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Antifungal Eff ect of Citrus paradisi “grapefruit” on strains of Candida albicans isolated from patients with 
denture stomatitis
Diana Eugenia Churata-Oroya1, Donald Ramos-Perfecto2, Hilda Moromi-Nakata2, Elba Martínez-Cadillo2, 
Américo Castro-Luna3,a,b , Ruth Garcia-de-la-Guarda4,a,c

RESUMEN
Objetivos: Determinar la actividad antifúngica in vitro del aceite esencial de Citrus paradisi “toronja” sobre ce-
pas de Candida albicans aislados de pacientes con diagnóstico de estomatitis subprotésica. Material y métodos: 
Se realizaron pruebas de sensibilidad por el método de difusión en agar con pozos. La cepa de Candida albicans 
se obtuvo de muestras de hisopado de mucosa de pacientes con estomatitis subprotésica y se identifi có por medio 
de las características morfológicas de sus colonias y  la prueba de tubo germinativo. El inóculo fue estandarizado 
al 0,5 de la escala de Mc Farland y sembrado en 12 placas con agar dextrosa sabouraud. Se hicieron pozos con 
un sacabocado de 6 mm de diámetro, se depositaron  50 μL de las diferentes concentraciones del aceite esencial 
y se procedió a la incubación en aerobiosis a 37 °C por 48 horas. El análisis estadístico se realizó con el progra-
ma SPSS Versión 23. Resultados: Las concentraciones al 25; 12,5; 6,25; 3,13 y 1,56 % presentaron un halo de 
inhibición promedio de 12,6; 10,3; 7,8 y 6,8 y 6,3 mm respectivamente, mientras que al 0,78 y 0,39 % no presen-
taron actividad antifúngica. La CMI promedio para Candida albicans fue de 6,25 %.v/v Se realizó la prueba de 
Kruskal Wallis y se determinó que existe diferencia estadísticamente signifi cativa p < 0,05 de promedios entre 
las concentraciones. Conclusiones: Se determinó que el aceite esencial de Citrus paradisi “toronja”, presenta 
actividad antifúngica sobre cepas de Candida albicans.
PALABRAS CLAVE: Citrus paradisi,  Antifúngicos,   Candida albicans, Estomatitis subprotética
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SUMMARY
Objectives: To determine the in vitro antifungal activity of essential oil of Citrus paradisi “grapefruit” on Candi-
da albicans strains isolated from patients diagnosed with denture stomatitis. Material and methods: Sensitivity 
tests were performed by the agar diff usion method with wells. Candida albicans strain was obtained from swab 
samples of mucosa of patients with denture stomatitis and identifi ed by morphological characteristics of colonies 
and germ tube test. The inoculum was standardized to 0.5 Mc Farland scale and seeded in 12 well plates with 
Sabouraud dextrose agar. wells a punch of 6 mm diameter were made, 50 uL of the diff erent concentrations of 
essential oil were deposited and incubation proceeded to aerobically at 37 ° C for 48 hours. Statistical analysis 
was performed using SPSS version 23. Results: concentrations 25; 12.5; 6.25; 3,13 and 1,56% had a halo of 
inhibition average of 12.6; 10.3; 7.8 and 6.8 mm respectively, while 0.78 and 0.39% had no antifungal activity. 
The MIC for Candida albicans average was 6.25% .v / v Kruskal Wallis test was performed and it was deter-
mined that there is statistically signifi cant diff erence p <0.05 between concentrations of averages. Conclusions: 
It was determined that the essential oil of Citrus paradisi “grapefruit” presents antifungal activity on strains of 
Candida albicans.
KEYWORDS: Citrus paradisi, antifungal agents, Candida albicans, stomatitis denture.
INTRODUCCIÓN
Aproximadamente, el 60 % de la población mundial 
utiliza plantas y productos derivados de ellas en su 
medicación, los cuales son considerados como una 
de las “medicinas” de gran importancia por su efec-
tividad terapéutica (1). La medicina tradicional, en 
los últimos años ha cobrado importancia como una 
terapia alternativa al uso de medicamentos sintéticos 
producidos en la industria farmacéutica, los cuales 
producen toxicidad, recurrencia o causan resistencia, 
razón por la cual se está procurando investigar nue-
vos agentes antifúngicos más potentes y sobre todo 
seguros (2).
La fl ora peruana es muy rica en especies a las que la 
medicina tradicional atribuye propiedades terapéuti-
cas muchas no investigadas (3), como es el caso de 
la toronja (Citrus paradisi) que pertenece al género 
Citrus, familia Rutaceae. Este árbol presenta un fruto 
de forma globular de un color amarillo claro, con un 
diámetro de 15 a 20 cm, su exocarpo presenta vesícu-
las que contienen aceites esenciales, su mesocarpio 
es pomposo y de un color blanco y la pulpa o endo-
carpio presenta tricomas con jugo blanco, rosa o rojo 
(4,5) (Figura 1); esta planta es   utilizada en muchos 
países como: antimicrobiano, antifúngico, antiviral, 
antiinfl amatorio, antioxidante, astringente, también 
en la prevención del cáncer, regeneración celular, re-
ducción del colesterol, mantenimiento de la salud del 
corazón, lupus, nefritis, artritis reumatoide, pérdida 
de peso, desintoxicación, conservante y limpieza (6).

