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Resumen

Con el proposito de trascender en las investigaciones tecnolégicas en
productos naturales (aceites esenciales), el presente trabajo experimental, se
realizd con el objetivo de determinar la composicibn quimica y el efecto
antimicrobiano sobre tres bacterias patdgenas tales como Escherichia coli ATCC
8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
para lo cual se extrajo el aceite esencial de la cascara de Citrus limon (L) Osbeck
por el método de hidrodestilacion en trampa de Clevenger, se determino la
concentracion que fue de 0,315% (v/p), en las propiedades fisicoquimicas del aceite
esencial se tiene que es soluble en disolventes ligeramente polares, la densidad
(20°C) fue de 0,8707 g/m, su indice de refraccion (20°C) 1,4783, la rotacion optica
59,3 grados/dm/g/mL, indice de carbonilo 2,43 mg KOH/g de muestra, indice de
saponificacion menor a 0,01 mg KOH/g de muestra y su indice de acidez 7,55 mg
KOH/g de muestra, en la determinacion de la composicién quimica de Citrus limén
(L) Osbeck segun la cromatografia de gases-espectrometria de masas se
identificaron 28 componentes que representan el’96,13% del total de aceites
volatiles donde el limoneno es el componente de mayor porcentaje seguido del y-
terpineno con 12,41%, pB-pineno 12,3%, p-cimeno 10,65%. Los efectos
antimicrobianos sobre las tres bacterias patégenas en la CMB o el efecto
bactericida frente a en Escherichia coli ATCC 8739 se presento a una dilucion de
1/2 es decir 855g/mL a las 24 y 48 horas, en Staphylococcus aureus ATCC 6538
se presentd a una dilucién de 1/4 es decir 285 mg/mL a las 24 y 48 horas, frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, se presento a una dilucion de 1/4 es decir
855¢g/mL a las 24 y 48 horas, demostrando que el aceite esencial Citrus limon (L)

Osbeck es antimicrobiano.
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Palabras Clave: Efecto antimicrobiano, Cepas, Aceite esencial,
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Abstract

With the purpose With of transcending technological research in natural
products (essential oils), the present experimental work was carried out with the
objective of determining the chemical composition and the effect antimicrobial on
three pathogenic bacteria such as Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus
aureus ATCC 6538 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 for which the
essential oil was extracted from the peel of Citrus lemon (L) Osbeck By the
hydrodistillation method in Clevenger trap, the concentration was determined, which
was 0.315% (v/p), in the physicochemical properties of the essential oil it is soluble
in slightly polar solvents, the density (20°C) was of 0.8707 g/m, its refractive index
(20°C) 1.4783, optical rotation 59.3 degrees/dm/g/mL, carbonyl index 2.43 mg
KOH/g of sample, saponification index less than 0.01 mg KOH/g of sample and its
acidity index 7.55 mg KOH/g of sample, in the determination of the chemical
composition of Citrus lemon (L) Osbeck according to gas chromatography-
spectrometry of masses, 28 components were identified that represent 96.13% of
the total volatile oils where limonene is the component with the highest percentage
followed by y-terpinene with 12.41%, B-pinene 12.3%, p-cymene 10.65%. The
antimicrobial effects on the three pathogenic bacteria in the CMB or the bactericidal
effect against Escherichia coli ATCC 8739 was presented at a dilution of 1/2, that
is, 855g/mL at 24 and 48 hours, in Staphylococcus aureus ATCC 6538 It was
presented at a dilution of 1/4, that is, 285 mg/mL at 24 and 48 hours, compared to
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, it was presented at a dilution of 1/4, that is,
855¢g/mL at 24 and 48 hours, demonstrating that Citrus lemon (L) Osbeck essential

oil is antimicrobial.
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INTRODUCCION

El proceso de conservacion de alimentos se da a partir de la necesidad de
prolongar la vida util, exenta de actividad microbiana y sin afectar las caracteristicas
sensoriales. En esta direccion, es justificable el uso de agentes antimicrobianos en
la industria alimentaria, tal como el aceite esencial de limon que ayuda a prevenir

hongos y bacterias en los alimentos. (Sanchez et al., 2008)

Actualmente la salud publica se ve afectada, debido al irracional uso de
bactericidas quimicos como preservantes en alimentos de consumo masivo tales
como las frutas, los vegetales, productos elaborados como los embutidos y también
productos de origen animal. En contraposicion, ha surgido cierta predisposicion
comoagente natural antimicrobiano, el uso de aceites esenciales y en especial de

los citricos (Silva , 2015).

Los aceites esenciales han demostrado tener propiedades antimicrobianas
lo que los hace ideales para ser utilizados como conservantes naturales en la
industria alimentaria  En particular el aceite esencial de Citrus limon (L) Osbeck,
debido a sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Las bacterias
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, son
patdégenas comunes que pueden causar infecciones en humanos; frente a esto, el
Citrus limon (L) Osbeck es una fuente importante de compuestos bioactivos por

consiguiente beneficios para la salud humana. (Argote et al., 2017)

Algunos autores como Vignola et al. (2020), evaluaron el efecto de los aceites
esenciales en bacterias benéficas, patdgenas y alterantes de alimentos,
concluyendo que los aceites esenciales de las cascaras y hojas secas de limén,

eucalipto presentaron un efecto bactericida en las cepas analizadas debido a



que no hubo crecimiento de microorganismos, en comparacion con los aceites
esenciales de cascara de naranja y mandarina que presentaron poder

antimicrobiano nulo frente a las cepas bacterianas.

En este trabajo se estudio el aceite del Citrus limon (L) Osbeck procedente
de la Regidon Cusco-Provincia la Convencién-Distrito Echarate-lllapani a 780 m y
sus efectos antibacterianos sobre tres bacterias patdgenas tales como Escherichia
coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa

ATCC 9027.

El aceite esencial del Citrus limon (L) Osbeck, se obtuvo por el método de
hidrodestilacion con trampa de Clevenger a partir de la cascara seca. De las
propiedades fisicoquimicas, se determinaron la solubilidad en distintos solventes
entre apolar y polar, la densidad, indice de refraccion, rotacion éptica. Los resultados
dieron valores contrastables con el CODEX (2004) y confirmando un aceite esencial

de calidad estandar con alto contenido de limoneno.

La CMB o el efecto bactericida frente a Escherichia coli se presenté a una
dilucién de 1/2 es decir 855 g/mL a las 24 y 48 horas, en Staphylococcus aureus
se presentd a la dilucién de 1/4 es decir a 285 mg/mL a las 24 y 48 horas y para
pseudomonas aeruginosa se presentd a una dilucién de 1/4 es decir 285mg/mL a
las 24 y 48 horas. Por tanto el aceite esencial citrus limon (L) Osbeck tiene efecto

antimicrobiano frente a las tres cepas ATCC utilizadas en esta investigacion.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Situacién problemaética

La Region Cusco, por sus caracteristicas agroecoldgicas posee un alto
potencial para el cultivo de Citrus limén (L) Osbeck de la Regién Cusco -Provincia

la Convencion- Distrito Echarate-lllapani situada a una altitud de 780 metros.

En la investigacion se busca reemplazar los bactericidas quimicos utilizados
en alimentos; por productos de origen natural como es el Citrus limoén (L.) Osbeck
obteniendo su aceite esencial, investigaciones cientificas indican que ha
demostrado tener un efecto inhibidor del crecimiento de bacterias tanto Gram (+)
como Gram (-), por su enorme variedad de metabolitos secundarios producido por

esta planta (Fancello et al., 2020, pag. 22).

El aceite esencial de Citrus limén (L) Osbeck, ha sido ampliamente estudiado
por sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes, lo que lo hace ideal para su
uso en la industria alimentaria. EI mecanismo de accién de los aceites esenciales
del citrus es aun desconocido, hasta el momento se ha investigado la utilizacién de
estos aceites esenciales en algunos alimentos, tales como pescados, carnes, la
aplicacién de citral y linalool redujo la micro flora en piel, intestinos y branquias de

pescado (carpas) conservada a 20 °C por 48 horas (Montalvo y Rojas, 2021).

La bibliografia especializada no reporta informacion acerca del efecto
antimicrobiano del aceite esencial del Citrus limon (L) Osbeck procedentes de la
Region Cusco - Provincia la Convencién - Distrito Echarate — lllapani - Palma Real
sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli razén

por la cual la presente investigacion plantea determinar la composicion quimica del



aceite esencial Citrus limon (L) Osbeck

1.2. Formulacion del Problema

a. Problema General

¢, Cudl es la composicién quimica del aceite esencial del Citrus limén (L)
Osbeck y su efecto antimicrobiano sobre las cepas de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli?

b. Problemas especificos
1. ¢ Seraposible obtener una concentracion favorable del aceite esencial

Citrus limon (L) Osbeck, para determinar su composicion quimica?

2. ¢Cuales son las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial del

Citrus limén (L) Osbeck?
3. ¢Cual sera la composicion del aceite esencial Citrus limon (L.) Osbeck.

4. ¢Cudl sera su efecto antimicrobiano sobre las cepas de Staphylococcus

aureus Pseudomonas aeruginosa Yy Escherichia coli?
1.2. Justificacion de la Investigacion

Los aceites esenciales han sido reconocidos durante mucho tiempo por sus
propiedades antibacterianas, antifingicas, antivirales, insecticidas y antioxidantes.
Son ampliamente utilizados en la industria alimentaria. Los aceites esenciales y sus
componentes muestran actividades prometedoras contra muchos patdgenos
transmitidos por los alimentos y microorganismos de deterioro. El propésito de esta
investigacion es proporcionar una vision general de la eficacia antimicrobiana. El
conocimiento de la composicion quimica y el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Citrus limon (L) Osbeck, es importante para disminuir el uso de aditivos
sintéticos en los alimentos, por lo que la industria de alimentos esta tratando de

cambiarlos por aditivos naturales y sin modificar su perfil sensorial.



Los metabolitos secundarios de origen vegetal, constituyen una importante
linea de investigacion en el control de microorganismos en los alimentos, la cual
debe ser sustentada y comprobada de forma cientifica con la finalidad de aportar al

conocimiento cientifico sobre el efecto antimicrobiano.

1.3. Objetivos de la Investigacién

a. Objetivo General

Determinar la composicién quimica y su efecto antimicrobiano del aceite
esencial del Citrus limén (L.) Osbeck sobre cepas ATCC de Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

b. Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion del aceite esencial del Citrus limon (L.) Osbeck
por el método de hidrodestilacion en trampa de clevenger

2. Caracterizar las propiedades fisico-quimicas del aceite esencial de Citrus
limén (L) Osbeck, considerando parametros: solubilidad, densidad, indice de
refraccion, polarimetria, indice de carbonilo, indice de saponificacion y indice
de acidez.

3. Determinar la composicion quimica por cromatografia de gases-
espectrometria de masas de la fraccion volatil del aceite esencial Citrus
limén (L.) Osbeck .

4. Evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Citrus limén (L)
Osbeck a diferentes concentraciones sobre cepas ATCC de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, comparados con
patrones de trimetropin, oxacilina, ampicilina y ciprofloxacino, a través de la
concentracion minima inhibitoria, concentracion minima bactericida y

sensibilidad antimicrobiana por el método de pozo excavado.



CAPITULO I
MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. Bases tedricas

2.1.1. Descripcion botanica

Citrus limén (L) Osbeck. Es originario de Indo-malayo, donde posteriormente
fue llevado a la India extendiéndose a nivel mundial y por toda Latinoamérica desde
los viajes de Cristdbal Colon. Es una especie hibrida del género Citrus. Es originario
de Asiay fue desconocido por griegos y romanos, siendo mencionado por primera
vez en el libro sobre agricultura Nabathae en siglo 111 y IV. El cultivo fue desarrollado
en occidente después de la conquista arabe a Espafia, extendiéndose por todo el
litoral mediterraneo donde se cultiva, debido a la benignidad del clima, para

consumo interno y de exportacion. (EcuRed, 2014)

Citrus limon, comunmente conocido como limén, es una especie de planta
perenne, se caracteriza por tener frutos comestibles, con una pulpa acida y jugosa,

y una piel gruesa y rugosa de color verde amarillento. (Hynniewta et al., 2014)

Es un arbusto o arbol pequefio que puede alcanzar hasta 6 metros de altura,
la corteza de su tronco es grisacea, las ramas son angulosas o redondeadas. Sus
hojas alternas, relativamente pequefias en comparacion con otros citricos (5-7 cm de
longitud), presentan en la superficie numerosas glandulas transparentes que
encierran abundantes aceites esenciales; esto les confiere un peculiar aroma a las
hojas del limon, son ovales de color verde oscuro y tienen un tamafio de 5 a 15 cm
de largo. Las flores son solitarias o se presentan en grupos de 2 o 3, de color blanco

o ligeramente rosado, y tienen un diametro de 2.5 a 3 cm.

El fruto contiene elevado contenido de &cido citrico y vitamina C o acido



ascorbico. Florece durante casi todo el afio, Para su cultivo se requiere de zonas
tropicales asi mismo en su suelo con una humedad de 90% para mantenerlos en
un ambiente fresco, estas condiciones prolongan su estadio de vida entre medio
afio aproximadamente, ya que si Se expone a temperaturas bajas hace que el fruto
pierdasu jugosidad. Su uso es a nivel alimentario, propiedades estéticas, como

antibacteriano (Marreros, 2021).

