon citrates Stapf, domiciliary
dust mites, Dermatophagoides farinae, essential
oils, acaricidal activity.

INTRODUCCION

Los aceites esenciales son metabdlicos
secundarios producidos por las plantas, estan
compuestos por una mezcla compleja de
terpenoides, principalmente, monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15), y una variedad de
fenoles aromaéticos, 6xidos, éteres, alcoholes,
esteres, aldehidos y cetonas que determinan
el aroma y el olor caracteristico de la planta (1,
2). La presencia de monoterpenos volatiles o
aceites esenciales en las plantas constituye una
importante estrategia de defensa contra animales
herbivoros y en particular contra plagas de
insectos y hongos patégenos (2). Estos aceites
se emplean en las industrias farmacéutica,
cosmética y alimentaria; su rendimiento varia
desde unas cuantas milésimas por ciento hasta
1-7% del peso fresco de material vegetal (3, 4).

Cymbopogon citratus Stapf es una planta herbacea,
pertenece a la familia Poaceae (Graminae), su
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nombre comiin es limonaria, se cultiva en Brasil,
India, Argentina, Guatemala e Indonesia por su
aceite esencial (5), y su constituyente principal
es el citral (70 - 80%), el cual es usado como
materia prima para la sintesis de compuestos
aromaticos y vitamina A, ademas de emplearse
en perfumeria (6,7,8). En Colombia el C.
citratus Stapf estd adaptado a los diversos pisos
climéticos, es frecuente encontrarlo en avenidas
y jardines familiares como planta ornamental
y medicinal. El C. citratus Stapf se usa como
anticatarral, febrifugo, antitusivo, estomaquico,
carminativo, expectorante y ansiolitico, para
aliviar el vomito, antiespasmddico, antitusivo,
analgésico, antipirético, como depresor del
sistema nervioso central y para disminuir el
colesterol. Se reporta también como antipaltdico,
diaforético y estimulante, diurético y en el
control de la presion arterial (9).

Se ha descrito el uso de los aceites esenciales
para el control de plagas (10), también se
han evaluado sus propiedades acaricidas e
insecticidas (11,12), especialmente en el control
de las plagas que afectan los granos, cereales y
otros productos agricolas de almacenamiento
(13,14,15). Adicionalmente, se ha demostrado
que los aceites esenciales y sus componentes
pueden utilizarse para eliminar acaros parasitos
y de vida libre (16). En el 2004 Hoiseon L.
reporto el efecto acaricida del p-anisaldehido,
un componente del aceite de las semillas de la
Pimpinella anisum Linnaeus (17). También se ha
reportado la actividad acaricida de 14 aceites
esenciales y sus constituyentes monoterpénicos
principales contra el acaro del polvo de
habitacién Dermatophagoides pteronyssinus (18).
Adicionalmente, se notifico el efecto acaricida
contra dos 4caros de la familia Pyroglyphidae,
Dermatophagoides farinae y Dermatophagoides
pteronyssinus, por la planta herbal Mentha
pulegium Linnaeus. (pennyroyal) (19).

El acaro intradomiciliario Dermatophagoides
farinae es un importante factor desencadenante
y sensibilizante de las alergias respiratorias,
como asma (20, 21, 22). Esta enfermedad
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es un problema de salud mundial, con
aproximadamente 300 millones de personas
afectadas (23). En Colombia la prevalencia
de pacientes asmaticos es alta, un estudio
epidemiolégico realizado en seis ciudades de
Colombia reporté prevalencias de: 9,4% en
Bogota; 10,7% en Cali; 11,5% en Bucaramanga;
11,7% en San Andrés; 13% en Medellin y 8,1%
en Barranquilla (24). Por otra parte, la evidencia
epidemioldgica indica que la exposiciéon a los
alérgenos ambientales es un factor de riesgo para
el asma y que la disminucién en la exposicion
a estos alérgenos reduce a la mitad el riesgo de
sufrir hiperreactividad respiratoria (25). Por lo
anterior, la bisqueda de estrategias encaminadas
a disminuir la poblacién de 4caros del polvo de
los ambientes intramuros, es de especial interés
para la prevencion de la sintomatologia clinica
de las alergias respiratorias.

