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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de las cascaras
de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, frente a Salmonella typhimurium ATCC

14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, in vitro.

Métodos: Se realizé el método de hidrodestilacion para obtener el aceite esencial
de las céascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja, ademas se realizaron
ensayos preliminares como la determinaciéon del porcentaje, rendimiento de
extraccion, densidad mediante picnometria y la miscibilidad del aceite esencial. La
actividad antibacteriana se evalu6 segun el método de difusion en agar a
concentraciones de 100, 75, 50 y 25% frente a las cepas Salmonella typhimurium
ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, se utiliz6 como control
positivo a neomicina sulfato a concentracion de 0.2 mg/mL y como control negativo

el dimetilsulfoxido.

Resultado: El rendimiento del aceite esencial fue de 0.45 % con una densidad
relativa de 0.86, miscible en etanol, cloroformo, n-hexano y éter de petréleo. El
aceite esencial no presento actividad antibacteriana significativa frente a las cepas

Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Conclusiones: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck
“naranja” no presentd actividad antibacteriana frente a Salmonella typhimurium
ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Palabras claves: Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, metabolitos secundarios,
hidrodestilacién, aceite esencial, actividad antibacteriana, Salmonella typhimurium,

Pseudomonas aeruginosa.
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ABSTRACT

Objective: To determine the antibacterial activity of the essential oil of the peels of
Citrus sinensis (L.) Osbeck "orange", against Salmonella typhimurium ATCC 14028
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, in vitro.

Methods: The hydrodistillation method was carried out to obtain the essential oll
from the Citrus sinensis (L.) Osbeck “orange peels, in addition, preliminary tests
were carried out such as the determination of the extraction yield percentage,
density by pycnometer and the miscibility of the essential oil. The antibacterial
activity was evaluated according to the agar diffusion method at concentrations of
100, 75, 50 and 25% against the strains Salmonella typhimurium ATCC 14028 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, neomycin sulfate was used as a positive

control at 0.2 mg / mL and dimethyl sulfoxide as a negative control.

Result: The essential oil yield was 0.45% with a relative density of 0.86, miscible in
ethanol, chloroform, n-hexane and petroleum ether. The essential oil did not show
significant antibacterial activity against the strains Salmonella typhimurium ATCC
14028 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Conclusions: The essential oil from the skins of Citrus sinensis (L.) Osbeck
"orange" does not show antibacterial activity against Salmonella typhimurium ATCC
14028 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Key words: Citrus sinensis (L.) Osbeck "orange", secondary metabolites,
hydrodistillation, essential oil, antibacterial activity, Salmonella typhimurium,

Pseudomonas aeruginosa
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.  INTRODUCCION

Las constantes evoluciones bacterianas junto a la aparicion de cepas resistentes a
multiples farmacos durante los ultimos afios han puesto en grave peligro la salud
publica de las personas en el mundo?. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
en el afio 2017 estim6 que para el afio 2050 las infecciones multibacterianas,
causadas por dos 0 mas especies bacterianas, causaran mas muertes que el
cancer?. Ademas, el uso indiscriminado e incontrolado de agentes antiinfecciosos
es recurrente haciendo que la eficacia de las intervenciones para el control y
tratamiento de enfermedades infecciosas se vean seriamente afectadas y, en
consecuencia, crear un impacto negativo en la economia global. La resistencia
bacteriana cruzada comprende diferentes eventos evolutivos de adaptacion a los
antibioticos, o cualquier otro agente antiinfeccioso, que disminuye la sensibilidad
del organismo a multiples farmacos?. Diversos estudios como el desarrollado por
Wang y colaboradores, han discutido la resistencia bacteriana a los agentes
antiinfecciosos, incluidos los antisépticos, desinfectantes y antibidticos
comunmente utilizados en el entorno hospitalario, lo cual muestra el gran desafio

que plantea la resistencia cruzada en la actualidad.

Ademas, la capacidad de las bacterias patdgenas para formar biopeliculas
representa una situacion critica en la parte clinica. Se ha observado resistencia
cruzada a multiples farmacos en biopeliculas bacterianas. Se ha descrito como un
mecanismo de defensa multifactorial involucrado en la virulencia de las cepas
bacterianas que dificulta su erradicacion y también presenta nuevas interrogantes
en la patogénesis, la transmisién y la resistencia. El uso terapéutico de compuestos
antiinfecciosos para tratar infecciones resistentes a multiples farmacos se ha visto
seriamente comprometido, esto a causa de la adaptacion del patégeno al sistema
inmunitario del huésped. La exposicidbn de cepas bacterianas a medicamentos
terapéuticos que imitan los componentes del sistema inmunitario, por ejemplo,
pueden reducir la efectividad de estos medicamentos frente a cepas que ya han
estado expuestas a los componentes del sistema inmunitario del individuo. Esta
exposicién con frecuencia conduce a modificaciones en la membrana bacteriana o
incluso a la secrecion de una matriz extracelular, lo que facilita la formacion y
proteccion de biopeliculas, que pueden asociarse con eventos de resistencia

cruzada®. Como una estrategia alternativa prometedora para controlar el fenémeno



de resistencia cruzada, la quimioterapia combinada de dos o0 mas compuestos
antiinfecciosos (sinergia) se ha abordado de manera destacada para el tratamiento
de infecciones complejas, incluidas enfermedades respiratorias, que a menudo
involucran cepas tanto virales como bacterianas®. Ademas, la aplicacion de
compuestos capaces de actuar sobre diferentes objetivos bacterianos, tales como
fenoles, terpenos y aldehidos (p-mentha-1 (7), 3-dieno; Limoneno; Linalol; Decanal;
acido n-hexadecanoico entre otros), que actuan alterando la concentracion de
acidos grasos en la membrana celular microbiana, provocando dafios en su

estructura y la integridad de la misma’2,

Las cascaras de Citrus sinensis (L) Osbeck “naranja” son utilizadas comunmente
en la medicina tradicional para mantener la salud bucodental y tratar la halitosis,
también en condiciones cronicas como el asma, enfermedades pulmonares,
tumores, afecciones de la piel, dismenorrea, fiebre, dolores de cabeza, ictericia,
vomitos, hemorroides, estrefiimiento, disenteria, trastornos intestinales e
infestaciones por lombrices. Otra actividad terapéutica reportada es la
hipolipidémica siendo esta atribuida a la presencia de sus metabolitos secundarios,
también posee actividad antiacné por la presencia de flavonoides, actividad
antifangica por su contenido de limonina, y actividad anticancerigena dado que
contiene flavonoides, flavonas y flavanonas, las cuales se encuentran presentes en

el género citrus®.

Por lo tanto, considerando el escenario critico que surge de la resistencia cruzada
bacteriana tanto en el entorno hospitalario como en la comunidad y tomando en
cuenta las propiedades beneficiosas que presenta el aceite esencial de las

cascaras de Citrus sinensis (L) Osbeck “naranja”.

Los aceites esenciales de citricos (AEC) son compuestos aromaticos volatiles,
generalmente presentes en las cascaras de los citricos en una concentracion
promedio de 0.6% y 3.8% en base seca, obteniéndose por prensado mecanico en
frio o por destilacién hidraulica como métodos mas comunes. Se ha reportado que
los AEC ofrecen diversos beneficios para la salud y el bienestar humano debido a
sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Los AEC son una buena fuente
de compuestos bioactivos de importancia medicinal. Los beneficios que tienen los

AEC para la salud son atribuidos principalmente a la presencia de acidos fendlicos



y flavonoides. Los flavonoides de los citricos son poderosos antioxidantes y
potentes captadores de radicales libres, que ayudan en la prevencién de
enfermedades que ocurren debido a especies reactivas de oxigeno. Por otro lado,
los flavonoides de los citricos muestran propiedades beneficiosas para la salud que
incluyen actividades antioxidantes, cardioprotectoras, anticancerigenas vy
antiinflamatorias. Los glucdsidos de flavonona (hesperidina y naringina) presentes
en la AEC poseen fuertes actividades antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas, detallados por Ashall y Sheltawy'?. Benavente y Castilla detallan
que las flavonas polihidroxiladas presentes en los AEC son conocidos por su amplia
gama de actividades biolégicas como propiedades neuroprotectoras,
cardioprotectoras,  antiateroesclerosis, antimutagénicas, antiinflamatorias,

antialérgicas, antioxidantes y antitumorales?'?.