Figura 1: Citrus limon (L.) Osbeck

Fuente: The University of Arizona (2016) Fuente: Oakman (2020)

2.1.2. Aceite esencial

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, que contienen
sustancias responsables del aroma de las plantas, son importantes en la industria
cosmeética, perfumeria, alimentos y farmacéutica, debido a su aroma fresco y
agradable. Tienen mas de 100 componentes asi tenemos a los alifaticos que son,
alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, monoterpenos, sesquiterpenos vy
fenilpropanos compuestos aromaticos ampliamente distribuida en los vegetales

(Rodriguez et al., 2012).



Los aceites esenciales se pueden extraer de los vegetales mediante varios
procedimientos destilacion con vapor de agua, extraccién con solventes volatiles
y con fluido supercritico. Los aceites esenciales tanto los monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanos se les encuentra en forma libre, y los que estan
ligados a carbohidratos, se considera que son los precursores inmediatos del aceite
esencial, sufren degradacién quimica en presencia de la luz solar, del aire, del
calor, de &cidos vy A&lcalis fuertes generando oligomeros de naturaleza
indeterminada, los aceites esenciales de citricos, son compuestos aromaticos
volétiles, generalmente presentes en las cascaras de los citricos en una

concentracion promedio de 0.6% y 3.8%. (Rodriguez et al., 2012)

Las cascaras de los citricos estdn compuestas por una capa blanca interior
llamada albedo y una colorida piel exterior llamada flavedo. Los aceites esenciales
se encuentran principalmente en el flavedo y estan ausentes o presentes en

cantidades minimas en el albedo



Figura 2: Estructuras de los componentes monoterpenicos
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Figura 3: Estructuras de los componentes sesquiterpenos
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Figura 4:0btencion de aceite de Citrus limon (L.)

Fuente: Obtenido en el laboratorio de fitoquimica — Departamento de Quimica
UNSAAC.
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2.2.3. Procesos de extraccion

Los aceites esenciales se pueden extraer mediante diferentes métodos
como: prensado, destilacion con vapor de agua, extraccion con solventes volatiles,
enfleurage y con fluidos super criticos.

Prensado. El material vegetal es exprimido mecanicamente para liberar el
aceite y luego ser recolectado y filtrado.

Extraccion con solventes volatiles. La muestra seca y molida se pone en
contacto con solventes como alcohol o cloroformo, se extrae el aceite esencial con
otras sustancias como grasas Yy ceras obteniéndose al final una esencia impura.

Enfleurage. Esta técnica es empleada para la obtencion de esencias
florales, pero tiene bajo rendimiento y es muy costoso.

Extraccion con fluidos supercriticos. El material vegetal es cortado y
molido, se introduce en una camara de acero inoxidable y se hace circular a través
de la muestra un fluido en estado super critico las esencias son solubilizadas y
arrastradas el fluido super critico actia como solvente extractor y es eliminado por

descompresion hasta alcanzar la presion y temperatura ambiente.

Cromatografia de gases

Fuente: Equipo de Cromatografia de gases-espectrometria de masas, Obtenido en

el laboratorio de fitoquimica — Departamento de Quimica UNSAAC.
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La cromatografia de gases es una técnica que se caracteriza por conseguir
la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados, detectados, e
incluso cuantificados todos los componentes individuales de una muestra problema,
el Unico dato que disponemos para la identificacion de cada uno de ellos es el tiempo
de retencién de los correspondientes picos cromatogréficos. Asi mismo, la
espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca cualquier
sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes
individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la
extrema complejidad. Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (Gas
Chromatography) y MS (Mass Spectrometry) da lugar a una técnica combinada GC-
MS que permite la separacion e identificacion de mezclas complejas. (Gutiérrez y

Droguet, 2002)

La cromatografia de gases es utilizada para la separacion y analisis de
mezclas de sustancias volatiles, la muestra es vaporizada e introducida en un flujo
de gas apropiado denominado fase mavil o gas de arrastre, este flujo de gas con
la muestra vaporizada pasa por un tubo que contiene la fase estacionaria (columna
cromatografica) donde ocurre la separacién de la mezcla, cuanto mas volatiles la
sustancia (mayor presion de vapor), mayor es su tendencia a permanecer
vaporizada mas rapidamente avanza por el sistema, las sustancias separadas salen
por la columna disueltas en el gas de arrastre y pasan por el detector dispositivo
gue genera una sefial eléctrica proporcional a la cantidad de material diluido, el
registro de esta sefial esta en funcion del tiempo en el cromatograma en donde las
sustancias aparecen como picos con areas proporcionales a sus masas lo que

posibilita el analisis cuantitativo. El gas de arrastre esta contenido en cilindros de
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alta presion (He,Nz, H2), este es controlado constantemente durante el andlisis, el
sistema de introduccion de la muestra es el inyector (vaporizador) es una pieza de
metal conectada a la columna cromatografica y a la alimentacién del gas de
arrastre, esta pieza tiene un orificio con microjeringas. El inyector debe calentarse
a temperatura mayor al punto de ebullicion de los componentes de la muestra, para
gue la muestra se volatilice completamente y sea introducida en la columna en
forma de un segmento estrecho para evitar alargamiento en los picos por lo que
debe volatilizarse rapidamente, la cantidad de muestra inyectada depende de la
columna y del detector empleado, los volumenes de inyeccidén deben ser del orden
de micro litros, la temperatura se controla estrictamente para asegurar la
reproducibilidad del analisis. Eltiempo de retencion, es el tiempo transcurrido entre
la inyeccion y el maximo del pico cromatogréfico, la fase estacionaria es la variable

mas importante en la optimizacion de la selectividad (Perez, 2003).

2.2.3.1. Espectrometria de Masas

Es una técnica micro analitica usada para identificar compuestos
desconocidos, cuantificar compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y
propiedades quimicas de las moléculas, requiere cantidades pequefias de muestra
y obtiene informacién caracteristica como el peso y algunas veces la estructura del
analito. se basa en la obtencién de iones a partir de moléculas organicas en fase
gaseosa, una vez obtenidos estos iones se separan de acuerdo con su masay su
cargay finalmente se detectan por un dispositivo adecuado, l0os procesos que tienen
lugar en un espectrémetro de masas, son de naturaleza quimica. En consecuencia,
la presencia y abundancia en el espectro de determinados tipos de iones,
identificables a partir de su masa sera funcién de la estructura quimica de cada

compuesto, el espectrometro de masas es capaz de vaporizar sustancias de
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volatilidades muy diferentes y originar iones a partir de las moléculas neutras en
fase gaseosa y separarlos, luego detecta los iones formados y registra la
informacion (Mehlenbacher y Lasa, 1979)

La muestra es fragmentada e ionizada obteniendo un registro para cada
especie su caracteristica del espectrémetro de masas es de alta sensibilidad, la
cantidad de muestra es pequefia, su elevada resolucion permite el analisis de
mezclas siempre que sean introducidas por el cromatdgrafo de gases, dentro del
espectrometro de masas las moléculas son bombardeadas por electrones o iones,
un ion formado se fragmenta y estos son separado magnéticamente de acuerdo
con las masas moleculares. El espectro de masas de un compuesto puro ofrece
valiosa informacion para fines de identificacion cualitativa siendo la determinacion
del peso molecular lo mas importante (Perez, 2003).

2.2.3.2. Equipo Clevenger para destilacién de aceites

El equipo clevenger esta fabricado en vidrio borosilicato ideal para uso en
proceso de destilacion de aceites esenciales. Es un método de extraccion de
aceites. Su funcionamiento se basa en someter a temperatura constante la muestra
hasta alcanzar el punto de ebullicion. Esto se logra por medio de una manta
de calentamiento. Una vez comienza evaporarse, se condensa en la parte superior
gracias al condensador. La muestra condensada baja por un ducto hacia la bureta
de extraccion provista de una llave. El agua retorna al matraz por un canal alterno.
Posteriormente terminada la destilacion, se puede medir el aceite separado gracias

a la escala que el aparato clevenger dispone en la bureta. (Gil y Casas, 2023)
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Figura 5: Equipo Clevenger

Fuente: Aceq laboratorios (Aceq Laboratorios, s.f.)

2.2.3.3. Cepas

Grupo de organismos que pertenecen a la misma especie, pero que
comparten ciertas caracteristicas genéticas que no se encuentran en otros
miembros de dicha especie. Los microorganismos, como virus, bacterias y hongos,
presentan muchas cepas dentro de una misma especie (Instituto Nacional del
Céancer , s.f.).
2.3.3. Actividad antimicrobiana

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos obtenidos a partir de diferentes
partes de las plantas, de acuerdo a sus caracteristicas quimicas son mezclas
complejas de ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos y son conocidos por su
actividad antimicrobiana contra un amplio rango de bacterias y mohos. La
hidrofobicidad de los aceites esenciales les permite incorporarse a los lipidos de la
membrana bacteriana, ocasionando trastornos en su estructura y permeabilidad,

dando lugar a la fuga de iones y otros compuestos. (Hernandez, 2014)

Existen varios métodos para determinar el efecto antimicrobiano de aceites
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esenciales de plantas en microorganismos, entre ellos tenemos:

Método de dilucion en agar: Este método implica la preparacion de
diluciones seriadas de un aceite esencial en agar estéril, seguido de la siembra de
microorganismos en la placa de agar. Después de la incubacion, se evalla la
inhibicion del crecimiento microbiano en funcion de la concentracion del aceite
esencial. Este método es facil de realizar y proporciona informacion cuantitativa

sobre la actividad antimicrobiana. (Khan et al., 2019)

Método de difusion en agar: En este método, un disco de papel estéril
impregnado con una cantidad conocida de aceite esencial se coloca en una placa
de agar sembrada con microorganismos. Después de la incubacién, se mide el
diametro de la zona de inhibicion de crecimiento alrededor del disco de papel, lo
gue y proporciona indica la actividad antimicrobiana del aceite esencial. Este
método es facil de realizar, pero solo proporciona informacion cualitativa (Khan et

al., 2019).

Método de micro dilucién en caldo: En este método, se preparan
diluciones seriadas de un aceite esencial en caldo estéril, seguido de la adicién de
microorganismos al caldo. Después de la incubacion, se evalla la inhibicién del
crecimiento microbiano en funcidn de la concentracion del aceite esencial. Este
método es Util para la evaluacion de la actividad antimicrobiana en solucion liquida

informacion cuantitativa (Cvetkovikj et al., 2015).

Método de tiempo de muerte: Este método implica la exposicion de
microorganismos a una concentracion conocida de aceite esencial durante un
periodo de tiempo determinado. Después de la exposicion, se mide el nimero de
células viables restantes. Este método proporciona informacion sobre la velocidad

de accion del aceite esencial en el microorganismo (Carson et al., 2015).
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2.3.4. Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que forma parte de la
microbiota normal del intestino humano y de los animales. Sin embargo, algunas
cepas de E. coli pueden causar infecciones en humanos, como infecciones del
tracto urinario, meningitis y sepsis (Croxen et al., 2013). Ademas, E. coli ha
desarrollado resistencia a multiples antibiéticos, ocacionando un aumento en la
mortalidad y morbilidad de las infecciones asociadas a esta bacteria (Gajdacs,

2019).

La resistencia de E. coli a los antibidticos se debe en gran parte a la presencia
de genes de resistencia, que pueden ser transmitidos a otras bacterias a travées de
elementos méviles como los plasmidos o los integrones (Gajdacs, 2019). Ademas,
E.coli puede adquirir resistencia a los antibioticos a través de mutaciones en sus
genes, lo que puede ocurrir de manera espontdnea o como resultado de la

exposicion a los antibidticos (Croxen et al., 2013).

La resistencia antimicrobiana de E. coli es un problema de salud publica a
nivel global. En un estudio realizado por Croxen et al. (2013), se evalu6 la
prevalencia de resistencia a los antibioticos en cepas de E. coli aisladas de
pacientes hospitalizados en diferentes paises. Los resultados mostraron que la
resistencia a los antibiéticos era comun en todas las regiones evaluadas, siendo la
resistencia a las fluoroquinolonas y a las cefalosporinas de tercera generacion las
mas prevalentes. En otro estudio, Gajdacs (2019), la resistencia de E.coli a los
antibidticos se da por la prescripcion inapropiada de antibidticos en la practica

clinica, asi como la falta de nuevas terapias antimicrobianas.

Se encontr6 que el aceite esencial de citrus limén tenia un efecto
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bacteriostatico y bactericida contra E. coli, lo que significa que inhibia el crecimiento
de la bacteria y la mataba (Cvetkovikj et al., 2015).

Figura 6

Escherichia coli

£, N

Fuente: infobioquimica.org

2.3.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva, esférico, con un
diametro de 0,5 — 1,5 um, se encuentran aisladas en pares o formando racimos. No
forman esporas, no tienen flagelos, pueden ser aerobios o anaerobios facultativos.
fermentan carbohidratos y producen pigmentos de color blanco, amarillo o dorado
y algunas cepas presentan una capa de polisacaridos extracelulares, forma parte
de la microbiota normal de la piel y las mucosas en los seres humanos. Sin
embargo, esta bacteria puede causar infecciones graves en diferentes érganos y
sistemas, como la piel, el aparato respiratorio, el tracto urinario y el sistema nervioso
central (Tong et al., 2015). Ademas, S. aureus ha desarrollado resistencia a
multiples antibiéticos, ocacionando un aumento en la mortalidad y morbilidad de las

infecciones asociadas a esta bacteria (Gajdacs, 2019).
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La resistencia de S. aureus a los antibioticos se debe en gran parte a la
produccion de enzimas como la B-lactamasa y la penicilinasa, que inactivan a los
antibiéticos B-lactamicos como las penicilinas y las cefalosporinas (Tong et al., 2015).
Ademds, S. aureus puede adquirir resistencia a otros antibioticos, como los
macrolidos, las fluoroquinolonas y los aminoglucosidos, a través de mutaciones o
de la adquisicion de genes de resistencia mediante elementos moviles como los

plasmidos o los integrones (Gajdacs, 2019; Tong et al., 2015).