Se han reportado diversas actividades del aceite esen-
cial obtenido de las cáscaras de esta especie: actividad 
antifúngica frente a Candida albicans (7) y Neurospo-
ra crassa (8), actividad antibacteriana contra Staphylo-
coccus aureus (7-9), Enterococcus faecalis y Escheri-
chia coli  (7, 9); además actividad larvicida (10).
La cavidad bucal es una zona anatómica con impor-
tantes funciones en el organismo, constituye la ma-
yor parte del aparato estomatognático y está sujeta a 
infecciones micóticas, principalmente producidas por 
Candida. En el ser humano esta levadura se halla for-
mando parte de la microbiota normal de la cavidad 
oral (lengua, paladar y mucosa oral), tubo digestivo, 
vagina, tracto respiratorio y piel (11). Existen  facto-
res locales y sistémicos que favorecen su crecimiento 
y sobrecolonización en la mucosa oral produciendo la 
estomatitis (12).
Durante los últimos años se ha presentado un incre-
mento en la incidencia de enfermedades fúngicas en 
seres humanos. Se considera que cuatro de cada mil 
pacientes que acuden a consulta dental presentan sín-
tomas de infección candidiásica (13). En la cavidad 
oral las infecciones por Candida albicans adoptan va-
rias formas clínicas, como la estomatitis subprotésica 
que es un proceso infl amatorio de la mucosa bucal 
(14), su frecuencia es del 24-60 % de los pacientes 
portadores de prótesis removibles y al aumentar el 
grado de la lesión, aumenta la presencia de la leva-
dura, siendo la Candida albicans considerada como 
el microorganismo más prevalente en pacientes con 
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Figura 1. Partes de la toronja, siendo la corteza la parte utilizada para 
la obtención del aceite esencial.

estomatitis subprotésica (15).
Si bien es cierto que hay fármacos  que tratan la es-
tomatitis subprotesica, estos pueden generen en algu-
nos casos, efectos adversos en su uso, resistencia fún-
gica, costo elevado para su aplicación, por lo que usar 
productos naturales como el Citrus paradisi que pre-
senta en su composición D-limoneno, linalol o citral 
sustancias a la que se le atribuye acción antimicótica 
es una opción en la terapéutica para el tratamiento de 
la estomatitis subprotesica (16). 
Por tanto, con el fi n de tratar  esta enfermedad a través 
de sustancias antifúngicas, se plantea la búsqueda de 
nuevos productos naturales que producirían menores 
efectos adversos que los fármacos tradicionales, ade-
más de estar al alcance de las clases más populares.
El objetivo del presente trabajo fue determinar la ac-
tividad antifúngica del aceite esencial de Citrus para-
disi “toronja” sobre cepas de Candida albicans.
MATERIAL Y MÉTODOS
Recolección del material vegetal
Se recolectaron y seleccionaron los frutos de toronja en 
estado de madurez, coloración amarilla y no lesionados.