Los AEC comprenden al menos de 20 a 60 variedades de diferentes compuestos.
El aceite esencial predominante detectado en las cascaras de citricos es el
limoneno. El género citrico acumula una amplia gama de flavononas especificas de
especies (hesperidina, naringina y neohesperidina), flavonas (apigenina,
diosmetina y luteolina), polimetoxiflavanonas (nobiletina, sinensetina y tangeretina)
y antocianinas (derivados de cianidina y delfinidina). A pesar de ser considerados
agentes con escaso valor nutritivo, los flavonoides citricos poseen multiples
beneficios para la salud como, antimicrobiano, antioxidante y antiinflamatorio,

detallados por Suntar et al*?.

Ademas, se resalta la presencia de limoneno como el agente mayoritario con
actividad frente a diversas cepas de patdgenos como, Staphylococcus aureus,

Listeria monocytogenes y Salmonella entérica, reportados por Settani'3.

Las cascaras de naranja han sido ampliamente empleadas como medicina
tradicional para tratar diversas afecciones frecuentes dentro de la comunidad, sobre
todo en procesos inflamatorios de la piel, problemas digestivos, infecciones del
tracto respiratorio, dolores musculares, hipertension e infecciones por tifia,

reportados por Li y colaboradores en el afio 20084

Se ha demostrado particularmente que la cascara de mandarina tiene actividad
antibacteriana contra el microorganismo causante del acné (Cutibacterium acnes),

segln Huo?®,



El extracto alcoholico de piel de naranja (C. reticulata), mostr6 fuertes actividades
antioxidantes y anti-enzimaticas in vitro (inhibicién de colagenasa y elastasa hasta
en un 76 y 80%, respectivamente), esto sugiere que podria ser de gran ayuda en
el cuidado de la piel, esto debido a su potente capacidad antienvejecimiento,
reportados por Apraj y Pandital®. El extracto etandlico de piel de naranja se puede
utilizar como remedio natural a través de formulaciones contra los patégenos de la
caries dental (Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus), debido al

potencial terapéutico y antimicrobiano que posee, reportado por Shetty?!’.

El extracto que se obtiene de las cascaras de limén ayuda a prevenir y manejar las
calcificaciones que frecuentemente se forman en el sistema urinario, este efecto
benéfico se logra al inhibir la formacion de concreciones pedregosas de oxalato de
calcio y brindar proteccion al tracto urinario contra el dafio inducido por calculos,

evaluado por Sridharan y colaboradores en el afio 20152,

Los microorganismos han logrado desarrollar algunos mecanismos estrictos para
escapar de los efectos letales de las sustancias antimicrobianas. Naturalmente, la
mayoria de los antibiéticos son producidos por microbios como bacterias saprofitas
u hongos ambientales, otros son antibibticos sintéticos modificados, mientras que
algunos son completamente sintéticos como son las fluoroquinolonas y las

sulfonamidas?®.

Muchos organismos han logrado desarrollar fendmenos defensivos contra las
sustancias utilizadas como antimicrobianos, siendo capaces de causar alteraciones
en el sitio objetivo, inhibicion de la entrada, la distribucién de farmacos y produccion
de enzimas que pueden degradar los antimicrobianos y hacer nulo el efecto
terapéutico que se esperaba desarrollara. En este sentido, la resistencia a los
antibioticos puede simplemente representar la competencia darwiniana de los

elementos antimicrobianos derivados de microbios naturales?°,

El analisis metagenomico funcional de los microbios del suelo ha revelado una
amplia diversidad en los determinantes genéticos asociados con la resistencia a los
antibioticos. Aungque se ha informado muy poco en patdégenos humanos sobre este
aspecto, la produccién de enzimas (B-lactamasas) es un ejemplo excepcional como
mecanismo de resistencia presente de forma natural y que es capaz de generar un

impacto negativo en la salud humana??.



Se ha considerado que varias moléculas antimicrobianas producidas por bacterias
saprofitas logran impedir el crecimiento de otros organismos presentes en ese
entorno, un beneficio mutuo en tales entornos ambientales, aunque pocos
hallazgos proponen una interaccion mas complicada. Principalmente, se sugiere
que la concentracién de sustancias antimicrobianas en el suelo parece mucho méas

baja y puede no ser capaz de inhibir el crecimiento de bacterias vecinas??.

En segundo lugar, los datos disponibles sugieren que las sustancias
antimicrobianas con concentraciones subletales tienen un impacto significativo en
la fisiologia y la evolucion microbiana, y pueden actuar como moléculas de
sefalizacion eficaces que pueden inducir la expresion del gen huésped o

microbiano?3-24,

Pocas especies de bacterias saprofitas producen un tipo vital de antibiotico de
amplio espectro conocidos como carbapenems. Varios genes involucrados en la
sintesis de carbapenems también pueden desempefiar un papel en la formacién de
biopeliculas o la deteccion de quorum. Estos hallazgos generan mas consultas
sobre los impactos inesperados de estos antibioticos. Esta aparicién de resistencia
no es exclusiva solo a los antimicrobianos naturales, también ocurre contra los

antimicrobianos sintéticos?3.

Los antibioticos destruyen a las bacterias sensibles, pero permiten permanecer a
los patdgenos resistentes, que luego son capaces de reproducirse y prosperar a
través de la seleccion natural. Aunque se desaconseja el uso excesivo de
antibiéticos, persiste la prescripcién excesiva e injustificada en todo el mundo.
Varios estudios han revelado que las indicaciones de tratamiento, la eleccion del
agente y la duracion de la terapia con antibioticos son inapropiadas en 30% a 50%

de los casos??.

A nivel mundial, los antibiéticos son utilizados como promotores del crecimiento en
el ganado. Segun una estimacion, aproximadamente el 80% de los antibidticos se
venden en los EE. UU. sélo para su uso como suplementos de crecimiento y para
controlar la infeccion en animales. En otro estudio, se dibujé un mapa global de 228
paises que representaba el consumo de antibiéticos en el ganado; se estimé que
el consumo total de antibioticos fue de 63,151 toneladas en 2010. an Boeckel et al,

también proyectaron un aumento del 67% en el consumo de antibioticos que se



duplicaria aproximadamente para el 2030 en Brasil, Rusia, India, China y Sudafrica,

bloque del rapido desarrollo y paises altamente poblados del mundo?®,

En la actualidad, las etiologias multifacéticas de la resistencia a los antibioticos
presentan muchos factores que estan en juego. Estos incluyen regulaciones
inadecuadas e imprecisiones de su uso, deficiencia de conciencia en las mejores
practicas que dirigen el uso indebido de antibidticos, el uso de antibiéticos como un
promotor del crecimiento de las aves y el ganado, en lugar de ser utilizados para
controlar la infeccion, y el marketing en linea que hizo que la disponibilidad y el
acceso a antibidticos de amplio espectro sea cada vez mas comun y menos

controlada?>.

Por otro lado, Imtiaz Fauzia describe que en los paises de medianos-bajos
ingresos; se ha encontrado un viraje epidemiolégico a una mayor frecuencia de
enfermedades no transmisibles, particularmente las condiciones cardio-
metabdlicas y las neoplasias malignas como principales causas de morbilidad; las
enfermedades infecciosas por si mismas, o como complicaciones de las
condiciones ya mencionadas, siguen siendo causas importantes de morbilidad y

mortalidad en estos paises?®.

Vignola, et al. (2020) evaluaron el efecto de los “Aceites Esenciales en Bacterias
Benéficas, Patogenas y Alterantes de Alimentos”, su objetivo fue evaluar la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales como el limoén, naranja,
mandarina, laurel, eucalipto y burro en diversas cepas bacterianas, Lactobacillus
plantarum ES147 y ATCC 8014 (bacteria benéfica), Escherichia coli ATCC 25922
(bacteria patdégena), Leuconostoc mesenteroides MS1 (bacteria alterante de
alimentos). Se obtuvo el aceite esencial por arrastre con vapor de agua por un
tiempo de 90 min maximo. Se preparé 3 cepas bacterianas en sus respectivos
agares (Man, Rogosa y Sharpe) a 30°C por un tiempo de 24 h, la cepa Escherichia
coli ATCC 25922 (Caldo Tripteina soya) a 37°C por un tiempo de 24h, se determiné
una concentracion minima inhibitoria (CMI) de los halos de 10 mm para 3 cepas
bacterianas. Se concluye que los aceites esenciales de las cascaras y hojas secas
de limon, eucalipto y burro presentaron un efecto bactericida en las cepas

analizadas debido a que no hubo crecimiento, a comparacion de los aceites



esenciales de cascara de naranja y mandarina que presentaron poder

antimicrobiano nulo frente a las cepas bacterianas?’.