La resistencia antimicrobiana de S. aureus es un problema de salud publica
anivel global. En un estudio realizado por Tong et al. (2015), se evalud la
prevalencia de resistencia a los antibidticos en cepas de S. aureus aisladas de
pacientes hospitalizados en diferentes paises. Los resultados mostraron que la
resistencia a los antibiéticos era comun en todas las regiones evaluadas, siendo la
resistencia a la penicilina y a las fluoroquinolonas las mas prevalentes. En otro
estudio, Gajdacs (2019) revisé la literatura cientifica sobre la resistencia de S.
aureus a los antibiéticos y encontré que el uso inapropiado de antibiéticos en la
préactica clinica, asi como la falta de nuevas terapias antimicrobianas, eran factores

gue contribuian a la propagacion de la resistencia.

El aceite esencial de citrus limén ha demostrado tener un efecto
antimicrobiano significativo contra Staphylococcus aureus, una bacteria patdgena
gue puede causar infecciones graves en humanos. En un estudio, se encontro que
el aceite esencial de citrus limoén inhibia el crecimiento de Staphylococcus aureus
de manera dosis-dependiente, siendo mas efectivo en concentraciones mas altas

(Pérez y Gomez, 2012).
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Figura 7

Staphylococcus aureus

Fuente: Medicina y salud publica

2.3.6. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa que se encuentra
comunmente en el suelo, el agua y los ambientes hospitalarios. Esta bacteria puede
causar infecciones graves en humanos, especialmente en pacientes con sistemas
inmunolégicos comprometidos, como aquellos con fibrosis quistica o quemaduras
graves (Gellatly y Hancock, 2013). Ademas, P. aeruginosa ha desarrollado
resistencia a multiples antibidticos, lo que ha llevado a un aumento en la mortalidad

y morbilidad de las infecciones asociadas a esta bacteria (Gajdacs, 2019).

La resistencia de P. aeruginosa a los antibiéticos se debe en gran parte a la
capacidad de esta bacteria para desarrollar mutaciones en sus genes y adquirir
genes de resistencia a través de elementos méviles como los plasmidos (Gellatly y
Hancock,2013). Ademas, P. aeruginosa puede producir mecanismos de resistencia
intrinsecos a ciertos antibiéticos, como las B-lactamasas y las bombas de eflujo
(Gajdacs, 2019).
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La resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa es un problema de salud
publica a nivel global. En un estudio realizado por Gajdacs (2019), se evalué6 la
prevalencia de resistencia a los antibiéticos en cepas de P. aeruginosa aisladas de
pacientes hospitalizados en diferentes paises. Los resultados mostraron que la
resistencia a los antibiéticos era coman en todas las regiones evaluadas, siendo la
resistencia a las fluoroquinolonas y a las carbapenemasas las mas prevalentes. En
otro estudio, Gellatly y Hancock (2013) revisaron la literatura cientifica sobre la
resistencia de P. aeruginosa a los antibiéticos y encontraron que la exposicion
prolongada a los antibidticos en los pacientes, asi como la seleccion natural en el
ambiente hospitalario, eran factores que contribuian a la propagacion de la

resistencia.

El aceite esencial de citrus limén también ha demostrado tener actividad
antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, una bacteria que puede causar
infecciones respiratorias, de la piel y del tracto urinario. En un estudio, se encontrd
gue el aceite esencial de citrus limén tenia un efecto bacteriostatico y bactericida
contra P. aeruginosa (Khan et al., 2019).

Figura 8

Pseudomonas aeruginosa

Fuente: revista UNAM
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2.3. Antecedentes empiricos de la investigacién

Urrunaga (2022) extrajo aceite esencial de la cascara de Citrus jambhiri (limén
rugoso) por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua y se cuantifico
por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas presentando en
su composicion monoterpenos hidrocarbonados en un 76.5%, siendo los mas
abundantes el limoneno (37,7%), el B-pineno (25,1%) y el E-B-ocimeno (5,6%), en
tanto que, los monoterpenos oxigenados constituyen un 15%, siendo los
mayoritarios el citronelal (4,9%) y el linalool (4,1%) y entre los sesquiterpenos
hidrocarbonados destaca el B-cariofileno en un 2,8%. Dentro de sus propiedades
fisicoquimicas se encontré una densidad (20 °C) de 0,844 g/mL £ 0,02; indice de

refraccion (20 °C)de 1,472+0,01y un pH de 4,7 +0,01.

Singh (2021) determiné la composicion quimica y la bioactividad de la cascara
de los citricos donde los principales componentes fueron los monoterpenos como
limoneno identificado en la cascara de diferentes especies de citricos (92.52-97.3
%) y B- pineno (1.37-1.82), se informa que estos funcionan como antioxidantes,
antiinflamatorios, analgésicos, antimicrobianos y agentes anticancerigenos, por esta
razon se pueden utilizar como componentes funcionales y conservantes para el
desarrollo de nuevos productos alimenticios nutricionalmente seguros. Por lo que se

informa que es un importante inhibidor del crecimiento de microbios en los alimentos.

Montalvo y Rojas (2021) evaluaron el efecto antimicrobiano de los aceites
esenciales de eucalipto y limon, y se demostr6 a través de analisis fisicoquimicos y
organolépticos el proceso de conservacion que tienen ambos aceites al agregarlo a
la carne de cerdomolida sobrepasando el periodo de tiempo de vida util en
refrigeracion. Se determind en diferentes concentraciones de aceite esencial de

eucalipto y limon, encontrando la mejor concentracion en aceite esencial de limény
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eucalipto al 5% y 6 % respectivamente.

Vignola et al. (2020) demostraron el poder antibacteriano selectivo de los
aceites de limén, naranja, mandarina, laurel, eucalipto y berro contra bacterias
benéficas (Lactobacillus plantarum es147 y ATCC 8014), patdgenas (Escherichia
coli ATCC 25922) y alterante de alimentos (Leuconostoc mesenteroi des MS1). El
aceite esencial se obtuvo de las cdscaras y de hojas. Los aceites esenciales se
obtuvieron por arrastre con vapor de agua, de utilizo un equipo de escala
semilaboratorio por 90 min desde que comenzo la condensacion. Los aceites
esenciales se mantuvieron en un frasco color caramelo y se almacenaron a 4 °C
hasta su uso. En el andlisis de sensibilidad el AELa (aceite esencial de laurel) y AEB
(aceite esencial de berro) fueron mas efectivos para inhibir Escherichia coli ATCC
25922 que al resto de las bacterias tal como se observa en los diametros de
inhibicibn de 18,33 mm y 16,67 mm respectivamente. EI AELa generé
significativamente mayor halo de inhibicién en Escherichia coli ATCC 25922 que en
el resto de las cepas; mientras que el AEN (aceite esencial de naranja) contra
Escherichia coli ATCC 25922 solo generé un halo de 5,5 mm de promedio. El AEB
presentd significativamente mayor actividad antimicrobiana contra la bacteria
patdgena (Escherichia coli ATCC 25922) y la alterante de alimentos (Leuconostoc
mesenteroides MS1), que contra ambas cepas benéficas (Lactobacillus plantarum
ES147 y ATCC 8014). En cuanto a los AEN, AEM (aceite esencial mandarina) y
AEE (aceite esencial eucalipto) no se evidenciaron diferencias significativas en la
actividad antimicrobiana entre las cepas analizadas. Se encontraron diferencias
significativas entre los diametros de halos de inhibicion para AEL y AELa (p=0,05)
las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas eran igualmente sensibles a los

aceites esenciales de citricos como el limén, la mandarina y la naranja.
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Raspo et al. (2020) determinaron la actividad antioxidante y antimicrobiana
de los aceites esenciales de citricos Pomelo (Citrus paridisi), limon (Citrus lemon),
mandarina o tangerinas (Citrus reticulata) de Argentina y de Estados Unidos, las
cascaras de los citricos fueron molidos y sometidos a hidrodestilacion con el aparato
de Clevenger para obtener sus aceites esenciales, para su composicion, se llevo a
cabo la cromatografia de gases-espectrometria de masas, el limoneno se encontro
como el compuesto principal. Se realizé pruebas para actividades antioxidantes de
los aceites esenciales. La actividad antimicrobiana se probd contra Leuconostoc
mesenteroides MS1, Escherichia coli ATCC 25922 y Lactobacillus plantarum es
147 y ATCC 8014. El aceite esencial de mandarina de EE.UU. mostré la mayor
capacidad antioxidante en diferentes ensayos. Los aceites esenciales de toronja y
limén mostraron una actividad antimicrobiana consistentemente fuerte contra
todas las bacterias probadas, por lo que fueron seleccionados para determinar
los valores minimos de concentracion inhibitoria y minima bactericida contra E. coli
ATCC 25922. Los valores de concentracion minimade inhibicion oscilaron entre
0,33y 0,55 mg/mL vy los valores de concentracion minimade bactericida oscilaron

entre 0,42 y 0,95 mg/mL.

Fancello et al. (2020) determinaron la actividad antimicrobiana de Citrus
limén var Pompia para esto se recolectaron 3 muestras de hojas de pompia y se
sometio a destilacion al vapor durante 2 horas utilizando un aparato tipo Clevenger,
se utilizo sulfato de sodio para deshidratar y se almaceno. El rendimiento de aceites
esenciales oscilo entre 0,43% (v/p) y 0,52% (v/p) calculado a partir del peso seco.
Este estudio mostro una posible actividad antibacteriana selectiva, aceite esencial
de pomelo y limén contra bacterias patdégenas.

Al-Jabri y Hossain (2018) Identificaron la composicion de aceites esenciales
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por cromatografia de gases espectrometria de masas (GC-MS) a partir de frutos de
limén dulce omani y dulce de oman, por el método de hidrodestilacion con el
aparato tipo Clevenger, determino su actividad antimicrobiana con
microorganismos grampositivos (+) Staphylococcus aureus y tres bacterias gram
(-), Escherichia coli), Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulgaris, por el método
de difusion en disco. Ambos aceites esenciales contienen 22 compuestos activos
con una variacion de porcentaje identificados por el tiempo de retencién en la
cromatografia de gases. El principal compuesto bioactivo con alto contenido en
aceite esencial de limén dulce de Oman fue limoneno (84,73%), a-pineno (1,06 %),
a-terpineol (2,80 %), b-mirceno (2,16 %), b-pineno (3,36%), terpineno-4-ol (1,16
%) y a-terpinoleno (2,33%). Asi mismo el aceite esencial dulce de omani estaba
compuesto por limoneno (53,57%), a-terpineol (14,69%), b-pineno (8,23%), a-
pineno (1,84%), b-mirceno (1,51%), a-terpinoleno (4,33%), terpineno-4-ol (3,38 %),
cimeno (1,80%), b-bisaboleno (1,43%),b-linalool (0,85%) y E-citral (1,08%). Los
resultados indican que ambos aceites esenciales dieron muy buenos resultados
guimicos y la actividad antimicrobiana mostro que los aceites esenciales en la
mayoria de las concentraciones no dieron actividad contra las cepas bacterianas

patégenas seleccionadas.

Aguirre y Natali (2017) Indicaron el efecto antimicrobiano del aceite esencial
de canelay de limon en la cobertura comestible, el tiempo de almacenamiento sobre
las caracteristicas fisicoquimicas, recuento de mohos y levaduras y aceptabilidad
general en rodajas de banano (musaparadisiaca), llegando a determinar que el
tratamiento de cobertura con aceite esencial de canela presenté el menor recuento
de mohos y levaduras (200 ufc/g), seguido del tratamiento con cobertura de aceite

esencial de limén (750 ufc/g), ambos, fueron mejores en comparacion del
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tratamiento control (1233 ufc/g).

Torrenegra et al. (2017) estudiaron la actividad antibacteriana in vitro de
aceites esenciales de diferentes especies del género Citrus, evaluaron 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 concentracibn minima
bactericida (CMB). Los aceites esenciales fueron obtenidos mediante
hidrodestilacion (HD) e hidrodestilacién asistida por radiacion con microondas
(MWHD), para la actividad antibacteriana se prepararon los inGculos en sus agares
especificos, se incubaron y alcanzaron una densidad Optica de 620 nm (D0O620),
utilizaron como control positivo a la gentamicina sulfato. Para la (CMI) se determino
gue presentaronun porcentaje superior al 90% frente a las diferentes cepas
bacterianas, se concluyé que las diferentes especies del género citrus son

considerados de gran interés para la actividad.