Extracción y dilución del aceite esencial
Para la obtención del aceite esencial de toronja, los 
frutos fueron pelados manualmente utilizando un cu-
chillo afi lado de acero inoxidable (17); las tiras fi nas 
obtenidas de su cáscara fueron sometidas a un proce-
so de hidrodestilación con arrastre de vapor de agua. 
El destilado del aceite esencial fue recibido en un 
embudo de decantación, aquí se observó un estado 
difásico entre agua y aceite esencial. Luego de decan-
tado, el aceite esencial fue  deshidratado  utilizando 
sulfato de sodio anhidro (9).  El aceite se depositó en 
un frasco de vidrio de color ámbar bajo refrigeración 
a temperatura de 4 °C (7).
El aceite esencial extraído fue diluido con dimetilsul-
fóxido (DMSO) obteniéndose concentraciones al 25; 
12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78 y 0,39 %.
Pacientes y  muestras 
Se seleccionaron tres pacientes, para la toma de 
muestras según criterios de inclusión; como pacien-
tes mayores de 18 años, edentulos parciales o totales 
con uso de prótesis removible dental, sistémicamente 
sanos, que no hayan recibido  antimicrobianos antes  
de las dos semanas de la toma de muestra y con diag-
nóstico de estomatitis subprótesica en la cavidad oral. 
Los criterios  de exclusión fueron; ser menores de 18 
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años, pacientes que usan soluciones antimicrobianas 
o aquellos que no fi rmaron su consentimiento infor-
mado para la toma de muestra.  
Declaración de ética 
El estudio fue aprobado por el Instituto de Investiga-
ción Estomatológica de la Facultad de Odontología de 
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos bajo 
lineamientos científi cos y éticos. Todos los pacientes 
previa información detallada del estudio fi rmaban el 
consentimiento informado para la toma de muestra, 
la que no era nada invasiva, dolorosa o causara algún 
daño al paciente, sabiendo que dicha muestra será uti-
lizada para fi nes de investigación. 
Aislamiento e identifi cación de Candida albicans: 
Prueba de Tubo germinativo
Se realizó un frotis con hisopo estéril humedecido 
con suero fi siológico de la zona donde presentaban 
la lesión  a cada uno de los pacientes elegidos. Las 
muestras fueron sembradas en agar Sabouraud e in-
cubadas en condiciones de aerobiosis a 37 °C por 48 
horas. Posterior a la incubación, las colonias fueron  
reconocidas por sus  características de crecimiento, 
como: circulares, convexas, elevadas, lisas, de un 
color blanco cremoso. A la microscopia presentaron 
forma típica de levaduras ovoides de 3 a 5 µm x 6 
a 12 µm. Una vez identifi cadas presuntivamente se 
resembraron en el mismo medio de cultivo para la ob-
tención de las cepas puras y realizar la identifi cación.
Para la identifi cación de Candida albicans por medio 
de la prueba del Tubo germinativo, se tomó una de 
las colonias características de cada cepa pura para ser 
suspendida en 0,5 mL de suero humano y se incu-
bó a 35°C por 2 horas .Posteriormente una gota de 
la emulsión fue observada al microscopio, la prueba 
confi rma la presencia de Candida albicans al visuali-
zar la formación del tubo germinal (Figura 2), que es 
una estructura elongada que se origina a partir de la 
levadura (18-20).
Determinación de la actividad antifúngica (Méto-
do de difusión en agar)
Esta prueba se basa en la inhibición del crecimiento 
fúngico, mediante la difusión de las sustancias activas 
en un medio sólido la que se evidencia con la forma-
ción de halos de inhibición (21). 

Se prepararon los inóculos tomando una asada de las 
colonias de Candida albicans para ser suspendida en 5 
mL de solución salina 0,9 % hasta llegar a una concen-
tración equivalente al grado de turbidez del tubo N° 
0,5 de la escala de McFarland (1-1,5 x 108UFC/mL).
Se agregó 100 μl de la muestra estandarizada a cada 
una de las 12 placas con agar Sabouraud, se hizo la 
siembra por diseminación y se dejó de 3-5 minutos 
para su secado. Con un sacabocado de 6 mm de diá-
metro se hicieron pozos de difusión para ser depo-
sitados 50 μL de cada dilución del aceite esencial al 
25; 12,5; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78 %, control positivo 
(Clorhexidina 0,12 %) y control negativo (Dimetil-
sulfóxido) y se dejó en reposo por una hora para una 
mejor difusión de la muestra en el agar. Posterior-
mente, las placas fueron llevadas a incubación a 37 
°C por 48 horas y con un vernier se tomó la medida 
de los diámetros de los halos de inhibición formados 
(Figura 3).
Tanto para la identifi cación fenotípica como para la 
prueba de sensibilidad, se utilizó como cepa patrón 
control, a la cepa  de Candida albicans ATCC 10231, 
que sirvió para determinar su identifi cación así como 
su sensibilidad a Citrus paradisi. La   prueba de sensi-
bilidad  es realizada siguiendo el protocolo similar al 
del CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) 
documento M44-P (22).
RESULTADOS 
El aceite esencial de las cáscaras de Citrus paradi-
si  “toronja” a las concentraciones de 25; 12,5; 6,25; 
3,13 y 1,56 % demostraron actividad antifúngica so-
bre las cepas de Candida albicans con halos de inhi-
bición promedio de 12,63; 10,33; 7,79; 6,75 y 6,29 
mm, estos resultados fueron llevados a la prueba es-
tadística de Kruskal Wallis, determinando que existe 
diferencia estadística signifi cativa P ≤ 0,05 entre los 
promedios de las concentraciones. Las concentracio-
nes del aceite esencial al 0,78 y 0,39 % no presenta-
ron actividad antifúngica sobre las cepas de Candida 
albicans (Figura 4).
DISCUSIÓN
Nuestros resultados difi eren de los reportados por  
Flores et al. (1999), que no encontró actividad anti-
fúngica del aceite esencial de toronja al 1,0 mg/mL 
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Figura 3. Test de sensibilidad en placa de agar con 
pozos, obsérvese que los diámetros  de los halos de 
inhibición van decreciendo, conforme van disminu-
yendo las concentraciones y que el halo minino se 
observa para esta placa en 1,56 % v/v.