Youcef-Ettoumi et al., (2020), realizaron el estudio “Composicion quimica,
actividades antimicrobianas y antioxidantes del aceite esencial de Citrus
sinensis argelino extraido por hidrodestilacion asistida por calentamiento por
induccion electromagnética (H-EMIH). Se comparé el H-EMIH con la hidrodestilacién
convencional (HC) en términos de tiempo de hidrodestilacion, rendimiento,
composicidén quimica y actividades antibacterianas y antioxidantes. Se encontrd que
la extraccion de aceite esencial con H-EMIH dio un rendimiento maximo de 3.77%
en 35 min mientras que HC dio 2.72% en 41 min. Los extractos obtenidos por ambas
técnicas se analizaron mediante Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas. Las composiciones quimicas son relativamente similares; se encontraron
limoneno y B-mirceno como compuestos principales. Los resultados de la actividad
antioxidante demostraron que el aceite esencial extraido por H-EMIH mostro la
mayor capacidad de captacion de radicales que el aceite esencial aislado por el
proceso HC. Por el contrario, se encontré que el aceite esencial extraido por H-EMIH

exhibia un potencial antimicrobiano ligeramente superior al extraido por HC?2,

Valdiviezo (2019), evalu6 el “Efecto antibacteriano del Aceite esencial de Citrus
sinensis “naranja” sobre Staphylococcus aureus ATCC 29213 comparado con
Oxacilina, estudio in vitro” su objetivo fue evaluar el efecto antibacteriano del aceite
esencial a diferentes concentraciones 100%, 75%, 50% y 25%, las cepas
bacterianas fueron cultivadas en el agar Miller- Hinton. Evaluaron la sensibilidad
con el método de Kirby-Bauer, obtuvieron un halo inhibitorio en las diferentes
concentraciones preparadas, la dilucion al 25% desarrollo un halo de 11.20 mm, la
dilucién al 50% desarrollo un halo de 12.70mm, la dilucion al 75% desarrollo un halo
de 13.60mm, y la disolucién al 100% desarroll6 un halo de 15.50mm. Para la
Oxacilina su halo de inhibicion fue de 26.50 mm. EI ANOVA fue altamente
significativo (p=0.000), la prueba de Tukey evidencié la homogeneidad de los
grupos estudiados y que a mayor concentracién del aceite esencial mayor es el
efecto antibacteriano, se concluyd que las diferentes concentraciones de AE
estudiados no superaron el halo de inhibicion de la Oxacilina, por lo que el AE de
Citrus sinensis tiene menor efecto antibacteriano que la Oxacilina sobre las cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 2921329,



Villa G (2017), realizaron el estudio: “Composicion quimica del aceite esencial de
Citrus paradisi “Toronja”, actividad antioxidante y determinacion de la actividad
antibacteriana frente a Streptococcus mutans”. El objetivo de la investigacion fue
determinar la composicién quimica del aceite esencial de Citrus paradisi Macfad.
“toronja”, actividad antioxidante y antibacteriana in vitro frente a Streptococcus
mutans. El analisis cualitativo de la composicibn quimica se realizé por
Cromatografia de Gases/ Espectrometria de Masas (CG/EM), la actividad
antioxidante mediante el uso de los radicales DPPH- ABTS y la actividad
antibacteriana mediante difusion en agar. El rendimiento fue de 0,13 mL% v/p, se
destacan los siguientes componentes quimicos en el aceite esencial: dieciséis
monoterpenos, cinco sesquiterpenos, dos acidos organicos, cuatro aldehidos, un
éster, cinco hidrocarburos, un fenilpropanoide. El aceite esencial de Citrus paradisi
Macfad no posee actividad antioxidante frente al patron estandar de Trolox®.
Mostré actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC 35668 en
concentraciones de 25, 50 y 100% del aceite esencial, utilizando como control

positivo al antibacteriano ciprofloxacino (5ug).

Torrenegra-Alarcon, et al (2017) estudiaron la “Actividad antibacteriana in vitro de
aceites esenciales de diferentes especies del género Citrus”, su objetivo fue evaluar
la actividad antibacteriana de las diferentes especies de aceites esenciales del
género citrus frente a patdgenos como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli,
lograron determinar la concentracion minina inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB). Los aceites esenciales fueron obtenidos mediante
hidrodestilaciéon (HD) e hidrodestilacion asistida por radiacion con microondas
(MWHD), para la actividad antibacteriana se prepararon los inoculos en sus agares
especificos, se incubaron y alcanzaron una densidad 6ptica de 620 nm (DOse20),
utilizaron como control positivo a la gentamicina sulfato. Para la (CMI) se determin6
gue presentaron un porcentaje superior al 90% frente a las diferentes cepas
bacterianas, se concluydé que las diferentes especies del género citrus son

considerados de gran interés para la actividad antibacteriana3.



Ehigbai Oy et al., (2016). El objetivo de la investigacidn fue evaluar la composicion
fitoquimica y las actividades antioxidantes y antimicrobianas de diferentes
concentrados de jugo de citricos comunmente disponibles en Nigeria. Los frutos de
uva, mandarina, limoén y lima fueron cortados y extraidos con un extractor de jugo.
La actividad antioxidante fue evaluada mediante el ensayo de DPPH y la actividad
antimicrobiana se realiz6 mediante el método de difusién en agar con pozos contra
cinco bacterias (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella spp.) y tres hongos (Candida albicans,
Aspergillus niger y Penicillium spp). La composicion fitoquimica de los concentrados
de jugos de citricos revelo la presencia de alcaloides, flavonoides, esteroides,
terpenoides, saponinas, glucosidos cardiacos y azucares reductores. En las
concentraciones estudiadas, el &cido ascorbico tiene una inhibicion
significativamente mayor del radical DPPH en comparacion con los concentrados de
jugo. Las cepas Gram positivas mostraron valores de susceptibilidad mas altos que
las cepas Gram negativas. Staphylococcus aureus registrd zonas de inhibicién de
entre 10 y 20 mm. Enterococcus faecalis tenia zonas de inhibicion de 8 mm. Se
concluye que los zumos de las frutas de uva, mandarina, limén y lima presentan

actividad antioxidante y antibacteriana contra las cepas Gram positivas®.

Desde el descubrimiento accidental de la penicilina por Alexander Fleming en el
afo 1928 se ha revolucionado la practica de la medicina en todo el mundo. Hoy en
dia, existen numerosas clases de farmacos antibacterianos. De hecho, actualmente
cubren algunos de los problemas contemporaneos que rodean la farmacoterapia
para las infecciones bacterianas. Pero, es importante destacar que todos estos
problemas contemporaneos estan relacionados con el uso efectivo de
antibacterianos y que puedan de esta manera contribuir a limitar la amenaza cada
vez mayor de resistencia a los antimicrobianos. Datos de modelos recientes han
demostrado que la resistencia a los antimicrobianos se esta convirtiendo en un
problema global que puede provocar la muerte de 10 millones de personas por afio

para el afio 2050%3,

Por lo tanto, el descubrimiento y desarrollo de otras fuentes con propiedades
antimicrobianas puede mejorar la supervivencia de las personas que han contraido
varias infecciones bacterianas, el aumento de la resistencia ha significado que las

opciones de tratamiento tradicionales para ciertas infecciones estén



disminuyendo33-34, Existiendo la necesidad de la busqueda de antimicrobianos a
partir de fuentes naturales, justificAndose tedricamente este estudio por cuanto
aportaria mayor conocimiento respecto a la actividad antibacteriana a partir del
aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”. frente a cepas de
Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, asi
mismo presenta una justificacion social, por cuanto de comprobarse su efecto
terapéutico, se brindaria una alternativa natural que beneficiaria a la poblacién mas

alejada y de bajos recursos.

En el presente estudio se considerard& como objetivo general: Determinar la
actividad antibacteriana del aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.)
Osbeck “naranja”, frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027, in vitro.