Argote et al. (2017) Evaluaron la actividad antimicrobiana de tres tipos de
aceites esenciales Eucalipto (Eucalyptus), cascara de limén (Citrus limén) y
mandarina (Citrus Reticulata) mediante el método hidrodestilacion, utilizaron 400 g
de muestra y obtuvieron 10 mL de aceite esencial. La actividad antibacteriana se
determind con la concentracién minima inhibitoria y bactericida, mediante el método
de micro dilucién, con una emulsion en caldo colorimétrico. El aceite esencial de
eucalipto y mandarina indican la menor concentracion minima inhibitoria y minima
bactericida frente a Staphylo-coccus aureus (6,8 uL/mL), respecto a la bacteria
patdogena Escherichia coli esta muestra susceptibilidad a los tres aceites,

siendo menor para eucalipto y mandarina con valores de concentracidn minima

27



inhibitoria y minima bactericida de 13,2 yL/mL. Los resultados demostraron que los
aceites esenciales de eucalipto, cascara de limon y mandarina tienen capacidad
inhibitoria para las bacterias Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus

aureus (ATCC 25923).

Al-Jabri y Hossain (2014) Identificaron dos aceites esenciales de dos
muestras de frutas de limon turco e indio recolectadas en un supermercado, el
aceite se obtuvo por el método de hidrodestilaciéon con el aparato tipo clevenger,
su composicion quimica se identificé por cromatografia de gases y espectrometro
de masas encontrando 22 componentes bioactivos predominando el limén turco
con el DL-limoneno (78,92%),a-pineno (5,08%), L-a-terpineol (4,61%), b-mirceno
(1,75%), b-pineno (1,47%) y b-linalol (0,95%) y en el aceite esencial de la India
fueron DL-limoneno(53,57%), L-a- terpineol (15,15%), b-pineno (7,44%), a-
terpinoleno (4,33%), terpinen-4-ol (3,55%), cimeno (2,88%) y E-citral (2,38%). La
actividad antimicrobiana se determino por el método de difusién en disco frente a
bacterias patbgenas como Staphylococcus aureus (S.aureus), Escherichia coli (E.
coli), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) y Proteus vulgaris (Pseudomonas
vulgaris). aeruginosa (P. aeruginosa) y Proteusvulgaris (Pseudomonas vulgaris).
Se informa que el aceite turco dio inhibicion frente a P. aeruginosa en
concentraciones de 1, 0.5 y 0.25 mg/mL con el rango de 0 a 7 mm, P. vulgaris y S.
aureus dio inhibicion contra el aceite turco en concentracion 0,5 mg/mL con un de
diametro 5 y 6 mm. Pero E. coli no mostr6 ninguna actividad en ninguna
concentracion. El aceite de limon indio inhibi6 las bacterias patogenas E. coli, S.
aureus y P. aeruginosa en la concentracion de 2 mg/mL con zona de inhibicién 6,
75y 70 mm, P. vulgaris no dio ninguna actividad en la concentracion 2 mg/mL. Pero,

el aceite esencial indio en concentracion 0,25 mg/mL contra P. vulgaris dio poca

28



actividad.

Da Silva (2015) Obtuvo el aceite esencial por destilacion de arrastre de
vapor, asi también el macerado proveniente de cascara, semilla y hoja de limén. De
las tres variedades del limén (Citrus limon (L) Osbeck), (Citrus limén (L) Osbeck)
combinado con (Citrus reticulata) y (Citrus médica (L). La variedad de (Citrus limon (
L) Osbeck) cascara y hoja presento mayor cantidad de principio activo con mayor
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y no presento actividad la
semilla, el macerado de las diferentes partes del (Citrus limén (L) Osbeck) solo la
hoja presento actividad mas no la semilla. Osbeck) solo la hoja presento actividad
mas no la semilla. El aceite esencial de hoja y cascara del fruto de la variedad Citrus
limén (L) Osbeck en combinacion (Citrus reticulata) presento actividad antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli el aceite esencial proveniente de
hoja y cascara de la variedad (Citrus medica) (L) frente a Staphylococcus aureus
present6 actividad. El macerado de las diferentes partes de (Citrus reticulata) y (Citrus

medica (L)) no presentaron actividad antimicrobiana.

Torrenegra et al. (2017)  obtuvieron aceites esenciales, mediante
hidrodestilacion e hidrodestilacion asistida por la radiacion con microondas, de las
especies vegetales naranja (Citrus  sinensis), limén (Citrusaurantifolia),
mandarina (Citrus reticulata), pomelo (Citrus paradisi), reticulata), pomelo (Citrus
paradisi), cultivadas en el norte del departamento de Bolivar (Colombia); y se
determiné la composicion quimica, donde e limoneno es el monoterpeno en mayor
proporcioén (72,11% y 93,55%), el aceite esencial de C. reticulata mostré un mayor
porcentaje, seguido de C. sinensis y C. paradisi. La sensibilidad antibacterianay la
concentracion minima inhibitoria in vitro de los aceites esenciales frente a cepas

ATCC de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella

29



pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. mostraron un mayor

efecto inhibitorio frente a cepas Gram-negativas.

Tam (2015) evalud el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de
cascara de Citrus limén (limén) sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente
y comparo con el efecto antimicrobiano de vancomicin obteniendo cuatro
concentraciones 5 % (50 mg/mL), 25 % (250 mg/mL), 50 % (500 mg/mL), 75% (750
mg/mL) que se utilizd con el S. aureus meticilino resistente por el método de
difusion en disco y se compard con el antibiético vancomicina, se comparé los

halos de inhibicién siendo sensible en todas las concentraciones.
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CAPITULO 1l

HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis

El aceite esencial de Citrus limon (L.) Osbeck obtenido presenta una
composicién quimica que le confiere propiedades antimicrobianas y puede ser
efectivo contra cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
y Escherichia coli, lo que lo convierte en un potencial conservante natural en la

industria alimentaria.
3.2.Identificacion de variables e indicadores

Variable independiente

Aceite esencial de las cascaras de Citrus limon (L) Osbeck.

Variable dependiente
Actividad antimicrobiana frente a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Escherichia coli ATCC 8739.
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3.3. Operacionalizacion de variables

Tabla 1: Operacionalizacion de Variables

Variable Dimensioén Indicadores Niveles Criterios de Escala
medicion de
medicion
de
variable
Tiempo Magnitud 24-48 horas Cuantitativa discreta
Fisica
Fundamental
Aceite esencial (horas)
deCitrus limon
(L.) Osbeck e CMIY CMB
Relacion entre - 855mg/mL
Concentracion la cantidad o - 285 Cuantitativo Ordinal
volumen de - 122.15
solutoy la - 57
cantidad de - 27,59
disolucion - 13,58
(mg/mL) - 6,74
- 3.36
Sensibilidad
- 100%-
855mg/mL
- 75%-641,25
- 50%-427.5

- 25%-213.75
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Actividad

antimicrobiana sobre

cepas ATCC de

Staphylococcus Diametro del
aureus,Pseudomonas halo
aeruginosay

Escherichia coli

Medida de
inhibicion de
halo (mm)

Tamano del
halo

Cuantitativo

Discreta
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1. Ambito de estudio, localizacién politica y geografica

Para llevar a cabo el desarrollo del proyecto de investigacion se eligi6 como
lugar para obtener la materia prima del Citrus limén (L)Osbeck la Region Cusco -
Provincia la Convencién-Distrito de Echarate-lllapani-Palma Real 780 metros, en el

fundo libertad, latitud -12,6256 y una longitud de -72,6939.

El &mbito del distrito de Palma Real, se ubica en el actual distrito de Echarati,
provincia de La Convencion, departamento de Cusco, area de influencia del Valle
Rio Apurimac, Ene y Mantaro — VRAEM. Este limon se empez6 a sembrar en el afio
2017, el Citrus limon (L) Osbeck tiene una edad de 4 afios aproximadamente existen
5000 arboles sembrados, el proceso de recoleccién es manual, los arbolitos estan
en linea, se tiene una produccién aproximada de media tonelada por semana, el
clima es uno de los factores determinantes para el crecimiento de la planta es asi
que el fruto de limén desarrolla con gran facilidad entre los 800 a 1200 m, aunque
también se obtienen buenas cosechas en los lugares de altura considerable
comprendidas entre los 1800-3000 m y en ambientes de los 22-26 °C se obtienen

limones de calidad.
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Figura 9: Mapa de ubicacion del distrito de Palma Real

S %& Ii‘

Fuente: Congreso de la Republica (2018)

4.2. Tipo y nivel de investigacion

Es de tipo experimental, explicativo
Experimental: Porque se manipul6 la variable independiente (aceite esencial de las
cascaras del Citrus limén (L) Osbeck) para observar su efecto sobre la variable
dependiente (actividad antibacteriana frente a las cepas de Staphylococcus aureus

ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Escherichia coli ATCC 8739).

Explicativo: Se interpretd y relaciono las diferentes concentraciones del aceite
esencial de las cascaras de Citrus limoén (L) Osbeck y la actividad antibacteriana

frente a a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 9027 y Escherichia coli ATCC 8739).

4.3.Unidad de analisis

Aceite esencial de las cascaras del Citrus limén (L) Osbeck
4.4.Poblacion de estudio

En este estudio se selecciond poblacibn como la cascara de los limones
procedentes de la Region Cusco -Provincia La Convencidn-Distrito de Echarate-
lllapani- Palma Real a 780 m de altitud, en el fundo Libertad y la poblacion
microbiolégica fueron las bacterias de las cepas de Staphylococcus aureus ATCC
6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Escherichia coli ATCC 8739). El
muestreo se realizé de manera aleatoria.

4. 5. Tamano de muestra

Para la extraccion del aceite esencial del Citrus limon (L) Osbeck se utilizd

350,62 g de los cuales se obtuvo, 10.3 mL de aceite esencial.
4.6. Técnicas de seleccion de la muestra

Técnica de muestreo simple
4.7. Técnica Recoleccion de informacién

Fuentes de informacion Primaria. Se ejecuté en el equipo de hidrodestilacion
— trampa de Clevenger, la materia prima fue acondicionada y los datos se obtuvieron

de forma experimental.

Fuentes de informacion Secundaria. La informacion recolectada para la
obtencidn del aceite esencial del Citrus limén (L.) Osbeck y su efecto antimicrobiano
se obtuvo a través de articulos cientificos via web, biblioteca especializada de la

Escuela Profesional de Quimica.
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4.8. Equipos y Reactivos

a)

b)

d)

f)

)

Equipo Thermo scientific Waltham, trace 1310 GC-MS, ISQcon una columna
capilar de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno TG-5SilIMS Temperatura
maxima de 320-350 °C

Equipo de hidrodestilacion-trampa de Clevenger

Reactivos: Hidréxido de potasio 0.5 N, alcohol 96 %, fenolftaleina 1 %, acido
clorhidrico 0.5 N

Cepas de microorganismos utilizados en la investigacion.

v Escherichia coli ATCC 8739 KWIK STIK Microbiology

v Staphylococcus aureus ATCC 6538 KWIK STIK Microbiology

v' Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 KWIK STIK Microbiology
Agar Mac Conkey, Agar Manitol Salado, Agar Cetrimide
Gentamicina, ampicilina, trimetropin, ciprofloxacino

Agar Muller Hinton
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— Obtencidn del aceite esencial de Citrus limon (L) Osbeck

La especie vegetal Citrus limon (L) Osbeck fue recolectada en el fundo
Libertad (procedente de la region Cusco-Provincia de La Convencion, Distrito de
Echarate-lllapani-Palma Real a 780 m de altitud. Esta recoleccién se realizd en
horas de la mafiana (10:00 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 la
identificacion taxonomica se realiz6 en el Herbario Vargas de la Universidad

Nacional de San Antonio Abad del Cusco (Anexo 02).

Se recolect6 5 kilos del fruto del Citrus limon (L) Osbeck, seleccionando
los mejores en color y tamafo, se lavo, se selecciond las que se encontraban
frescas, enteras, sin sefiales de deterioro, seguidamente se pelo y cortd las
cascaras en trozos de tamafio aproximado de 3 cm. dejando secar al medio
ambiente aproximadamente 3 dias, se pesé y se procedié al proceso de

extraccion del aceite esencial

La extraccion del aceite esencial se obtuvo mediante el método de
hidrodestilacion utilizando la trampa de Clevenger, es un sistema cerrado en
donde el aceite esencial extraido es retornado al balén de destilacién en un
proceso que se repite hasta la total extraccion, Posteriormente se procedio a

deshidratar el aceite usando sulfato de sodio anhidro.

El aceite esencial obtenido fue almacenado en frascos de color ambar a
una temperatura de 4 °C al abrigo de la luz, hasta su analisis y caracterizacion.
Este procedimiento es de bajo costo y no contamina el medio ambiente, el

tiempo de destilacion depende de los componentes presentes. Se tendra la
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presencia de dos fases inmiscibles a lo largo de la destilacién (orgénica y
acuosa), es el método méas antiguo y sencillo para obtener aceites esenciales, a
partir del material vegetal. Es un procedimiento utilizado para separar sustancias
insolubles en agua y de elevado punto de ebullicion, se obtuvo 10 mL de aceite
esencial (Villamizar y Aular, 2022).

Figura 10
Flujograma de la obtencion de aceite esencial Citrus limon (L.)
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A. Determinacion del porcentaje de rendimiento del extracto de aceite
esencial de Citrus limon (L) Osbeck
El porcentaje de rendimiento de los aceites esenciales, se determind con
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los volimenes de los aceites esenciales extraidos por el método de
hidrodestilacion utilizando la trampa de Clevenger. El porcentaje rendimiento se
determind por el método gravimétrico volumétrico, aplicando la siguiente férmula

(Blas & Fernandez, 2021):

Vol. (mL)
% Rendimiento = x 100 (1)
Peso de la muestra(g)

- volumen del aceite esencial obtenido en mL
- Peso de la muestra a destilar en gramos
B. Analisis Fisico-Quimico del Aceite Esencial de Citrus limon (L.)
Se determinaron, solubilidad en diferentes solventes entre apolar y polar,
la densidad, indice de refraccion, indice de carbonilo, indice de saponificacion,

indice de acidez.