Este articulo reporta la composiciéon quimica
del aceite esencial de las hojas de C. citratus
Stapf, colectado en la zona urbana del Distrito
de Santa Marta, departamento del Magdalena,
y la evaluacion de su actividad acaricida contra
acaros nativos de la especie D. farinae.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y método de
extraccion de los aceites esenciales

Las hojas de C. citratus Stapf fueron colectadas en
marzo de 2009, en el barrio Once de Noviembre
del Distrito de Santa Marta, ubicado a 45 msnm.
Una muestra fue depositada en el Herbario de
la Universidad del Magdalena UTM 1200 con
el nimero 6. Las hojas frescas fueron sometidas
a hidrodestilacién por arrastre de vapor por 6
h. El aceite fue extraido con diclorometano y
almacenado en viales a baja temperatura antes
del andlisis de su composiciéon quimica. La
productividad se calcul6 a partir de la relacion
del volumen de aceite volatil obtenido y la masa
de material vegetal fresco usado en la extraccion.

Cromatografia de Gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM)

El analisis del aceite esencial se llevé a cabo en el
Laboratorio de Cromatografia de la Universidad
Industrial de Santander, en un cromatégrafo de
gases Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a
un detector selectivo de masas (MSD, Agilent
Technologies 5973) operado en el modo de barrido
completo de radiofrecuencias (full scan). La
columna empleada en el andlisis fue DB-5MS
[5%-fenil-poli (dimetilsiloxano), 60 m x 0,25
mm x 0,25 um] (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU). La inyeccién se realizé en modo Split
(50:1), V,,, = 1uL. Los compuestos determinados
en la muestra de aceite esencial se identificaron
con base en sus indices de retenciéon de Van
den Dool y Kratz (26) y por comparacion de los
espectros de masas obtenidos y los almacenados
en la bases de datos del NIST y otros espectros
de masa publicados por Wiley y Adams (27).

Bioensayo

a) Material biologico. Los acaros de la especie
Dermatophagoides farinae, usados para evaluar
la actividad acaricida del aceite esencial de C.
citrarus Stapf, fueron obtenidos de un cultivo
puro en fase de crecimiento exponencial que
se encuentra en el Laboratorio de Bioquimica
dela Universidad del Magdalena (Figura 1).
Los cultivos fueron establecidos a partir de
individuos silvestres aislados de muestras
de polvo intradomiciliario colectadas en el
Distrito de Santa Marta en noviembre de
2007. Después de haber sido aislados, los
acaros fueron identificados mediante las
claves pictoricas de Collof y Spierman (28)
y mantenidos en oscuridad bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad
relativa (28 = 2°C y HR: 60 + 5%), usando
como medio nutritivo harina de pescado y
levadura seca en proporcion 1:1.

b) Ensayo acaricida. El método utilizado para
evaluar la susceptibilidad de los acaros D.
farinae alos componentes volétiles del aceite
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esencial de C. citratus fue adaptado del
experimento descrito por Kwon y Ahn (29).
Se seleccionaron 150 individuos adultos de
ambos sexos, los cuales fueron transferidos a
cajas de petri de 5 cm de didmetro x 1,2 cm de
alto. Para evaluar la relacién concentracion-
respuesta, se realizaron cinco tratamientos
con diferentes concentraciones del aceite
esencial. El procedimiento consisti6 en
aplicar el aceite sobre un disco de papel filtro
Whatman No.1 de 47 mm de didmetro, el
cual fue fijado previamente a la cara superior
interna de la caja de petri. Por cada cm?” del

f

Los datos obtenidos fueron sometidos a un
analisis estadistico univariado utilizando
medidas de frecuencia, pruebas de tendencia
central y de dispersion. Se realizé un
analisis de varianza, para establecer si
existian diferencias significativas entre los
tratamientos. También se aplicé un andlisis

filtro se aplic6 5; 0,5; 0,05y 0,005 uL de aceite
esencial diluido en etanol al 70%, también se
realiz6 un ensayo testigo con ImL de etanol
al 70%. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado. Los acaros fueron mantenidos
bajo las mismas condiciones ambientales en
cada tratamiento, temperatura de 28 +2°Cy
HR de 60 + 5%. La mortalidad de los acaros
fue evaluada a los 60, 120 y 180 minutos de
exposicion a cada tratamiento. La ausencia
de movimiento del acaro, después de ser
tocado con una aguja fina, fue considerada
como indicador de muerte.