La hipotesis de nuestro estudio: El aceite esencial de las cascaras de Citrus
sinensis (L.) Osbeck “naranja” presenta actividad antibacteriana frente a Salmonella

typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, in vitro.

ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Enfoque: Este estudio es de enfoque cuantitativo.

Experimental: Porque se manipulo la variable independiente (aceite esencial de
las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”) para observar su efecto sobre
la variable dependiente (actividad antibacteriana frente a Salmonella typhimurium
ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).

Explicativo: Se busca interpretar el por qué ocurre un fenémeno. Nuestro estudio
busca relacionar las diferentes concentraciones del aceite esencial de las cascaras
de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja” y la actividad antibacteriana frente a
Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Transversal: Porque los datos fueron medidos por una Unica vez en un momento
dado.
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Prospectivo: Porque la ejecucion y recoleccion de los datos se dieron en el

presente.

Longitudinal: Porque la variable independiente fue medida en diferentes

momentos.

2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion, son las plantas de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja” fueron
recolectadas en horas de la mafiana del fundo Casa Blanca, distrito de Vegueta,

provincia de Huaura, perteneciente al departamento de Lima.

Del total de la poblacion, se utilizé 4 kg de cascaras de los frutos de Citrus sinensis

(L.) Osbeck “naranja” como muestra.

Se selecciono las plantas que se encuentren en buen estado, visualizando en la
parte taxondmica de la planta, teniendo presente la parte morfologica de dicha

planta a analizar.

En este estudio, la poblacion microbioldgica fueron las bacterias de las cepas de

Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

El muestreo se realiz6 de manera aleatoria considerando los criterios de inclusién

antes mencionados.

2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION

Variable independiente: Aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.)

Osbeck “naranja”.

Definicién conceptual: Mezclas complejas de compuestos producidos por plantas y

aislados por destilacion por arrastre de vapor.

Definicién operacional: Concentracion del aceite esencial de las cascaras de Citrus

sinensis (L.) Osbeck “naranja”.

Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Salmonella typhimurium
ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
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Definicion _conceptual: Capacidad de una sustancia para inhibir el crecimiento

bacteriano.

Definicion operacional: Sensibilidad bacteriana frente al aceite esencial de las

cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja” obtenidas por mediciéon del

didmetro de los halos de inhibicién.
2.4TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica utilizada para la recoleccidén de datos fue la observacion, se usaron las
fichas de registros, en el cual se registraron los datos obtenidos de las pruebas de
solubilidad y de las fases de determinacion de la actividad antibacteriana, haciendo
uso de un pie de rey o vernier calibrado para registrar los datos de la inhibicion de

los halos.

2.5. PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS
Recoleccion de la materia prima.

Los frutos de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja” fueron recolectadas del fundo
Casa Blanca, ubicada en el caserio de San Felipe Km. 167 de la panamericana
norte, distrito de Vegueta en el departamento de Lima, esta recoleccion se realizé
en horas de la mafana (11:00 am.) siguiendo las técnicas indicadas y bajo la
supervision del personal encargado de la cosecha, para lograr recolectar la
cantidad suficiente y en las mejores condiciones para dicho estudio. Se

separaron los frutos maltratados de los frutos que se encuentren en buen estado.
Reconocimiento de la materia prima

La materia prima recolectada para la investigacion fue llevada al Museo de
Historia Natural de la Universidad Mayor de San Marcos para poder identificar la

materia prima.
Preparaciéon de la muestra

Los frutos de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, se mantuvieron a condiciones
climaticas frescas, se realizara una limpieza con abundante agua y se separaran

con cuidado las cascaras de los frutos.
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Obtencion del aceite esencial

Los 4 Kg de céscaras de naranjas frescas fueron tratadas en un equipo de
destilacion por arrastre de vapor de agua. El destilado se separ6é tomando en
cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el
agua y el aceite esencial, utilizando un embudo de separacion, las impurezas de
agua en el aceite esencial se eliminaron con sulfato de sodio anhidro grado
reactivo, y se conservé en un frasco de vidrio de color &mbar, bajo refrigeracion

a una temperatura de 4°C.
Ensayo de miscibilidad

Una alicuota del aceite esencial se sometié a un ensayo de miscibilidad con los
siguientes solventes: agua, metanol, etanol absoluto, n-butanol, pentanol, éter

etilico, cloroformo. Los resultados fueron interpretados siguiendo la escala:
- (inmiscible); + (miscible)

Andlisis Quimico Complementario del aceite esencial de las cascaras de

Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”

- Reaccién con Molish: en un tubo de ensayo se agrega 20 gotas del aceite
esencial Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, luego se le adicionan 10
gotitas del reactivo Molish, se agita suavemente el tubo de ensayo una vez
afadido el reactivo, luego se procede agregar 2 ml de acido sulfarico (H2SOg)
por las paredes del tubo de ensayo, si se observa una linea violeta en la
separacion de las fases la reaccion seria positiva indicando la presencia de

azucares.

- Reaccidén con Fehling: en un tubo de ensayo se agrega 20 gotas del aceite
esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, luego se le adicionan 5
gotas del reactivo Fehling (combinacion del Fehling A y Fehling B),
posteriormente se lleva a bafio Maria, si se observa una coloracion de

amarillo rojizo la reaccion seria positiva.

- Reacciéon con FeCI3 5%: en un tubo de ensayo se agrega 20 gotas del
aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, luego se le adiciona
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5 gotas de FeClI3 al 5%, si se observa una coloracion verde azulado la

reaccion seria positiva.

Reaccion con Gelatina 1%: en un tubo de ensayo se agrega 20 gotas del
aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, luego se le
adicionan de 5 gotas de gelatina, si se observa precipitado de un color blanco

la reaccion seria positiva.

Reaccion con Shinoda: en 2 ml del aceite esencial de Citrus sinensis (L.)
Osbeck “naranja” se le adiciona limaduras de magnesio y posteriormente se
le afiaden gotas de la solucién de acido clorhidrico (HCI) concentrado, si se

observa una coloracioén roja la reaccidn seria positiva.

Reaccion con Liebermann Burchard: 2 ml del aceite esencial de Citrus
sinensis (L.) Osbeck “naranja” se disuelve con un 1ml de cloroformo. Luego
adiciona 1ml de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo se
dejan correr 3 gotas de acido sulfdrico concentrado sin agitar. Un ensayo
positivo se tiene por un cambio de coloracion:

1. Rosado- azul, muy rapido.

2. Verde intenso visible, aunque rapido.

3. Verde oscuro- negro, final de la reaccion.

Reaccién con Baljet: Se adiciona 4 gotas del reactivo a 0.5ml del aceite
esencial reconstituido en 1 mL de etanol, una coloracion naranja o roja es

positivo para esta prueba.

Reaccion con Dragendorff: en un tubo de ensayo se agregan 20 gotas del
aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, luego se le
adicionan 5 gotas de HCI y finalmente se le afladen 5 gotas del reactivo
Dragendorff, si se observa un precipitado de color anaranjado la reaccion

seria positiva.
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- Reaccién con Mayer: en un tubo de ensayo se agregan 20 gotas del aceite
esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, luego se le adicionan 3
gotas del reactivo de Mayer, si se observa un precipitado de color blanco

lechoso la reaccion seria positiva.

- Reaccién con Borntranger: A una alicuota del aceite esencial se le agrega
1ml de cloroformo. Se adiciona 1ml de NaOH, KOH o NH40OH a 5% en agua.
Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior
separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado a rojo,
el ensayo se considera positivo (+), coloracién rosada (++), coloracién roja

(+++).

- Reaccién con Ninhidrina: en un tubo de ensayo se agregan 20 gotas del
aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, luego se le
adicionan 3 gotas del reactivo Ninhidrina, se lleva a calor por unos 5 minutos,

si se observa un color violaceo la reaccion seria positiva.
Ensayo de densidad relativa

Se evalué pesando cuidadosamente el picndmetro, picnémetro con agua

destilada y con la muestra. Donde:

D= (P.MP — P) = (P.agua — P)

Donde:

D: Densidad relativa.

P. MP : Peso del picnédmetro con muestra (g).

P. agua: Peso del picnébmetro con agua destilada (g).

P : Peso del picnémetro vacio (Q).
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Rendimiento del aceite esencial (RAE)

Para la determinacién del rendimiento se realizé con el volumen de destilado del
aceite esencial obtenido en la probeta florentino mediante el método

gravimétrico-volumétrico.