- Solubilidad: Se trata de una medida de la capacidad de una cierta sustancia
para disolverse en otra. La sustancia que se disuelve se conoce como soluto,
mientras que aquella en la cual este se disuelve recibe el nombre solvente o
disolvente. La concentracion hace referencia a la proporcién existente entre

la cantidad de soluto y la cantidad de disolvente en una solucion.

Densidad: La densidad es una magnitud fisica que relaciona la cantidad de

materia existente en un espacio es decir relaciona la masa de un objeto con el

volumen que ocupa. En el sistema internacional de medidas, la unidad

utilizada para cuantificar la densidad es Kg/m3, Para el caso de los aceites
esenciales es recomendable expresar la densidad en términos de g/mL.

Se utilizé el método del picnébmetro, a temperatura 20 °C (ISO 279, 1981).

La relacién entre el peso del picndmetro lleno de aceite esencial y de agua nos

permite calcular la densidad del aceite esencial.
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Densidad = ——— (2)

volumen

indice de Refraccion: El indice de refraccion de un liquido es una magnitud
fisica que determina la proporcion del cambio de direccién de un rayo de luz
al cambiar el medio en el que se mueve, especificamente cuando entra en
contacto con un liquido. Para el caso de los aceites esenciales, el indice de
refraccion es un parametro propio de cada aceite esencial, y por lo tanto, si
un aceite es mezclado con diluyentes u otras sustancias, su indice de
refraccidon cambia, por lo cual este es un parametro que sirve para determinar
la pureza de un aceite esencial. El procedimiento de calculo puede realizarse
mediante la utilizacién de un refractometro electrénico que permite medir la

velocidad de propagacion de la luz en un medio.

Polarimetria: Con esta técnica se determina la propiedad de algunas
sustancias de hacer girar el plano de la luz polarizada y se dice que son
Opticamente activas y las sustancias que tienen esta propiedad son
asimétricas 6sea no tienen un plano de simetria. Si el plano de luz gira en
sentido contrario al de las manecillas del reloj se dice que es levo (-) y si la
rotacion tiene el sentido de las manecillas del reloj se dice que es dextro (+).
La magnitud de la rotacion varia de un compuesto a otro y cuando se mide

adecuadamente sirve como método analitico.

41



La ecuacion basica es la siguiente:

S 3)

A : Rotacioén Optica observada

[ a ]: Rotacion 6ptica especifica

L : Longitud de la cubeta en (dm)

C . Concentracion de la muestra (g/mL)

A Longitud de onda de la luz (linea D del sodio, 589 nm)

t . temperatura (25°C)

- Indice de Carbonilo expresado como porcentaje de citral: La
determinacion del indice de carbonilo permite conocer el contenido en
aldehidos, expresado como citral, se le atribuye ser el principal responsable
del aroma, como consecuencia, su contenido es un indicador del valor

comercial del aceite esencial.

El fundamento de esta técnica se basa en que la adicion del clorhidrato de
hidroxilamina que produce la oximacion por parte de la hidroxilamina del doble

enlace carbonilico del grupo aldehido formando una aldoxima y liberando el HCI.
La reaccion es la siguiente:

R-CHO + NH20H.HCI = R-CH=NOH + H20 + HCI (4)

Se prepard soluciones alcohdlicas a partir del alcohol del 96% v/v para
concentraciones de 60 % y 95 % empleando para la medicién un alcoholimetro, se
preparé KOH 0.5N la dilucion se realiza con alcohol del 60% en una fiola de 250 mL,
para la preparacion de la solucion del clorhidrato de hidroxilamina se peso6 3,6 g de
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cloruro de hidroxilamina el cual fue agregado a una fiola de 100 mL y se adiciono

agua destilada 39,25 mL alcohol del 95 % hasta el aforo quedando preparada para la

valoracion. Para la preparacion de la muestra se utiliz6 100 micro litros de aceite

esencial Citrus limén (L) Osbeck y se trasvaso a un matraz de 250 mL, se agrego 10

mL de la solucion de clorhidrato de hidroxil amina y unas gotas del indicador azul de

bromo fenol y anaranjado de metilo y se valor6 con KOH 0,5N hasta un cambio de

color verde.

Citral (p/v) = 0,076x V KOH x 100 (5)

indice de Saponificacién: La saponificacién son los mg de KOH que se
necesitan para saponificar un gramo de grasa. Se partio de 100 microlitros
del aceite esencial en un balén de 250 mL, se le afiadio 50 mL de la disolucion
etanolica de KOH 0.5 M, se adiciono un agitador magnético y se acoplo a un
refrigerante poniendo a reflujo en bafio de agua por 30 minutos con agitacion
continua, pasado el tiempo de reaccion se enfria el balon y se afiade 6 mL de
agua y 2 gotas de fenolftaleina al 1% al contenido del balon y valoramos con
HCI 0,5 M, llenamos la bureta con HCl y el final se da cuando el viraje de rosa

intenso pasa a incoloro.

indice de Acidez: Es un indicador de calidad, es una medida del grado de
hidrolisis, los aceites esenciales estan formados por triglicéridos y estos son
susceptibles a sufrir una reaccion de hidrolisis liberando acidos grasos que
incrementan la acidez, el indice de acidez nos informa el contenido de acidos
grasos presentes en el aceite esencial generalmente se expresa como
porcentaje de &cidos oleico por cada 100 g de grasa y se define como los mg
de KOH necesarios para neutralizar los acidos grasos libres que estan en un

gramo de muestra. La determinacion consistiéo en preparar una muestra de
43



disolvente en proporcion 1:1 de alcohol etilico y éter al cual se le afiadié una
gota de fenolftaleina y se neutralizo con solucién etanolica KOH 0.1 N,
seguidamente se utiliz6 100 microlitros del aceite esencial Citrus limon (L)
Osbeck y se disolvio con la preparacion anterior adicionando 0.1 mL de
fenolftaleina al 1% y valorando con solucion etanolica de KOH hasta la
aparicion del color fucsia caracteristico del medio alcalino, se anota el

volumen gastado y se calcula.

KOH) __ N KOH x VKOH x Peq KOH

Indice de Acidez (mg 5 (6)

g muestra
C. Determinacion de la Composicion Quimica
El aceite de esencial Citrus limén (L) (Osbeck) obtenido, fue analizado, por
cromatografia de gases —espectrometria de masas, se identific6 28 componentes
guimicos diferentes con diferentes porcentajes lo que representa alrededor del 96%

de la composicion total.

Se empled un equipo Thermo scientific Waltham, trace 1310 GC-MS, ISQcon
una columna capilar de 30 m x 0,25 mm de diametro interno TG-5SilMS Temperatura
méaxima de 320-350 °C, los andlisis se llevaron a cabo bajo las siguientes
condiciones: temperatura inicial 70 °C después de 2 minutos sube a 250 °C, con
incremento de temperatura de 4 °C por minuto, se mantuvo por 10 minutos a 250 °C.
Se utilizé Helio como gas portador con un flujo de ImL por minuto. La temperatura
del inyector y detector fue de 250 °C y el volumen de inyeccion fue de 1 uL y una

dilucion Split de 1/100.

Los componentes quimicos en los aceites esenciales fueron identificados

sobre la base del tiempo de retencion en un capilar de silice fundida.
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D. Analisis Microbiolégico

a) Activacion de cepas ATCC.

La activacion de los microorganismos se realiz6 tomando en cuenta las

recomendaciones del fabricante:

e Se saturd el hisopo con la cepa ATCC en el material hidratado y se
transfirié en medios de cultivo selectivos para cada microorganismo, para
Escherichia coli ATCC 8739 en agar Mac Conkey, para Staphylococcus
aureus ATCC 6538 en Agar Manitol Salado y para Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 en Agar Cetrimide.

e Se incubd a 35-37 °C por 24-48 horas.

b) Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) o Efecto
Bacteriostatico. Segun Gil (2016) Modificada en la presente
investigacion.

e Luego de activadas las cepas ATCC se pre hidrataron en caldo BHI y se
incubaron por 24 horas a 37 °C, hasta alcanzar la turbidez de patron de
0.5 % de la escala de Mac Farland equivalente a 1.5 x 108 ufc/mL.

e Para las diluciones se utilizo la técnica de macro dilucion en tubos con
algunas adaptaciones por tratarse de un producto natural diferente a los
antibidticos comunes, Gil etal. 2016 y se procedio de la siguiente manera:
v' Por cada bacteria ATCC, usada se preparé una bateria de 10 tubos de

2 mL de capacidad con 200 pL de caldo BHI para realizar 10
diluciones puntuales, un control negativo y un control positivo.
v Las diluciones del aceite esencial de Citrus limén ( L) se prepararon

en proporciones de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256.
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v' Luego se afadieron en cada tubo 10 pL de la suspensioén de la cepa
ATCC a 0.5 % de la Escala de Mac Farland y se incubé a 37 °C x 24-
48 horas.

v Se realiz6 observacion de turbidez en cada tubo comparado con los
controles.

v Posteriormente se inoculdé de cada tubo 10 pL a placas con medio
selectivo de:

- Agar Mac Conkey para Escherichia coli ATCC 8739.
- Agar Manitol Saldado para Staphylococcus aureus ATCC 6538.
- Agar Cetrimide para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

v' Seincubd a 37 °C de 24-48 horas.

v" Luego se realiz6 conteo de colonias para determinar el efecto

Bacteriostatico (CMI), utilizando el siguiente criterio:

Placas:
+++ > 100,000 ufc/mL
++ 50,000 - 100,000 ufc/mL
+ <50,000 ufc/mL

- 0 ufc/mL

c) Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) o Efecto
Bactericida Gil (2016) Modificada en la presente investigacion.
1. Por cada bacteria ATCC, usada se preparé una bateria de 10 tubos de
2 mL de capacidad con 200 pL de caldo BHI para realizar 10 diluciones
puntuales, un control negativo y un control positivo.
2. Las diluciones del aceite esencial de Citrus limén (L) se prepararon en

proporciones de 1/2, 1/4,1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256.
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3. Luego se afadieron en cada tubo 10 pL de la suspension de la cepa
ATCC a 0.5 % de la Escala de Mac Farland y se incub6 a 37 °C x 24-
48 horas.

4. Se realizo observacion de turbidez en cada tubo comparado con los
controles.

5. Posteriormente se reinocul6é de cada tubo 10 pL a 2 mL de caldo BHI
previamente preparados en tubos de 10 mL de capacidad.

6. Seincubd a 37 °C de 24-48 horas.

7. Luego se realizé la lectura de turbidez para determinar el efecto
bactericida (CMB), utilizando el siguiente criterio:

+ Turbidez aparente

- No turbidez

d) Sensibilidad Antimicrobiana, segun método de pozo excavado.

modificado en la presente investigacién (Pumaylle, 2012)
Preparacion de concentraciones de Aceite esencial de Citrus limon (L.):

e Se prepar6 Aceite esencial en concentraciones de 25 %, 50%, 75 %, 100

%, diluidas en etanol absoluto.
Sensibilidad antimicrobiana:

e Luego de activar las cepas ATCC en agar selectivo para cada una.

e Se prepard una suspension con 3-5 colonias en 5 mL de caldo BHI
incubadasa 37 °C por 2-5 horas comparada a 0.5 % de la Escala de Mac
Farland.

e En agar Muller Hinton previamente preparadas se realizé tres

perforaciones de 5.5 mm de diametro con capacidad de 100 pL a una
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distancia de 22 mm cada pozo.

e Se procedio a la siembra de cada cepa ATCC en forma homogénea por
diseminacion en superficie con ayuda de un hisopo estéril.

e Se aplicaron las concentraciones del aceite esencial de Citrus limon (L)
Osbeck por triplicado en placas con agar Muller Hinton.

e Seincubaron a 37 °C por 24-72 horas.

e Paralelamente se utilizé patrones de sensibilidad de antibiéticos para
cada cepa:
v' Escherichia coli ATCC 8739 Gentamicina y Ampicilina.

v/ Staphylococcus aureus ATCC 6538 Oxacilina y Trimetropin.

v" Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Ciprofloxacina y Ampicilina.
e Las lecturas de los halos de inhibicion se realizaron desde las 24
horas y se confirm¢é a las 48-72 horas.
e La medicion de halos de inhibicidn se realiz6 mediante uso de un
vernier.

4.9. Técnicas para demostrar la verdad o falsedad de las hip6tesis planteadas

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SPSS Statics,en el
que se realiz6 Andlisis de varianza (ANOVA), para determinar la significancia
estadistica de las diferentes concentraciones utilizadas en los extractos. Prueba de
Scheffe, para determinar qué concentraciones de los extractos utilizados tienen

diferencias significativas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Analisis Fisico - Quimico del aceite esencial de Citrus limon (L) Osbeck

El aceite esencial Citrus Limon (L) Osbeck obtenido por el método de
hidrodestilacion-trampa de Clevenger a la temperatura de 89 °C en el laboratorio de
fitoquimica de la Facultad de Quimica —UNSAAC fue envasado en un vial de vidrio
acaramelado de uso cromatogréafico, obteniéndose un rendimiento (0,315% v/p),
resultado del promedio de tres pesadas 350.87 mg, 350.66 mg y 350,35 mg con el
promedio de tres volumenes 0,85 mL, 1,30 mL,y 1,16 mL.