Figura 1. Acaros de la especie D. farinae observado bajo la luz de un microscopio, objetivo 10X.

de regresion a las curvas concentracion-
respuesta, las rectas obtenidas se compararon
para determinar la homogeneidad de los
bioensayos. Todas las pruebas se realizaron
con el programa Statgraphics Plus 5-1.
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RESULTADOS

Composicion quimica del aceite
esencial

La eficiencia de extraccion del aceite esencial
de las hojas del C. citratus fue de 1,22% v/p de
hojas frescas. El analisis por CG/EM permiti6 la
identificacion de 18 compuestos que representan
el 97,4% de los constituyentes del aceite esencial.
Los componentes mayoritarios identificados
fueron los monoterpenos geranial (41,8%)
y neral (34,9%), los cuales constituyen una

mezcla de esteroisomeros conocida como citral,
siendo este el 76,7% del aceite obtenido. Otros
componentes minoritarios identificados fueron
terpenos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres
y compuestos aromaticos (Tabla 1).

La investigaciéon quimica del aceite esencial
de hojas de C. citratus, colectado en el Distrito
de Santa Marta revela una alta concentraciéon
de monoterpenos (94,3%), estos datos son
consistentes con los reportados en la literatura
cientifica (5,9,30,31,32,33).

Tabla 1. Cantidad relativa (%) de los componentes presentes en el aceite esencial de C. citratus,
determinada por CG-EM.

t.* (min)

N, Pico Identificacion Cantidad relativa (%)
1 19,47 6- Metil-5-hepten-2-ona 0,9
2 19,68 Mirceno 0,6
3 24,33 Linalool 1,5
4 26,43 trans-Crisantemal 0,3
5 27,49 Isogeranial 0,7
6 27,73 M* 152 0,6
7 29,21 Nerol + Citronelol 1,5
8 29,81 Neral 34,9
9 30,11 Geraniol 10,1
10 30,87 Geranial 41,8
11 31,31 M* 186 0,7
12 31,51 M* 186 0,7
13 34,85 Acetato de geranilo 1,5
14 36,88 trans- Cariofileno 0,2
15 37,12 Cis-a-Bergamotero 0,1
16 38,99 2-Tridecanona 0,2
17 43,19 neo-intermedol 0,9
18 43,98 a-Cadinol 0,2
19 44,37 Intermedeol 0,2
20 53,75 M* 286 0,6
21 60,51 2,2’ -Metilenbis|6-tert-butil-p-cresol] 1,5
22 62,85 Monoetilhexil ftalato 0,3
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Actividad acaricida del aceite
esencial (Mortalidad)

El bioensayo de actividad acaricida permitio
demostrar que los compuestos presentes en la
fase de vapor del aceite esencial de las hojas
de C. citratus Stapf son toxicos para el dcaro
D. farinae. La toxicidad fue proporcional a
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la concentracion del aceite; sin embargo, no
hubo diferencia significativa entre el tiempo
de exposiciéon de 120 y 180 minutos para los
diferentes tratamientos (Figura 2). La Tabla 2
muestra el nimero de acaros muertos después
de 60 minutos de realizada la aplicacién del
aceite, y se observa un 46,67% de individuos
muertos a una concentracion de 0,5 uL/cm?.

100

180 minutos

W5 ul/em?

Figura 2. Medias del % de mortalidad de acaros Dermatophagoides farinae, después de la aplicacion del
aceite esencia de las hojas de C. citratus Stapf. Note que la toxicidad aumenta con la concentraciéon y el
tiempo de exposicién al aceite esencial.

El analisis de varianza mostré diferencias
significativas entre tratamientos (Gl = 4), (F
=1101.39), (p = 0,0). Tukey 5% sefiala que cada
uno de los tratamientos fue significativamente
diferente del otro. Cualquier concentracién de
aceite esencial de C. citratus Stapf usada mata a
los 4caros, pero la concentracién de 5 pL/cm? es
la mas efectiva porque mata el mayor porcentaje
de 4caros (87,6 %) a los 60 minutos de exposicién
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(Tabla 2). El analisis de regresiéon concentracion-
respuesta muestra que la mortalidad de los
acaros depende de la concentracion del aceite
esencial utilizada (Figura 3). Debido a que el
efecto toxico del aceite sobre los 4caros es rapido,
se deben hacer observaciones a intervalos de
tiempo mas corto para el célculo del TL50 y la
CL50.
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Tabla 2. Ntumero de 4caros D. farinae muertos después de 60 minutos de exposicion al aceite
esencial de C. citratus Stapf. Todas las medias difieren significativamente por Tukey 5%.