%RAE = Vol. AE(mL) / Pmuestra (g) x 100

Donde:
Vol. AE: Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.
Pmuestra: Peso de la muestra a destilar en gramos.|

Prueba antibacteriana

Método de Difusion en agar

Esta prueba se basa en la inhibicion del crecimiento bacteriano, mediante la
difusién de las sustancias activas en un medio solido y se evidencia por la

formacioén de halos claros alrededor de las colonias.
Microorganismo:

e Salmonella typhimurium ATCC 14028

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Muestra:
Aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”
Preparacién del in6culo

Se procedio a suspender al microorganismo en solucion salina 0,85% estéril y

se ajusta la turbidez al equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland.
Preparacion e inoculacion de las placas

El medio agar Mc Conkey previamente reconstituido, esterilizado, enfriado y
mantenido a 45 °C, se procede a inocular con 1 mL de suspension del indculo (1
x10° ufc/mL) por cada 100 mL de medio de cultivo, homogenizado y distribuido
en placas Petri de vidrio estéril de 90 mm. de diametro. Se dej6 solidificar y se

rotulé con el nombre del microorganismo. Finalmente se realizaron pozos con la
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ayuda de un sacabocado de acero de 11 mm. de diametro externo, en cada placa
se hizo 4 pozos equidistantes.

Inoculacidon e incubacion de la muestra

Se procedid a colocar 20 uL del aceite esencial en las concentraciones
seflaladas anteriormente en los pozos, se deja reposar por 60 minutos a

temperatura ambiente y se lleva a incubacion a 37°C por 24 horas.
Controles

Para el ensayo se usé como control positivo (sulfato de neomicina al 0.2mg/mL)

y control negativo (dimetilsulfoxido).
Lectura e interpretacion de los resultados

Se observé las zonas claras de inhibicion del crecimiento (halos) y se mide los
diametros en milimetros (mm). Se considero que tiene una actividad

antibacteriana significativa a un halo de inhibicion mayor a 18mm.

2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICO.

La informacién que se recolectd se digité en el programa Excel y Word, en su
version reciente, donde se trabaj6 la media y desviacion estdndar como medidas

de tendencia central para comparar los distintos tratamientos.
2.7. ASPECTOS ETICOS

No se registré en el presente proyecto.
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. RESULTADOS

3.1 Prueba de miscibilidad

Tabla 1. Ensayo de miscibilidad del aceite esencial Citrus sinensis (L.)
Osbeck “naranja”

Aceite esencial 0.1 mL | SOLVENTES RESULTADO
Tubo 1 Etanol (1ml) +
Tubo 2 Metanol (1ml) -
Tubo 3 Cloroformo (1ml) +
Tubo 4 n-hexano (1ml) +
Tubo 5 Eter de petr6leo (1ml) +
Tubo 6 Agua destilada (5ml) -

Fuente: Elaboracion propia
Leyenda:

- (-) Inmiscible

- (+) miscible
En la tabla 1, se puede apreciar los resultados de la prueba de miscibilidad del
aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, mostrando miscibilidad en

los solventes tales como etanol, cloroformo, n-hexano y éter de petroleo.
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3.2. Andlisis Quimico Complementario

Tabla 2. Analisis Quimico del aceite esencial

CONSTITUYENTES QUIMICOS ENSAYO REACCION
Carbohidratos Rvo. Molish -
Azucares reductores Rvo. Fehling -
Compuestos fendlicos Rvo. FeCls 5% -
Taninos catéquicos Rvo. Gelatina 1% -
Flavonoides Rvo. Shinoda -
Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann Burchard ++
Cardendlidos Rvo. Baljet -
Alcaloides Rvo. Dragendorff -

Rvo. Mayer -
Antraguinonas Rvo. Borntranger -
Proteinas Rvo. Ninhidrina -

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda:
e (-) Ausencia
e (+) Leve
e (++) Moderado

e (+++) Abundante

En latabla 2, se observa los resultados del analisis quimico que se practico al aceite
esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, la determinacion se realizd
mediante pruebas cualitativas de coloracion y precipitaciéon con la finalidad de
identificar los metabolitos secundarios con presunta actividad antibacteriana frente

a Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Se evidencia la presencia moderada de esteroides y triterpenoides, obtenidos con

el ensayo de Liebermann Burchard.
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3.3 Determinacién de la densidad relativa del aceite esencial

Tabla 3. Densidad relativa del aceite esencial

Densidad relativa Promedio
(g/mL)
0,84
0.82 0,826 + 0,011*
0,82

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 3, se puede apreciar la densidad relativa del aceite esencial de 0,826 +

0,011 g/mL. *Desviacién estandar.
3.4. Rendimiento AE

Tabla 4. Redimiendo del aceite esencial Citrus sinensis (L.) Osbeck“naranja”

Muestra Cantidad de muestra | Cantidad de aceite | Rendimiento
fresca (KQ) esencial(mL) (%) vip
Citrus
sinensis (L.) 4 18 0,45
Osbeck
“naranja”

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 4, se puede apreciar la cantidad de 18 mL de aceite esencial extraido
de 4 kg de cascara fresca de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, obtenido
mediante hidrodestilacién, con un rendimiento equivalente al 0,45%.

3.5 Actividad antibacteriana

Para la determinacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Citrus
sinensis (L.) Osbeck “naranja” frente a cepas de Salmonella typhimurium ATCC
14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, se trabajaron concentraciones de
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25%, 50%, 75% y 100%, control positivo Neomicina sulfato 0.2mg/mly como blanco

Dimetil sulféxido.

Tabla 5. Resultado promedio de las mediciones de los halos de inhibicion
(mm) del aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”

Bacteria Diametro de Inhibicidon en milimetros (mm)
Control* | Blanco** 25% 50% 75% 100%

Pseudomonas 15.71 6 6 6 6 6

aeruginosa*** 15.47 6 6 6 6 6

ATCC 9027 15.75 6 6 6 6 6

15.58 6 6 6 6 6

Promedio 15.63 6 6 6 6 6

Desviacion 0.13 0 0 0 0 0
estandar

Salmonella 16.26 6 6 6 6 6

typhimurium *** 16.32 6 6 6 6 6

ATCC 14028 16.21 6 6 6 6 6

16.29 6 6 6 6 6

Promedio 16.27 6 6 6 6 6

Desviacién 0.047 0 0 0 0 0
estandar

Fuente: Elaboracion propia
Leyenda:

e (*) Neomicina sulfato 0.2mg/mL
e (**) Dimetil sulfoxido

e (**) Concentracion del inoculo: 1x10 8 UFC/MI

Escala de Duraffourd y Lapraz

(-) Nula: Diametro (< 8 mm);

(+) Sensible bajo: Diametro (8 — 14 mm);
Medio (muy sensible): Diametro (14 - 20 mm) y

Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)

En la tabla 5, se observan los resultados promedios de los halos de inhibicion en
milimetros (mm) , el ensayo se realiz6 el 11 de noviembre del 2020, la medicion del

halo es indicativo del efecto antibacteriano que presenta el aceite esencial de las
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cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja” frente a las cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 14028 y Salmonella typhymurium ATCC 9027.

Segun la escala interpretativa detallada anteriormente, las cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 14028 y Salmonella typhymurium ATCC 9027, para todas las
concentraciones, asi como para el blanco presenta valores menores que no
superan los 6 mm, es decir no se encuentra actividad antibacteriana, segun la
escala se considera que el aceite esencial presenta una actividad antibacteriana
nula. El control positivo (Neomicina sulfato) present6 un valor promedio de
15.63mm y 16.27mm para Pseudomonas aeruginosa ATCC 14028 y Salmonella
typhymurium ATCC 9027, respectivamente.

3.6. Contrastacion de Hipétesis
3.6.1. Contrastacion de Hipétesis General

HO: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, no
presenta actividad antibacteriana frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, in vitro.

H1: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”
presenta actividad antibacteriana frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, in vitro.

En la tabla 5 se observa que el aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck
“naranja” frente a la cepa de Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, no presentd actividad antibacteriana, ya que el control
presenta una media de 6.00 mm, del mismo modo, los grupos conformados por
aceite esencial al 100, 75, 50 y 25% presenta un halo de inhibicion igual al del
control, dichos valores segun la escala de Duraffourd y Lapraz presentan una
sensibilidad nula, evidenciando la ausencia de actividad. Por lo tanto, se acepta la

hipétesis nula (HO) y se rechaza la hipétesis alterna (H1).