Tabla 2: Concentracion del aceite esencial Citrus Limén (L) Osbeck

Determinacion Resultados
Peso de muestra g 350,62
Volumen de aceite esencial 1,103 Ml
% de Rendimiento (v/p) 0,315

Siancas (2021) reporta un porcentaje de rendimiento de 0,647% y Urrunaga
et al. (2022) reporta 0,72% de rendimiento Hosni (2022) 1,06%, el porcentaje de
aceite obtenido en esta investigacion inferior a los reportados en otras

investigaciones, esto debido a las condiciones geogréficas.

5.2. Solubilidad

Se utilizo los siguientes disolventes:

e 20 microlitros de aceite esencial del Citrus Limén (L) Osbeck

e 0,5 mL de disolvente

49



Tabla 3: Solubilidad del aceite esencial Citrus Limén (L) Osbeck

Disolvente Solubilidad
Metanol Soluble
Etanol absolute Soluble
Acetona Soluble
Dicloro metano Soluble
Hexano Soluble parcialmente forma
ligera emulsion
Acetato de etilo Soluble
Agua Immiscible

Tabla 4:Comparacion de la solubilidad del aceite esencial con el CODEX

Solubilidad CODEX Aceite esencial de limon Obeck

Alcohol absoluto (P) Soluble Soluble

El aceite esencial Citrus limén (L) Osbeck es soluble en solventes apolares e

inmiscible en el agua como se muestra en la tabla 3.

5.3. Densidad
Se determind segun (ISO 279, 1981). (método de prueba estandar para
densidad y densidad relativa) y se comparo con las normas internacionales de los

alimentos CODEX (2004). Los resultados son muy cercanos a la referencia.
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Tabla 5: Densidad del aceite esencial Citrus Limon (L) Osbeck

Muestra
Densidad absoluta (20°C, g/mL) 0,8707 g/Ml
Densidad absoluta (25°C, g/mL) 0,8689 g/Ml
CODEX 20°C 0,842 - 0,856

Fuente: Obtenido de CIPAC handbook 2011.

Argote-Vega et al. (2017) reporta una densidad de 0,858 mg/mL, en ambos

reportes se ven valores muy cercanos a los obtenidos en este trabajo experimental.

Tabla 6: Peso especifico o densidad relativa del aceite esencial

Muestra
Densidad absoluta (20°C) 0,8707
Densidad absoluta (25°C) 0,8689
CODEX 20°C 0,842 - 0,856

5.4.Indice de Refraccion

De acuerdo a los resultados podemos observar que el aceite esencial
Citrus() Osbeck tiene una pureza bastante alta.

Tabla 7: indice de refraccion del aceite esencial Citrus Limén (L) Osbeck

Muestra
indice de refraccién — Np2° 1,4783
CODEX 20°C 1,470 - 1,475

Argote-Vega et al. (2017) reporta un indice de refraccion de 1,471, Siancas
(2021) reporta indice de refraccion para aceite de limoén (raspado) 1,476 valores

muy proximos a la del Citrus limén (L) Osbeck.
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5.5. Polarimetria

Tabla 8: Polarimetria — rotacion optica del aceite esencial Citrus limon (L) Osbeck

Muestra
Polarimetria 23°C 59,3 grados/dm.g/mL
CODEX +55°y +75°.

La rotacidn optica del aceite esencial Citrus limon (L) Osbeck es de naturaleza
dextrogira es decir es dpticamente activo, rota en el sentido de las ajugas del reloj

Siancas (2021) reporta la rotacion optica (20 °C) 60,20°.es de naturaleza dextrégira

5.6.Indice de Carbonilo (Método de la hidroxilamina libre)
CARBONILO (%0-CItral) ..o e ee 2,43
El valor reportado indica que el aceite esencial Citrus limén (L) Osbeck contiene
aldehidos y es susceptible a polimerizarse es decir degradacion quimica en presencia de

luz, calor, aire.

Siancas (2021) reporta % de citral 2,612
5.7.indice de Saponificacion
SAPONIFICACION (miligramos de KOH/1-gramo de muestra) ......... <0,01

El valor del indice de saponificacion indica que el aceite esencial Citrus limén (L)

Osbeck esta libre del grupo funcional carboxilo por tanto no es saponificable.

5.8.indice de Acidez

ACIDEZ (miligramos de KOH/1-gramo de muestra) ...........c.ccceeenenene. 7,55 +0,35
El valor del indice de acidez reporta la cantidad de acidos grasos presentes en al

aceite esencial Citrus limon (L) Osbeck.
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Argote et al. (2017) reporta un indice de acidez de 7,77 y Siancas (2021) reporta 8,06.

5.9. Perfil cromatdgrafo de la composicion quimica del aceite esencial Citrus
limén (L) Osbeck por cromatografia de gases-espectrometria de masas se
muestra en la figura (11)

Como se observa en la figura 11 la mayor parte de los compuestos presentes
son probables precursores del aceite esencial Citrus limén (L) Osbeck estos son
identificados mediante la base de datos del equipo de computo utilizado para el
manejo del CG/EM.

En la figura 11 se muestran los principales componentes presentes en el aceite
esencial extraido de las cascaras de Citrus limon (L) Osbeck, destacando el limoneno
con 30,16% como el principal componente, seguido del y-terpineno con 12,41%, -

pineno con 12,3%, p-cumeno con 10,6%, y a-pineno con 4.79%.
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Figura 11: Cromatograma de los picos correspondientes a cada uno de los
componentes identificados por CG -EM
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Tabla 9 Composicion quimica del aceite esencial del aceite esencial Citrus limon

(L). Osbeck
c . Estructura End RT %A
; omponenete n bArea
Pico P Quimica
1 alfa-felandreno 5.39 1.83
2 a-pineno 5.58 4.79
3 Canfeno 5.98 0.11
4 Sobinene 6.47 4.06
5 -pineno 6.63 12.3
6 Mirceno 6.81 2.92
7 p-cumeno 7.84 10.6
8 Limoneno 8.04 30.16
9 Eucalytol 8.1 0.61
10 y-terpineno 8.8 12.41
11 Terpinoleno 9.64 1.06
12 Linalool 10.01 0.52
13 p-metil-1-en-4-ol 12.69 0.44
14 p-metil-1-en-8-ol 13.16 0.6
15 N.I. 13.45 0.12
16 2-citral 14.52 2.4
17 E-citral 15.49 3.3
18 p-metil-8-en-1,2-diol 17.99 0.22
19 Acetato de Nerilo 18.4 2.15
20 Formato de linalool 19.01 0.84
21 2-norpinene-2,6-dimetil(4-metil-3- 20.19 0.14
pentanol)
22 trans-Caryophyllene 20.42 0.46
23 Z)-Farnesene 20.79 2.8
24 trans-alpha-bisabolene 21.37 0.12
25 Farnesene 22.79 0.36
26 Bisabolenes 22.9 0.44
27 23.06 4
28 caryophyllene oxide 25.3 0.23

T.R. tiempo de retencién
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De los datos obtenidos de la tabla (9) tenemos Monoterpenos
hidrocarbonados (76,07%), Monoterpenos oxigenados (4,79%), Sesquiterpenos
(15,27%), siendo 96,13% la composicion total del aceite esencial Citrus Limén (L)
Osbeck de los cuales fueron identificados monoterpenoshidrocarbonados, siendo el
més abundante el limoneno con un porcentaje de 30,16% seguido del y-terpineno
con 12,41%, B-pineno 12,3%, p-cumeno 10,65%, en los monoterpenos oxigenados
el mas abundante es el Eucalyptol 0,61%, el linalool (0,52%) y en los sesquiterpenos

el a-pineno 4,79%, E-citral 3,3%.

Por otro lado Urrunaga et al. (2022) demostrd que el principal componente del
Citrus jambhiri (Limén rugoso) es el limoneno con un (37,7%), el B- pineno (25,1%)
y el E-B-ocimeno (5,6%), los monoterpenos oxigenados constituyen un15%, siendo
los mayoritarios el citronelal (4,9%) y el linalool (4,1%) y los sesquiterpenos
hidrocarbonados como el B-cariofileno en un 2,8%, de acuerdo a los resultados
obtenidos en la composicion del Citrus Limon (L) Osbeck) el limoneno también es el
componente mayoritario, sin embargo, se debe destacar el contenido de los
monterpenos oxigenados estdn en menor porcentaje y que los sesquiterpenos estan
en mayor porcentaje en comparacion con la composicion del Citrus jambhiri (Limén

rugoso)

Asi mismo, Singh et al. (2021) determino la composiciébn quimica y la
bioactividad de la cascara de los citricos y los principales componentes son los
monoterpenos como limoneno identificado en la cascara de diferentes especies de
citricos (92,52-97,3 %) y B-pineno (1,37-1,82), siendo el componente mayoritario al

igual que el Citrus Limén (L) Osbeck.
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En los aceites estudiados por Torrenegra et al. (2017), la fraccion
monoterpénica es la mas abundante. El limoneno es el monoterpeno presente en
mayor proporcion (72,11% y 93,55%), abundancia relativa, EI AE de C. reticulata
mostré un mayor porcentaje, seguido de C. sinensis y C. paradisi; Entre los
monoterpenos detectados en mayor proporcion que le siguen al limoneno son el -
mirceno Y el linalool, la fraccion monoterpénica es la mas abundante. Con respecto
al estudio realizado en el presente trabajo el imoneno tambien es el componente de
mayor porcentaje 30,16% seguido del y-terpineno con 12,41%, B-pineno 12,3%, p-
cimeno 10,65%, en los monoterpenos oxigenados el mas abundante es el Eucalyptol

0,61%, el linalool (0,52%) y en los sesquiterpenos el a-pineno 4,79%, E-citral 3,3%.

De igual manera, la técnica de extraccion por arrastre de vapor utilizando la
trampa de Clevenger presenta ventajas destacables en cuanto a disminucién de
tiempo y uso de solvente (agua), calentamiento efectivo y tamafo de equipo
reducido, es un método sencillo, reproducible y econémico. Los aceites esenciales
pueden ser una via sustentable para la conservacion de alimentos algunos
beneficios para la salud del consumidor y gran ventaja y delantera frente a los

conservantes sintéticos o quimicos (Montalvo & Rojas, 2021).

El aceite esencial de Citrus lemon, extraido de la cascara del limon, ha
demostrado poseer propiedades antimicrobianas (Gutiérrez-Larrainzar et al., 2017).
Ademas, conocer la composicién quimica del aceite esencial de Citrus limén es
fundamental para comprender su efecto antimicrobiano En este sentido,el analisis de
la composicion quimica del aceite esencial de Citrus limon y su efecto antimicrobiano
sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli se

convierte en un tema de gran interés cientifico.

Cabe resaltar que los aceites esenciales mostraron un mayor efecto inhibitorio
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frente a cepas Gram-negativas. Este comportamiento, probablemente se debe a que
la pared celular de las bacterias Gram-positivas estudiadas esta compuesta
basicamente por péptidoglicano que representa hasta el 90% de la pared, acidos
teicoicos que también suelen estar presentes en pequefias cantidades y
polisacaridos; mientras que la pared celular de las Gram-negativas esté constituida
solo por el 10% del peptidoglicano, ademas posee tres polimeros que se encuentran
fuera de su envoltura: lipoproteina, membrana externa y lipopolisacéridos, este
ltimo pudiera favorecer la entrada, por disolucion de los aceites esenciales debido
a su caracter hidrofobico y provocar la muerte celular por desestabilizacion de la
membrana externa y la membrana plasmatica. Este lipido no esta presente en las
bacterias Gram-positivas y esta seria una causa probable del efecto del aceite en los
diferentes grupos bacterianos, donde las bacterias Gram-negativas son
relativamente mas sensibles. El caracter hidrofébico de los aceites esenciales le
permite atravesar la pared celular de bacterias Gram-negativas a través de canales
compuestos por unas proteinas llamadas porinas, las cuales se encuentran en la
membrana externa y facilitan el transporte de nutrientes y sustancias de bajo peso
molecular dentro de la célula,incluyendo agentes antimicrobianos (Vignola et al.

2020).

En el mecanismo de acciébn de los aceites esenciales como agentes
antibacterianos, se debe considerar el gran nimero de compuestos quimicos que se
encuentran presentes en estos, cuyas actividades antibacterianas no presentan un
mecanismo especifico. El porcentaje de los principios activos en el aceite esencial
de origen natural depende de la distribucibn geografica, asi como de las
condiciones ambientales tales como temperatura, lluvia, altitud, horas de sol, etc

(Al-Jabri y Hossain,2018).
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5.10. Sensibilidad Antimicrobiana, del aceite esencial de Citrus limoén (L.)
frente Escherichia Coli ATCC 8739
Tabla 10 Halos de inhibicién de la actividad antimicrobiana in vitro de aceite

esencial de Citrus limén (L) Osbeck a diferentes concentraciones frente a
Escherichia coli ATCC 8739

Tratamiento Repeticion | Repeticion |l Repeticion lli
25% 15.96 17.94 17.24
50% 19.48 18.2 16.84
75% 21.50 22.11 21.54
100% 18.37 18.02 17.56
Gentamicina 30.50 30.55 30.6
Ampicilina 19.87 19.91 19.83

Nota: 100%= 855mg/mL

Figura 12:Comparacion del tamafio promedio del halo segun distintos tratamientos
frentea Escherichia coli ATCC 8739
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En la tabla 10 se muestra los valores que representa el tamafio de los halos de
inhibicién es decir la zona alrededor de un disco en el que no se reproduce crecimiento
bacteriano, se trabajé con concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% de aceite
esencial Citrus limon (L) Osbeck y controles de gentamicina y ampicilina, se realizd
tres repeticiones, estos valores estan representados en un diagrama de barras
(figural2) en el que se observa que la concentracion al 75% ha superado el tamafio
del halo del control ampicilina mas no de gentamicina, por lo que esta concentracién
inhibe a Escherichia coli, la concentracion del 100% reporta un diametro de halo del
17,98 lo que indica que ha esta concentracion el aceite esencial no tiene mucha
potencia debido a que los patrones de resistencia cambian en forma constante y son
impredecibles. Esta informacién es confirmada con las pruebas estadisticas de

ANOVA Y TUKEY (tabla 12 y13).