Tratamientos Repeticiones .
2 Media
(uL/cm?) I I 11
T1. Testigo 0 0 0 0,0000
T2. 0,005 10 8 10 9,3333
T3. 0,05 19 21 20 20,0000
T4.0,5 46 50 44 46,6667
T5.5 85 89 89 87,6667
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Figura 3. Anadlisis de regresién para los resultados de concentracion-respuesta del aceite esencial
de C. citratus Stapf. La ecuacion esta dada por la curva azul, las otras corresponden a los limites
de prediccion inferior y superior (95%). Coeficiente de Correlacién (R) = 8,951741, Coeficiente
de Determinacion (R?) = 90,5811 y Error Estandar = 12,5195.

el control de los &caros de almacenamiento.

DISCUSION La actividad acaricida de muchos aceites

esenciales se ha relacionado positivamente

Los aceites esenciales de las plantas se consideran  con su composiciéon en monoterpenos, y en
actualmente como una fuente alternativa de el caso particular del Dermatophagoides sp,
principios bioactivos con uso potencial en se ha reportado actividad acaricida de los
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monoterpenos cinamaldehido, clorotimol y
citronelol (11). En el presente estudio se observé
que el aceite esencial de las hojas de C. citratus
Stapf posee una fuerte actividad acaricida contra
individuos adultos de la especie D. farinae, lo que
puede estar relacionado con su alto contenido
en monoterpenos. Estudios anteriores han
reportado el efecto insecticida del aceite esencial
de C. citratus contra garrapatas y piojos (34,35),
larvas de Aedes aegypti Linnaeus (36) y la mosca
doméstica (37); otros han notificado que el
citral, componente mayoritario del C. citratus,
puede interrumpir el ciclo de vida del vector
de la enfermedad de Chagas, Rhodnius prolixus
Stal; causar la muerte de Culex pipiens Linnaeus,
vector de la encefalitis equina; asi como de dcaros
de la familia Tarsonemidae, parésitos de las
abejas (38,39,40).

El efecto téxico de los aceites esenciales sobre
los artrépodos y otros insectos parece estar
relacionado directamente con la volatilidad
alta e hidrofobicidad de sus componentes,
propiedades que facilitan su penetracién
en el cuerpo del insecto. Experimentos con
la cucaracha Periplaneta americana Linnaeus
sugieren que el efecto de los aceites esenciales
y algunos de sus monoterpenos mayoritarios es
neurotoxico, como lo evidencia la hiperactividad,

sobre-estimulacién y, en consecuencia, el efecto
toxico (44,45). Lo anterior se ha investigado con
el eugenol sobre varias especies de insectos (46).
El geranial y el neral, componentes mayoritarios
del aceite esencial de C. citratus, tienen una alta
homologia estructural con la octopamina, lo que
sugiere un efecto neurotéxico de este aceite sobre
el acaro D. farinae; ademas, estudios realizados
con cuatro acaros de vida libre, incluido D.
farinae, demostré que el citral es una feromona
de alarma en estos acaros, lo que apoya la
hipétesis de un efecto neurotéxico para el aceite
esencial de C. citratus (47,48). Debido a que no
se ha reportado la estructura de los receptores
octapaminergicos en el D. farinae, se hace
necesario realizar mas estudios para demostrar
esta hipoétesis.

En conclusion, el uso del aceite esencial de
C. citratus Stapf se constituye en una buena
opcién para el control ambiental de acaros
intradomiciliarios desencadenantes de alergias
respiratorias; sin embargo, se hace necesario
realizar otros estudios para establecer la relacion
costo-beneficio de su uso. Estos resultados
representan el primer reporte de la actividad
toxica de una planta nativa de la flora Colombia
contra una de las especies de dcaros prevalentes
en el ambiente intradomiciliario.

seguida de hiperextensién de las patas y
abdomen, inmovilizacién y muerte del insecto,
después de la exposicion al aceite (41). Se ha
observado que en invertebrados, la octopamina
(p-hidroxietanolamina), una amina biogénica que
acttia como neurohormona, neuromodulador y
neurotransmisor en invertebrados, provoca
la hiperextension de patas y abdomen por
incremento de la frecuencia excitatoria del
potencial post-sindptico recibido por las
neuronas motoras abdominales (42,43).

Algunos autores consideran los receptores de la
octopamina como el sitio de la activad insecticida
de los aceites esenciales, de esta forma los
terpenos con estructura quimica anédloga a la
octopamina podrian unirse a los receptores
octopaminérgicos del insecto causando su
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