Conclusion: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck
“naranja”, no posee actividad antibacteriana frente a las cepas de Salmonella
typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
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3.6.2 Contrastacion de Hipotesis especificas

HIPOTESIS ESPECIFICA 1

HO: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck
“naranja”, no posee metabolitos secundarios.
H1: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck

“naranja posee metabolitos secundarios.

Para contrastar la segunda hipétesis especifica, se realiz6 el analisis quimico
del aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”,
mediante ensayos de coloracion y precipitacién, dependiendo de los grupos
guimicos presentes en la muestra vegetal, se identifico los metabolitos
secundarios con actividad antibacteriana, en la Tabla N° 2, se evidencia una
reaccion positiva modera para la presencia de esteroides y triterpenoides.
La presencia de este grupo de metabolitos secundarios no estaria
relacionada con la actividad antibacteriana del aceite esencial de las
cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”. Por lo tanto, se acepta la
hipotesis nula (HO) y se rechaza la hipétesis alterna (H1).

Conclusion: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck
“naranja”, no posee metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

HIPOTESIS ESPECIFICA 2

HO: A mayor concentracion del aceite esencial de las cascaras de Citrus
sinensis (L.) Osbeck “naranja”, no posee mejor actividad antibacteriana
frente a las cepas de Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

H1: A mayor concentracion del aceite esencial de las cascaras de Citrus
sinensis (L.) Osbeck “naranja”, posee mejor actividad antibacteriana frente a
las cepas de Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

Segun la tabla 5, donde se presentan los didmetros de los halos de
inhibicion, se evidencia que las diferentes concentraciones del aceite

esencial no presentan actividad frente a las cepas de Salmonella
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typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Por lo
tanto, se acepta la hipétesis nula (HO), y se rechaza la hipétesis alterna (H1).

En conclusion: A mayor concentracion del aceite esencial de las cascaras
de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, no posee mejor actividad
antibacteriana frente a las cepas de Salmonella typhimurium ATCC 14028 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

HIPOTESIS ESPECIFICA 3

- HO: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck
“naranja”, no presenta mejor actividad comparado con el control positivo,
evidenciando una mayor sensibilidad de las cepas de Salmonella
typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

- H1: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck

“naranja”, presenta mejor actividad comparado con el control positivo,
evidenciando una mayor sensibilidad de las cepas de Salmonella
typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
Segun latabla 5, donde se aprecian los halos de inhibicién, el control positivo
muestra un halo de inhibicion de 15.63mm y 16.27mm para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 vy Salmonella typhimurium ATCC 14028
respectivamente, mientras que el aceite esencial muestra un halo de
inhibicion constante de 6 mm, lo cual demuestra la ausencia de la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”
Por lo tanto, se aprueba la hipétesis nula (HO) y se rechaza la hipotesis
alterna (H1).

Conclusion: El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck
“naranja”, no presentd mejor actividad antibacteriana comparado con el
control positivo, evidenciando una mayor sensibilidad de las cepas de
Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027.
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IV. DISCUSION

4.1 Discusion de resultados

En nuestra investigacion se evidencié un rendimiento de 0,45% p/v mediante el
método de hidrodestilacion a partir de 4 kg de cascara de Citrus sinensis (L.)
Osbeck “naranja”, valor similar al reportado por Juarez®’ con un rendimiento de
0,4% para el aceite esencial de Citrus sinensis utilizando la misma metodologia de
extraccion. Villa3® en el afio 2017 report6 un rendimiento de 0,13 % p/v para Citrus
paradisi, esta disminucion podria deberse a la diferencia respecto a la zona de
cultivo del material vegetal, considerando importante establecer los diferentes
periodos de recoleccion, los cuales deben estar referidos en los criterios de
seleccién de la muestra, adicionalmente el método que utilizé Villa®*® para la
obtencion del aceite fue por destilacion por arrastre de vapor de agua. El
rendimiento de los aceites esenciales es dependiente del método de extraccion
utilizado para su obtencién, por ejemplo, existen diferencias evaluadas en la
obtencion del aceite esencial de Citrus sinensis y Citrus paradisi, entre la
hidrodestilacion convencional y la hidrodestilacion asistida por microondas,
mostrando mayores rendimientos al tiempo de la hidrodestilacion asistida por

microondas con un incremento aproximada del 50% en el rendimiento38.

Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, es una especie frutal ampliamente distribuida
en el mundo, debido a su adaptacién al territorio peruano puede encontrarse a lo
largo de las regiones de la costa, sierra y selva, dicha adaptacién brinda diversas
caracteristicas como el tamafio, color y contenido de metabolitos, esto dependiente
de la zona de cultivo®. EIl aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.)
Osbeck “naranja”, se obtuvo mediante hidrodestilaciéon, el material fresco fue
procedente del departamento de Lima, distrito Vegueta, provincia de Huaura. El
meétodo ejecutado en nuestra investigacion es uno de los mas utilizado para la
obtencion de aceites esenciales debido a su bajo costo de implementacion, al igual
qgue la destilaciéon por arrastre a vapor de agua, entre las desventajas de dicho
meétodo, investigadores reportan la degradacion de componentes termolabiles
como la degradacion de beta caroteno en beta ionona, ademas de la formacion de
linalol y geraniol mediante la hidrolisis de compuestos glucésidos®s-5°,

adicionalmente de la pérdida de componentes polares y polaridad media
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denominados hidrolatos que se encuentran presentes en la fraccidn acuosa del

destilado total, siendo equivalente a un total mayor del 90%. 36-53-54

El aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, presentd una reaccion
positiva con el reactivo de Liebermann Buchard indicando la presencia de
esteroides y triterpenoides, este tipo de ensayo no es ideal al momento de realizar
la identificacion de metabolitos secundarios sino, las pruebas analiticas como la
cromatografia de gases y la espectrometria de masas que se utilizan en conjunto
para facilitar su separacion y reconocimiento de los metabolitos secundarios
volatiles presentes en los aceites esenciales*:. Diversos estudios evidencian que el
componente principal en el aceite esencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja
es el d-limoneno o 1-Metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexeno, este compuesto se le
clasifica como un terpenoide con un peso molecular de 136,23 g/mol siendo poco
soluble en agua*. La presencia de este metabolito es caracteristico en las
especies vegetales del género Citrus, pero la cantidad del metabolito dependera de
la parte vegetal analizada, por ejemplo, en el fruto es el componente mayoritario a
una concentracion del 81.5% mientras que en las hojas esta presente al 16.67 %y
en las ramas verdes al 71.57%.4445

El segundo metabolito presente en mayor cantidad es el beta-mirceno a una
concentracion del 2,95%, seguido del aldehido octanal al 1,95 %, seguido de sus
componentes minoritarios*4’. Otra investigacién detalla la presencia del d-
limoneno como componente mayoritario en muestras como: una esencia de fase
oleosa de naranja al 80,61%, aceite esencial de cascara de naranja 81,18%,
naranja brasilefia79,38 %, fase oleosa de lima 47,46% y aceite de cascara de

naranja extraido en cinco repeticiones 82,07%.46

Al evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de las cascaras de Citrus
sinensis (L.) Osbeck “naranja frente a Salmonella typhimurium ATCC 14028 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, se evidencio un halo de inhibicién de 6 mm,
valor idéntico al halo de inhibicion del control (dimetilsulfoxido), esto evidencia una
actividad nula. Una investigacion que evaluo la actividad del aceite de C. sinensis
sin terpenos obtenidos mediante prensado al frio las cuales fueron disueltas en
etanol y dimetilsulféxido (DMSO) mostraron una concentracion minima inhibitoria

para Listeria monocytogenes al 0,3% en etanol y 0,25% v/v en DMSO, vy
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para Salmonella typhimurium al 1% v/v en los dos solventes, etanol y DMSO,
respectivamente®®. La actividad presente en la anterior investigacion se debe a la
presencia de los componentes minoritarios, excluyendo al d-limoneno al ser un
terpeno el cual no se encuentra presente en el aceite de naranja prensada al frio,
estas actividades son similares a lo detallado por  Delaquis*®, siendo una
explicacion de la nula actividad que se presentd en nuestra investigacion.
Adicionalmente, se tiene un reporte indicando que los aceites esenciales,
especialmente los aceites esenciales con mezclas complejas de octanol, decanol,
ocatanal, decanal y carvona, inhiben fuertemente el crecimiento de bacterias Gram

positivas y algunas levaduras, pero tenian poco efecto sobre S. typhimurium4&-4°,