En la tabla 12 se observa que con un sig de 0.125 superior a 0.05 se acepta
que la distribucion de los dimetros de halo generado por escherichia coli siguen

distribuciéon normal.

Tabla 11 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para tamafo de halo de escherichia coli.

Parametros normales
N Media Desv. Estadistico de prueba Sig.
Residuos de ANOVA 1 18 0.00056 1.02994 0.19284 ,125

Tabla 12: Prueba ANOVA del tamafio promedio del halo acorde a los tratamientos

frente a Escherichia Coli.

. Media .
Origen SC Gl cuadratica F Sig.
Tratamiento 376.918 5 75.383 148.9486 0.000
Error 6.073 12 0.506
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Total, corregido 382.992

17

Nota: R al cuadrado = ,980

Tabla 13:Prueba Tukey tamafio de promedio halo y tratamiento frente a Escherichia

coli

Subconjunto
Tratamiento N 1 2 3 4
25% 3 17.05
100% 3 17.98 17.98
50% 3 18.17
Ampicilina 3 19.87 19.87
75% 3 21.72
Gentamicina 3 30.55

Con sig de 0.000 inferior a 0,05 en la prueba ANOVA se acepta que existe

diferencia entre los tratamientos propuestos donde todas las concentraciones de

aceite generan halos controles de 17.05, 18.17, 21.72 y 17.98 donde el halo méas

pequefio es de 25% y de 75% de aceite de citrus limon (L) Osbeck supera al

antibiético ampicilina teniendo capacidad de inhibicién frente a Escherichia coli.

5.11. Sensibilidad Antimicrobiana, del aceite esencial de Citrus limén (L)

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538

Tabla 14: Halos de inhibiciéon de la actividad antimicrobiana in vitro de aceite esencial

de Citrus limén (L) Osbeck frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538

Tratamiento Repeticion | Repeticion |l Repeticion Il
25% 26.63 27.48 28.45
50% 31.55 31.55 34.76
75% 24.91 25.39 26.91
100% 30.27 36.28 39.4
Oxacilina 41.9 42.65 42.68
Trimetropin 27.14 27.12 27.16

Nota: 100%= 855mg/mL
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Figura 13: Comparacion de tamafio promedio del halo segun distintos tratamientos
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En la tabla 14 se muestra los valores que representa el tamafio de los halos de

inhibicion es decir la zona alrededor de un disco en el que no se reproduce crecimiento

bactriano, se trabajo con concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% de aceite

esencial Citrus limoén (L) Osbeck y controles de oxacilina y trimetropin, se realizé tres

repeticiones, estos valores estan representados en un diagrama de barras (figural3)

en el que se observa que la concentracion al 50% y 100% han superado el tamafio

del halo del control trimetropin mas no de oxacilina, por lo que estas concentraciones

inhiben a Staphylococcus aureus, la concentracion del 75% reporta un diametro de

halo del 25,74 lo que indica que ha esta concentracién el aceite esencial no tiene

mucha potencia debido a que los patrones de resistencia cambian en forma constante

y son impredecibles. Esta informacién es confirmada con las pruebas estadisticas de

ANOVA Y TUKEY (tabla 16 y17).
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En la tabla 16 se observa que con un sig de 0.074 superior a 0.05 se acepta que la
distribuciéon de los diametros de halo generado por Staphylococcus aureus siguen

distribuciéon normal.

Tabla 15: Prueba de Kolmogorov-Smirnov para tamafo de halo de. Staphylococcus
aureus

Parametros normales
N Media Desv. Estadistico de prueba Sig.
residuos de ANOVA 2 18 0.00056 1.02900 0.21768 ,074

Tabla 16: Prueba ANOVA del tamafio promedio del halo segun los distintos

tratamientos frente a Staphylococcus aureus.

. Media :
Origen SC Gl cuadratica F Sig.
Tratamiento 607,227 5 121,445 26,903 ,000
Error 54,170 12 4,514

Total, corregido 661,397 17

Nota: R al cuadrado =,918

Tabla 17: Prueba Tukey tamario de halo y tratamiento frente a Staphylococcus aureus

Subconjunto

Tratamiento N 1 2 3 4
75% 3 25,7367

Trimetropin 3 27,1400 27,1400

25% 3 27,5200 27,5200

50% 3 32,6200 32,6200

100% 3 35,3167

Oxacilina 3 42,4100
Sig. ,900 ,070 ,640 1,000

Existe diferencia marcada entre los tratamientos propuesto con un sig de

0.000, donde el tratamiento con mayor capacidad frente a Staphylococcusaureus
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es de 75% de concentracion de aceite con un halo promedio de 25.74 mm

superando al antibiotico trimetropin.

5.12. Sensibilidad Antimicrobiana, del aceite esencial de Citrus limén (L.)
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Tabla 18: Halos de inhibicion de la actividad antimicrobiana in vitro de aceite esencial

de Citrus limén (L) Osbeck frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Tratamiento Repeticion Repeticion Repeticion
I I 11l
25% 12.51 14.23 14.51
50% 15.4 16.57 15.24
75% 16.2 17.27 18.35
100% 19.59 19.59 19.59
Ciprofloxacina 29.18 29.5 29.76
Ampicilina 12.5 12.48 12.54

Nota: 100%= 55mg/mL
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Figura 14:Comparacion de tamafio promedio del halo segun distintos tratamientos
frentea Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
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Concentraciones del aceite esencial Citrus limOn (L) Osbec

En la tabla 18 se muestra los valores que representa el tamafio de los halos
de inhibicion es decir la zona alrededor de un disco en el que no se reproduce
crecimiento bactriano, se trabajo con concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%
de aceite esencial Citrus limén (L) Osbeck y controles de ciprofloxacino y
ampicilina, se realiz0d tres repeticiones, estos valores estan representados en un
diagrama de barras (figural4) en el que se observa que todas las concentraciones
superan al tamafio del halo del control ampicilina mas no de ciprofloxacino, por lo
gue estas concentraciones inhiben a Pseudomona aeruginosa, esta informacién es

confirmada con las pruebas estadisticas de ANOVA Y TUKEY (tabla 17 y 18).

En la tabla 20 se observa que con un sig de 0.098 superior a 0.05 se acepta que la
distribucion de los diametros de halo generado por Pseudomonas aeruginosa siguen

distribuciéon normal.
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Tabla 19: Prueba de Kolmogorov-Smirnov para tamafio de halo de Pseudomonas
aeruginosa

Parametros normales
N Media Desv. Estadistico de prueba Sig.
residuos de ANOVA 3 18 -0.00056 1.02918 0.20306 ,098

Tabla 20: Prueba ANOVA de tamafo promedio del halo acorde a los distintos
tratamientos frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Media

Origen SC Gl cuadratica F Sig.
Tratamiento 564,569 5 112,914 230,358 ,000
Error 5.882 12 0.490

Total, corregido 570,451 17

Nota: R al cuadrado = ,990

Tabla 21: Prueba Tukey tamafio de halo y tratamiento segun a los distintos
tratamientos frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Subconjunto

Tratamiento N 1 2 3 4
Ampicilina 3 12,5067

25% 3 13,7500

50% 3 15,7367

75% 3 17,2733

100% 3 19,5900
Ciprofloxacina 3 29,4800
Sig. ,315 ,149 1,000 1,000

La ampicilina es el que menos inhibe a la Pseudomona aeruginosa con un
halo de 12.51 mm promedio, el tratamiento que le sigue es el de concentracion al 25%
de un halo promedio de 13.75 mm todos los tratamientos de aceite esencial Citrus

limén (L) Osbeck superaron al antibiotico ampicilina
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Tabla 22: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente a Escherichia coli ATCC
8739

TRATAMIENTOS

Tiempo

C+ C- Puro ¥ 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
24h 3+ - - - - - - - - 2+
48h 3+ - - - - - - - - 2+

Nota: (-) O ufc/mL, (1+) <50,000 ufc/mL, (2+) 50,000-100,000 ufc/mL, (3+)
>100,000 ufc/mL 1/2 = 855mg/mL

La CMI o efecto bacteriostéatico del aceite esencial de Citrus limon (L) Osbeck
a diferentes diluciones sobre Escherichia coli ATCC 8739 se realizo en placas Petri
utilizando controles positivos y negativos como se muestra en la tablal9, los
controles negativos indican que desde la dilucion de 1/2 hasta 1/64 (13,58 mg/mL) a
las 24 y 48 horas inhiben el crecimiento de Escherichia coli y el control positivo indica
gue a partir de la dilucién 1/128 empiezan a crecer bacterias de Escherichia coli.
Esto demuestra que las diluciones que estan en el control negativo disminuye la

carga bacterial de Escherichia coli.

Tabla 23: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538

TRATAMIENTOS

Tiempo

C+ C- Puro 1/2 Y% 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
24h 3+ 0 0 0 0 0 0 0 0 1+
48h 3+ 0 0 0 0 0 0 0 1+ 2+

Nota: (-) O ufc/mL, (1+) <50,000 ufc/mL, (2+) 50,000-100,000 ufc/mL, (3+)
>100,000 ufc/mL; ¥2=855mg/mL
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La CMI o efecto bacteriostatico del aceite esencial de Citrus limén (L) sobre
Staphylococcus aureus ATCC 6538, alcanzo a 1/32 (27.59 mg/mL) a las 48 horas,
esto quiere decir que los controles negativos indican que desde la dilucion de 1/2
hasta 1/32 a las 24 y 48 horas inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus vy el
control positivo indica que a partir de la dilucion 1/64 a las 48 horas empiezan a
crecer bacterias de Estaphylococcus aureus. Esto demuestra que las diluciones que
estan en el control negativo disminuye la carga bacterial de esta bacteria.

Tabla 24: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente a Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027

TRATAMIENTOS

Tiempo

C+ C- Puro 1 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
24h 3+ 0 0 0 0 0 1+ 2+ 2+ 3+
48h 3+ 0 0 0 0 0 1+ 2+ 2+ 3+

Nota: (-) 0 ufc/mL, (1+) <50,000 ufc/mL, (2+) 50,000-100,000 ufc/mL, (3+) >100,000
ufc/mL; 1/2 = 855 mg/mL

La CMI o efecto bacteriostatico del aceite esencial de Citrus limén (L) sobre
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, alcanzé a 1/8 (122.15 mg/mL) a las 24 y 48
horas. esto quiere decir que los controles negativos indican que desde la dilucion de
1/2 hasta 1/32 alas 24 y 48 horas inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus
y el control positivo indica que a partir de la dilucion 1/64 a fias 48 horas empiezan a
crecer bacterias de Estaphylococcus aureus. Esto demuestra que las diluciones que

estan en el control negativo disminuye la carga bacterial.
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Tabla 25:Concentracion Minima Bactericida (CMB) o efecto bactericida frente a
Escherichia coli ATCC 8739

TRATAMIENTOS

Tiempo

C+ C- 12 v, 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
24h 1 0 0 1 1 1 1 1 1
48h 1 0 0 1 1 1 1 1 1

Nota: O=Negativo 1=Paositivo (turbidez) (1/2 =855mg/mL)

La CMB o efecto bactericida del aceite esencial de Citrus limoén (L) sobre

Escherichia coli ATCC 8739, se presenci6 a 1/2 (855 mg/mL) a las 24 y 48 Horas,

esta determinacion se realizé en tubos ensayo (fotografia 14), se utilizé controles

negativos que por la transparencia indican la ausencia de bacterias y controles

positivos que indican la presencia de bacterias, en la tabla 22 se observa que la

bacteria es mas resistente y que tiene efecto bactericida en la dilucién 1/2 de y a

partir de 1/4 hasta 1/128 ya empieza a aparecer esta bacterias, el indicador es la

turbidez que aparece en los tubos de ensayo.

Tabla 26: Concentracion Minima Bactericida (CMB) o efecto bactericida frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538

TRATAMIENTOS

Tiempo

C+ C- 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
24h 1 0 0 0 1 1 1 1 1
48h 1 0 0 0 1 1 1 1 1

Nota: O = Negativo 1 = Positivo (tubidez) (1/2 = 855 mg/mL)



La CMB o efecto bactericida del aceite esencial de Citrus limén (L) sobre
Staphylococcus aureus ATCC 6538, se presencio a 1/4 (285mg/mL) a las 24 y 48
horas (fotografia 15), se utilizé controles negativos que por la transparencia indica la
presencia de esta bacteria, en la tabla 23 se observa que la bacteria tiene efecto
bactericida en la dilucién 1/2 y de 1/4 y en las diluciones de 1/8 hasta 1/128 indica

la presencia de esta bacteria por la turbidez en los tubos de ensayo.