Figura 4. Diagrama de cajas en la que se relaciona las medianas según 
diferentes concentraciones del aceite y sus halos de inhibición. Obsér-
vese que concentraciones de 25 % presenta una mediana de 12,25 mm. 
Siendo esta de mayor valor que las demás concentraciones.

Figura 2. Prueba de tubo germinativo para identifi ca-
ción de Candida albicans, el puntero señala la exten-
sión o tubo germinal que se forma luego de una incu-
bación de la colonia de C. albicans en suero humano 
por un periodo de 2 horas.
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sobre cepas de Candida albicans, pero si actividad 
antibacteriana contra Staphylococcus aureus, posi-
blemente la diferencia de estos resultados se deba 
al diluyente utilizado; Flores (8)  utilizó el medio de 
cultivo para obtener las diferentes concentraciones, 
mientras en la presente investigación se utilizó el di-
metilsulfóxido.
El comportamiento de Candida albicans, no mostró 
diferencias al comparar las concentraciones de acei-
te esencial entre 6,25 y 3,13 %, lo cual podría indi-
car que la concentración más baja (3,13 %) tendría 
el mismo efecto inhibitorio que la concentración al 
6,25 %. Similarmente ocurre en las concentraciones 
de 3,13 % y 1,56 %, en la cual una concentración de 
3,13 % sería igualmente efectiva que la de 1,56 %.
Según la escala de medición de Duraff ourd, se obtuvo 
que el aceite esencial de Citrus paradisi al 25 y 12,5 
% presentaron una actividad antifúngica límite y el 
aceite esencial al 6,25; 3,13; 1,56; 0,78 y 0,39 % tuvo 
una actividad antifúngica nula (23). Estos resultados 
son similares a los obtenidos por Uysal (9)  que de-
terminó una actividad antibacteriana límite a suma-
mente sensible del aceite esencial de toronja contra 
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Sta-
phylococcus epidermidis, Escherichia coli, Salmo-
nella typhimurium, Serratia marcescens y Proteus 
vulgaris,
La concentración mínima inhibitoria (CMI) prome-
dio del aceite esencial de Citrus paradisi “toronja” 
frente a Candida albicans fue de 6,25 %. v/v. Este ha-
llazgo no se puede comparar con otros estudios pues 
es un trabajo pionero en la búsqueda de la CMI del 
aceite esencial de la cáscara de Citrus paradisi. Sin 
embargo, estudios similares como el de Cvetnic (24) 
que determinó la CMI del extracto etanólico de semi-
lla y pulpa de toronja, siendo el valor de CMI para C. 
albicans 8,25 % m/v, el cual fue superior al obtenido 
en el presente  trabajo con un valor de 6,25 % v/v.
CONCLUSIONES
Del estudio se concluye que el  aceite esencial de Ci-
trus paradisi “toronja” presenta actividad antifúngica  
sobre cepas clínicas de Candida albicans, siendo la 
concentración al 25 %, la que presenta halos de in-
hibición de mayor diámetro, con una media de 12,63 
mm.  Esta es  una investigación pionera en la búsque-

da de la CMI del aceite esencial de la cáscara de Citrus 
paradisi, así también  viendo los benefi cios antifún-
gicos de este producto natural se propone su posible 
uso para la estomatitis subprotésica, para lo cual, se 
tendría que realizar estudios complementarios.
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