Existen reportes que describen que los componentes como d-limoneno, mirceno y
y-terpineno casi no tenian actividad antibacteriana contra algunas cepas y estudios
aislados describen que el a-pineno es sensible frente a las cepas de S. paratyphi,
B. subtilis, C. albicans y A. flavus, pero resistentes a E. coli, P. aeruginosa, L.
monocytogenes y Staphylococcus aureus. El linalol y el B-pineno, especialmente el
linalol, reportan actividades antibacterianas mas fuertes que otros componentes,
investigadores reportan que el linalol inhibe el crecimiento de A. flavus. Fisher et
al*®en el afio 2006 informaron que el linalol, tenia capacidad antibacteriana contra
E. coli, S. aureus, L. monocytogenes y Campylobacter jejuni. Recientemente,
también se demostré que el linalol inhibia el crecimiento de C. jejuni y
Campylobacter coli en toda la placa mediante método de difusién en agar®°. El
linalol ha sido generalmente reconocido como antibacteriano seguro, por lo que
tiene un gran potencial para ser ampliamente utilizado como conservante en la
industria alimentaria**, pero es importante destacar que los estudios de
componentes aislados difieren de los de los aceites esenciales, debido a que un
aceite esencial es una mezcla compleja de diferentes metabolitos y a diferentes
concentraciones, por lo cual podria existir un antagonismo tanto entre sus

componentes mayoritarios como minoritarios.

En nuestra investigacion se demostré que el aceite esencial de las cascaras de
Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja” no presenté actividad antibacteriana en
ninguna de las 4 concentraciones analizadas, ya que no hubo crecimiento del halo
de inhibicién frente a las cepas, sin embargo se pudo observar resultados positivos

para nuestro control positivo (Neomicina Sulfato 0.2g/ml), presentando un valor
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promedio de 15.63 mm y 16.27mm para Salmonella typhimurium ATCC 14028 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 respectivamente, los resultados fueron
parecidos a los detallados por Srinivasan®’ en el afio 2009, quien reporta un halo
de inhibicion de Salmonella typhimurium 29 mm y Pseudomonas aeruginosa 24 mm
frente al mismo estandar. Mientras que Selman® reporta concentraciones
inhibitorias de crecimiento para Salmonella spp de 0.1 a 0.625 ug/mL de sulfato de
neomicina y para Pseudomonas aeruginosa de 12.5 a 25 ug/mL de sulfato de
neomicina. Concluyendo asi que el control positivo (heomicina sulfato 0.2mg/ml) si
presentd actividad antibacteriana, a comparacién de las demés concentraciones del

aceite esencial que no poseen actividad antibacteriana.

La actividad del sulfato de neomicina es por su accion bactericida al inhibir la
sintesis de proteinas bacterianas mediante la union irreversible a la subunidad
ribosémica 30 S de bacterias susceptibles. La neomicina se transporta activamente
al interior de la célula bacteriana donde se une a los receptores presentes en la

subunidad ribosémica 30S42.
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4.2Conclusiones

Los estudios realizados en el presente trabajo nos permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

» El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”,
mostré ausencia (-) para los metabolitos como los alcaloides, flavonoides y
taninos, pero indican presencia (+) de esteroides y triterpenoides, los cuales

no estarian relacionados con la actividad antibacteriana.

» El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”
no presento actividad antibacteriana frente a Salmonella typhimurium ATCC
14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, in vitro, en ninguna de sus

concentraciones.

» El aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”,
no presentd mejor actividad antibacteriana comparado con el control
positivo, frente a las cepas de Salmonella typhimurium ATCC 14028 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 In vitro.
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4 3Recomendaciones

» Se sugiere realizar mas investigaciones sobre los aceites esenciales de las
cascaras de Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja” por métodos mas
especificos como los de Cromatografia de Gases acoplado a un detector de
espectrometria de masas, para asi poder tener mayor informacién respecto
a los metabolitos secundarios que pudieran estar presentes en el aceite
esencial, esto a la vez seria de ayuda para la realizacion de otras
investigaciones apuntando a otras propiedades diferentes a las

antibacterianas.

» Realizar diferentes métodos de extraccion del aceite esencial, los cuales
pudieran permitir un mejor rendimiento, pureza y mayor conservacion del
aceite esencial, de esta manera mejorar el reconocimiento de los metabolitos
secundarios, los cuales pudieron haberse perdido a través del método

empleado.

» Se recomienda evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Citrus sinensis (L.) Osbeck “naranja”, frente a otras cepas microbiol6gicas,
para asi poder identificar algin microrganismo que resultara sensible frente

a las propiedades de los AEC.
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Anexo A. Operacionalizacién de las variables

Ti _ Definicion Definicion
Variable _ Indicadores
po conceptual operacional Dimensiones
Mezclas
Aceite esencial | complejas de ” Concentracion
de | . Concentracion del
€ 1as cascaras | compuestos . . del aceite
q Cit ' aceite esencial de las
o | %€ US| producidos , , esencial de las
= : L cascaras de Citrus 100, 75, 50
g | sinensis (L) | por plantas y | _ . cascaras de
S Osbeck _ sinensis (L.) Osbeck y 25%
é aislados  por “naranja’ Citrus  sinensis
“naranja”. i1acid '
9 J destilacion por (L.) Osbeck
c
= arrastre  de “naranja”.
vapor.
Actividad Sensibilidad Medicion
antibacteriana bacteriana frente al de los halos
frente a c dad d aceite esencial de las de
apacidad de ] _ Bacteriolégico hihicia
= N una sustancia
S | typhimurium o sinensis (L.) Osbeck (mm.)
5 para inhibir e . , '
g ATCC 14028 y - “naranja’” obtenidas
crecimiento
é& Pseudomonas octer por medicién  del
. acteriano.
aeruginosa diametro de los halos
ATCC 9027

de inhibicién

40




ANEXO B. INSTRUMENTOS

DE RECOLECCION DE DATOS

ANALISIS QUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL

CONSTITUYENTES QUIMICOS ENSAYO REACCION
Carbohidratos Rvo. Molish
Azucares reductores Rvo. Fehling

Compuestos fendlicos

Rvo. FeClz 5%

Taninos catéquicos

Rvo. Gelatina 1%

Flavonoides

Rvo. Shinoda

Esteroides y triterpenoides

Rvo. Liebermann Burchard

Cardenolidos

Rvo. Baljet

Alcaloides

Rvo. Dragendorff

Rvo. Mayer

Antraquinonas

Rvo. Borntranger

DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL

CEPAS Escherichia ....... | Staphylococcus ......
Concentracién del Halos de inhibicion (mm)
aceite esencial
(%) N X N X
11213 1 2 3
100
75
50
25
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ANEXO C. CLASIFICACION TAXONOMICA
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ANEXO D. EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO

Figura N°1: Recoleccion de la muestra vegetal

Figura N°2: Obtencion del aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis (L.)

Osbeck “naranja”.
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Figura N°3: Ensayo de miscibilidad

Prueba de miscibilidad con todos los reactivos mencionados.
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Figura N°4: Andlisis Quimico del Aceite esencial

Se realizé el analisis quimico y se reconocio los metabolitos
secundarios presentes en el aceite esencial de las cascaras de
Citrus sinensis (l.) Osbeck “naranja”
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Figura N°5: Inoculacion e incubacion de la muestra

Se procede al sembrado de las diferentes concentraciones del aceite
esencial de las cascaras de citrus sinensis (l.) Osbeck “naranja” frente a las
cepas bacterianas.

Se lleva a incubacién a 37°C por 24
horas.
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Figura N°6: Lectura e interpretacion de los resultados

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Halos de inhibicion producido por el aceite esencial frente a Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027.
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Salmonella typhimurium ATCC 14028

Halos de inhibicion producido por el aceite esencial frente a Salmonella
typhimurium ATCC 14028
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Medicion del halo de inhibicidon del aceite esencial al 25% frente a la

cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Medicion del halo de inhibicidon del aceite esencial al 25% frente a
la cepa de Salmonella typhimurium ATCC 14028
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ANEXO E. Informe del andlisis de la actividad antibacteriana

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00145-CPF-2020

ORDEN DE ANALISIS : 005745/2020
SOLICITADO POR : Fredy Edgard Blas Espinoza
MUESTRA : ACEITE ESENCIAL DE Citrus sinensis (L.)
. Osbeck “naranja”
NUMERO DE LOTE r—
CANTIDAD ) : 01 frasco x 2 ml. aprox.
FECHA DE RECEPCION : 28 de Octubre del 2020
FECHA DE FABRICACION | mmmmme————
FECHA DE VENCIMIENTO R
DIAMETRO DE INHIBICION EN MILIMETROS
HIEROGRLAI0) Control Blanco | 100% | 75% | 50% | 25%
1571 6 6 6 6 6
Peeud, ) 15.47 6 6 6 6 6
seudomonas aeruginosa 15.75 6 6 6 6 6
15.58 6 6 6 6 6
16.26 6 6 6 6 6
2 6
Salmonella typhimurium 5.7 v ¢ i )
16.21 6 6 6 6 6
16.29 6 6 6 6 6

*El tamafio de los pocillos es de 6mm, por lo tanto cuando se reporta esta medida indica que no
hay formacion de halo de inhibicion.

*Concentracion del indculo: 1x10® UFC/mL

*Control positivo: neomicina sulfato 0.2mg/mL

*Control negativo: DMSO (dimetil sulfoxido)

Lima, 11 de Noviembre de 2020

1SO 9001

BUREAU VERITAS

Certification MANAGE)
SYSTEMS

<&

2 X
>
Zwn

¥4

i

N° BR233265

H
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ANEXO F: Ficha Técnica Microbioldgica

- Salmonella Typhimurium ATCC 14028

O Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specificati n rmance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2021/2/28
W&'\'I%?J a'wsm Name: Salmonella enterica subsp. enterica serovar | Release information:

Quality Control Technologist: Mary L Bowman

Catalog Number: 0421 Release Date: 2019/3/18

Lot Number: 421-378**

Reference Number: ATCC® 14028 ™*
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Medium, gray/white, circular, convex colonies. SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative straight rod. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase(Kovacs): negative

Hektoen Enteric agar. good growth, blue-green
colon?es with black ce tersg 8 -9

81) Sa!monena O antiserum Factor O:4 (included in
roup B): positive

1) Saémonella O antiserum Factor O:5 {included in
roup B): positive

g) Sag;:oneua O antiserum Factor Q:12 (Included in
roup B): positive

(‘\z‘ v Via ,\__;L ’% /J_(?,A....

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

*"Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Anhouf?efl‘be Vitek® nel u tsm%tx'gggvem nal "ﬂf the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may

produce resuits that di puui ed res|
+ Refer to the d product insert for i i i ded use and h safety i
individual p are ble to a g it flecti
ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Licensed g&?uerrgsarks of ATCC. Microbiologics. Inc. is licensed to use these trademarks and to seil products derived from ATCC®
\ Derivative ) '

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

ACCREDITED)
TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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- Pseudomona aeruginosa ATCC 9027

O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2021/4/30
Microorganism Name: Pseudomonas aeruginosa . Release Information:
Catalog Number: 0693 Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Lot Number: 693-165** Release Date: 2019/6/12
Reference Number: ATCC® 9027 ™*
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Performance

Macroscopic Features: Medium:

arge, low convex, circular to irreqular shaped, rough, gray with weak beta SBAP
he:goiysis; 2 cg?c):(ny Ityges, on' is Tlatter, sgreadinggg 1ge );)t\r\'er :g smaller,
lighterin color.
Microscopic Features: Method:
Straight or slightly curved gram negative rod. Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Resuits
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): positive

(1) Motility B Medium: positive

QL/LVV\A,\_L_ %)‘)@w

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vite | uses conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may
produce results that dif publi results ined by o‘gxner methods. o
1. Refer to the enclosed product insert for i i i ded use and hazard/safety information.
R i ble toa gnized cultt o

p

ACCR ED)|

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

N AT i d Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Licensed 0 ;l-rg:d:macrgs% "'r?:ec M?g%%igﬁgic";. l%rg is licensed to use these trademarks an&a to sell products derived gom ATC%@
\ Derivative ) cuttures.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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ANEXO F: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE CASCARAS DE Citrus sinensis (L.) Osbeck
“NARANIJA” FRENTE A Salmonella typhimurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, IN VITRO

PROBLEMAS

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES

METODOLOGIA

Problema General
Tendra actividad
antibacteriana el aceite

de
de

sinensis (L.) Osbeck

esencial las

cascaras Citrus

‘naranja”, frente a
Salmonella
typhimurium ATCC
14028 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC
9027, in vitro?
Problemas
Especificos
a)¢,Qué grupo de
metabolitos
secundarios  estaran

Objetivo General
Determinar la actividad
antibacteriana del aceite
esencial de las cdscaras
de Citrus sinensis (L.)
Osbeck “naranja”, frente
a Salmonella typhimurium
ATCC 14028y
Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027,

in vitro.

Objetivos Especificos
Evaluar los grupos de
metabolitos secundarios

presentes en el aceite

Hipodtesis General

El aceite esencial de Citrus

sinensis (L.) Osbeck “naranja”

presenta actividad

antibacteriana frente a

Salmonella typhimurium ATCC

14028 y Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027, in vitro.

Hipotesis Especificas

El aceite esencial

de las

cascaras de Citrus sinensis (L.)

Osbeck

metabolitos

“naranja

posee

secundarios

Variable

Independiente

Aceite esencial de

Citrus sinensis (L.)

Osbeck “naranja”

Variable
Dependiente

Actividad
antibacteriana
frente

Salmonella

typhimurium ATCC

14028

y

Enfoque y disefo
de investigacion
Enfoque:
Cuantitativo
Disefio:
Experimental,
explicativo,
transversal y

prospectivo.

Poblacioén:

Plantas de Citrus

sinensis (L.) Osbeck

“naranja”.
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presentes en el aceite
de
de
sinensis (L.) Osbeck

esencial las

cascaras Citrus
“naranja” con actividad

antibacteriana frente a

las cepas de
Salmonella
typhimurium ATCC
14028 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC
9027 ?

¢A qué concentracion
del aceite esencial de

las cascaras de Citrus

sinensis (L.)
presentara mejor
actividad

antibacteriana frente a

las cepas de

esencial de las céascaras
de Citrus sinensis (L.)
Osbeck

mediante

“naranja”,
de

coloracion y precipitacion.

ensayos

Determinar a qué
concentracion del aceite
esencial de las cascaras
de Citrus sinensis (L.)
presentara mejor
actividad antibacteriana
frente a las cepas de
Salmonella typhimurium
ATCC 14028y
Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

Evaluar la sensibilidad de

las cepas de Salmonella

evaluados mediante ensayos de

coloracidn y precipitacion.

del
aceite esencial de las cascaras

A mayor concentracion
de Citrus sinensis (L.) posee
mejor actividad antibacteriana
frente a las cepas de Salmonella
typhimurium ATCC 14028 vy

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027.
El aceite esencial de las

cascaras de Citrus sinensis (L.)
Osbeck

mejor actividad comparado con

‘naranja”, presenta
el control positivo, evidenciando
una mayor sensibilidad de las
cepas de
typhimurium ATCC 14028 vy
Pseudomonas
ATCC 9027.

Salmonella

aeruginosa

Pseudomonas
aeruginosa ATCC
9027

Cepas de Salmonella
Typhimurium ATCC
14028

Cepas de
Pseudomonas
aeruginosa ATCC
9027

Muestra

4 kg de céscaras de
los frutos de Citrus
sinensis (L.) Osbeck

“naranja”
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Salmonella
typhimurium ATCC
14028 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC
90277?

¢ Cual sera la
sensibilidad de las
cepas de Salmonella
typhimurium ATCC
14028 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC
9027 frente al aceite
esencial de las
cascaras de Citrus
sinensis (L.) Osbeck
‘naranja”, comparado

con el control positivo?

typhimurium ATCC 14028
y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027
frente al aceite esencial
de las cascaras de Citrus
sinensis  (L.) Osbeck
“naranja”, comparado con

el control positivo.

55




56