Tabla 27: Concentracion Minima Bactericida (CMB) o efecto Bactericida frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

TRATAMIENTOS

Tiempo

C+ C- 1/2 14 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
24h 1 0 0 0 1 1 1 1 1
48h 1 0 0 0 1 1 1 1 1

Nota: O = Negativo 1 = Positivo (turbidez) (1/2 = 855mg/mL)

La CMB o efecto bactericida del aceite esencial de Citrus limoén (L) sobre
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, se presencié a 1/4 (285 mg/mL) a las 24 .y
48 horas (fotografia 16), se utilizé controles negativos que por la transparencia a la
presencia de esta bacteria, en la tabla 24 se observa que la bacteria tiene efecto
bactericida en la diluciéon 1/2 y de 1/4 y en las diluciones de 1/8 hasta 1/128 existe
presencia de esta bacteria.

En cuanto a la evaluacion del efecto antibacteriano revelan que la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), para E. coli, fue de 13.58mg/mL, para S.
aureus, de 27.59mg/mL y para P.aeruginosa de 122.15mg/mL. La Concentracién
Minima Bactericida (CMB) para E. coli fue de 855mg/mL, para S.aureus y P.

aeruginosa fue de 285 mg/mL
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CONCLUSIONES

La concentracion del aceite esencial Citrus limén L. Osbeck fue de

0,315% (V/p).

Las caracteristicas fisicoquimicas para el aceite esencial Citrus limon (L)
Osbeck es: soluble en disolventes ligeramente polares, densidad (20°C)
0,8707 g/mL, indice de refraccion (20°) 1,4783, rotacidon Optica 59,3
grados/dm.g/mL, indice de carbonilo 2,43 mg KOH/g de muestra, indice

de saponificacion menor a 0,01, indice de acidez 7,55 (mg KOH/q)

El andlisis de la composicién quimica del aceite esencial de Citrus limén
(L) Osbeck segun la cromatografia de gases-espectrometria de masas dio
como resultado la identificacion de 28 componentes, que representan el
96.13 % del total de aceites volatiles donde limoneno es el componente de
mayor porcentaje 30,16% seguido del y-terpinenocon 12,41%, B-pineno
12,3%, p-cimeno 10,65%.

La CMB o el efecto bactericida frente a Escherichia coli se presenté a una
dilucién de 1/2 es decir 855g/mL a las 24 y 48 horas, en Staphylococcus
aureus se presento a la dilucién de 1/4 es decir a 285 mg/mL alas 24 y 48
horas y para pseudomonas aeruginosa se presento a una dilucion de 1/4
es decir 285mg/mL alas 24 y 48 horas. Por tanto el aceite esencial citrus
limén (L) Osbeck tiene efecto antimicrobiano frente a las tres cepas ATCC

utilizadas en esta investigacion.
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RECOMENDACIONES

1. Desarrollar el efecto antimicrobiano frente a otros microorganismos ya que
pueden considerarse para aplicaciones futuras.

2. El uso del Citrus limén (L)Osbeck procedente de la Regién Cusco, Provincia
de La Convencidn, Distrito de Echarate Illapani — Palma real debe ser utilizado
con racionalidad para preservar la especie.

3. Después de haber hecho todos los analisis de rigor se puede decir que el
aceite esencial Citrus limon (L) Osbeck procedente de la Regidon Cusco,
Provincia de La Convencion, Distrito de Echarate lllapani — Palma real es un

antimicrobiano que puede ser utilizado en la industria alimentaria
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Anexo 1: Matriz de Consistencia

Problema general

Objetivo general

Hipotesis

Variables e indicadores

Metodologia- Tipo de
investigacion

¢, Cual es la composicion
quimica aceite esencial
del Citrus limon (L)
Osbeck y su efecto
antimicrobiano sobre las
cepas de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia
coli?

Problemas especificos
¢ Sera posible obtener
una concentracion
favorable del aceite
esencial Citrus limén (L)
Osbeck para determinar
Su composicion quimica?
¢ Cudles son las
caracteristicas
fisicogquimicas del aceite
esencial Citrus limén (L)
Osbeck ?

¢Cual serala
composicion quimica del
aceite esencial Citrus
limén (L) Osbeck ?

¢ Cudl sera su efecto
antimictobiano sobre las
cepas de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia
coli ?

Determinar la
composicién quimica y su
efecto antimicrobiano del
aceite esencial Citrus
limon (L)Osbeck

sobre las cepas ATCC
deStaphylococcus
aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia
coli

Objetivos Especificos
Determinar la
concentracion del aceite
esencial Citrus limén (L)
Osbeck por el método de
hidrodestilacion en
trampa de Clevenger
Caracterizar las
propiedades fisico-
quimicas del aceite
esencial Citrus limén (L)
Osbeck, considerando
parametros: solubilidad,
densidad, indice de
refraccion, polarimetria,
indice de carbonilo,
indice de saponificacién
y indice de de acidez.
Determinar la
composicion quimica
porcromatografia de
gases-espectometria de

El aceite esencial Citrus
limon (L) Osbeck tiene
una composicion quimica
que le confiere
propiedades
antimicrobianas y es
efectivo contra las cepas
ATCC de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia
coli lo que lo convierte en
un potencial conservante
natural en la industria
alimentaria

Variable Independiente
Aceite esencial de las
cascaras de Citrus limén (L)
Osbeck
Variable Dependiente
Actividad antimicrobiana frente
alas cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa
ATCC9027 y Escherichia coli
ATCC 8739
Indicadores

Aceite esencial

en

concentraciones

de 100%, 75%,

50%, 25%,

12.5% diluidas

en etanol

absoluto.

Medicién del

diametro de

halos de

inhibicién (mm)

Hidro destilacion — trampa
de Clevenger para la
obtencién del aceite
esencial Citrus limén (L)
Osbeck

Activacion de cepas ATCC,
Determinacion de la
concentracién minima
inhibitoria, Determinacion
de la concentracién minima
bactericida Sensibilidad
antimicrobiana segun
método de pozo excavado
Tipo de Investigacion
Experimental Explicativa
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masa de la fraccion
volétil del aceite esencial
Citrus limon (L) Osbeck.
Evaluar el efecto
antimicrobiano del aceite
esencial citrus limon (L)
Osbeck a diferentes
concentraciones frente a
las cepas ATCC
Staphylococcus aureus,
Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia
coli comparados con
patrones de trimetropin,
oxacilina, ampicilina 'y
ciprofloxacino a travez de
la CMI, CMB'y
sensibilidad
antimictobiana por el
método de pozo
excavado.
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Anexo 3: indice de carbonilo

UNE 84162 - ACEITES ESENCIALES

(Determinacion el indice de carbonilo — Método de la hidroxilamina libre)

C. Procedimicnto para la determinacién del contenido de carbonlle exprevado
como citral

. Preparacién Seluciones Alcobolicm: A partir de alcobol de 9 GL

proparar  una deolucion para concentraciones de &0°GLY 95°GL, empleando
para s modicsin un alcobolimetro

Preparacidn Soluckén KOH 0.3 N: Bsa preparacion o distints para bos
acoiies exenciabes ya que b normalidad (0.5 N) o alcanzada por adicwon de
Etanol 3 60°GL. En uma fioks de 250 mi agregar la cantidad de hidniido de
potiesto (en kemteyas ) ¥ aforar com la solucwn de ctanol ya preparada.
Preparaciin Selucion de clorhidrate de hidronilamina: S¢ pesaron 3.6 ¢
de cloruro de hadronilamuna, of cual fue agregado en una fiola de 100 ml,
postenos 2 esio s adiciono 39,25 mil de agua destilada, despuds se afond con

aloobol de 95°, quadsado preparads para la valoracion,

4. Preparacion de la muestra de acelte esenclal Cutdadosamente s midio

-~

con exactitid Iml de aceie esncial de herba lulsa en wna pipeta, ¢l
contenido se agrego en un matnz de 200 mi Se whaden 10 ml de
solucion de clorhidrao de hidroxiloming y unas gotas de los indicadones sl
de Bromofenol y narnga de¢ metileno

Valorackon:La moestra de aceite esencial se valora con KOH 0.5 N, dando
un movimiento ciecular ol matrae para apreciar ¢l virnje hasta un cambio de
wolor verde,

Los calculos son los sigulentes:

Cltral (') = 10,0761 x IVKOH 5 TKOH ) x 100
Dondy:
Fovolumen de KOH gastadon
S ctor de corvecclon
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Anexo 4. Saponificacion

41.1.18
AOAC Official Method 920.160
nification Number
(Koettstorfer Number) of Oils and Fats
Titrimetric Method
Final Action

A. Reagent

Alcoholic potassium hydroxide solution [JAOAC 19,
427(1936)] —( ) Reflux 1.2 L alcohol 30 mumn in disnlhing flask with
10 g KOH and 6 g granulated Al (or Al foil). Distil and collect 1 L
after discarding first 50 mL. Dissolve 40 g KOH in this 1 L alcohol,
keeping temperature <15° while dissolving alkali. Keep solution in
glass-stoppered bottle. Or, (2) crush 40 g KOH 1 185 mm mortar.
Add 45 g granulated CaO and gnnd mixture to powder. From 1 L
alcobio] add 100 mL to mortar and transfer to flask, nusing mortar

with several more portions. Add remainder of alcohol to flask,

shake mixture 25 min, and mvert beaker over neck of flask. Repeat
shaking several imes during day. Next moming filter solution mto
clean, dry, glass-stoppered bottle.
B. Determination

Accurately weigh ca 3 g filtered sample wto 250-300 mL Erlen-
meyer. Pipet 50 mL alcoholic KOH solurion into flask, draimng pipet
defimte time. Connect flask with air condenser and boil until fat is
completely saponified (ca 30 mmn). Cool, and titrate with 0.5VHCI,
936.15 (see A 1.06), using phenolphthalem. Conduct blank deternu-
nation along with that on sample, using same pipet for measunng
KOH solution and drauning same time.

Calculate sapomficanion number (mg KOH required to sapomfy
1 g fat) = 28.05 (B- S)'g sample

where B=mL 0.5 HCI required by blank and §=mL 0.5V HCI
requured for sample.
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Anexo 5: indice de Acidez

33.6.08
AOAC Official Method 969.17
Acid Value of Butterfat
Titrimetric Method
First Action 1969
Final Action 1974

IDF-ISO-AQAC Method
Codex-Adopted—AOQAC Method®

A. Definition and Principle
Acid value of fat from butter = mg KOH required to neutralize 1

g fat. Fat separated by melting butter, 15 disselved in alcohol-ether
muxmire, and tirated with standard alkali.

B. Reagents

(a) Alcoholic potassium hydroxide standand solution—0.1N
Use absolute alcohol or alcohel denatured with methanol.

(b} Alcohal-ether mivture—Equal vohmmes alechel {or aleohol
denatured with methancl) and ether. Add 0.3 mL phenelphthalen
solution, (¢)/100 mL mixture and add alcohohic KEOH solufion, (a),
to famt pik.

(e} Phenojphthalein solution—1%: m alcohol or alechel dena-
tured with methanol.

C. Determination
Weigh, to nearest mg, 3-10 g well-muxed sample| 920.118( (soe
33.6.07), mto 230300 mL Erlenmever. Add 50-100 mL alcohol-ether
nuxture and 0.1 ml phenolphthalem solugon. Tirate with 0.1V alco-
holic KOH unnl permanent famt pimk appears and persists for 10 s,
Acid value = mL aleoholic KOH solution x nermality alechelic

KOH sclution x 56.1/g sample. Dufference between dupheate deter-
nunations should be 0.1 mz KOH/z fat.

Reference: JAOAC 52, 233, 394(1969).

* Adopted as a Codex Feference Method (Tyvpe II) for titrimety of fat
acidity in mulkfat products & butter.
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Anexo 6: Registro fotografico

. Fotografia 3. cascara de Citrus limén L
Fotografia 1. Muestra recolectada Osbeck

Fotografia 2. Picado y secado de las

cascaras de limon arrastre de vapor Fotografia 4. Equipo de destilacion por

Clevenger
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Fotografia 5. Vial para guardar el aceite Fotografia 6. Equipo de CG-E
esencial a 4°C

Fotografia 7. Cromatograma en el equipo de CG-EM
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Fotografia 10. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente a Escherichia coli
ATCC 873
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Fotografia 11. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Fotografia 12. Efecto bacteriostatico de aceite esencial de Citrus limon (L.) frente a

S. aureus
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Fotografia 13. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027

Fotografia 14. Concentracién Minima Bactericida (CMB) o Efecto Bactericida frente
a Escherichia coli ATCC 8739
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Fotografia 15. Concentracion Minima Bactericida (CMB) o Efecto Bactericida frente

a Staphylococcus aureus ATCC 6538

Fotografia 16. Concentracién Minima Bactericida (CMB) o Efecto Bactericida frente

a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
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Fotografia 17. Halos de inhibicion de la actividad antimicrobiana in vitro de aceite

esencial de Citrus limon (L.) frente a Escherichia coli ATCC 8739

Fotografia 18. Halo de inhibicion de aceite esencial de Citrus limon (L.) frente a E.

coli ATCC 8739
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Fotografia 19. Halos de inhibicion de la actividad antimicrobiana in vitro de aceite
esencial de Citrus limon (L.) frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538

Fotografia 20. Halo de inhibicion de aceite esencial de Citrus limon (L.) frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Fotografia 21. Halos de inhibicion de la actividad antimicrobiana in vitro de aceite

esencial de Citrus limon (L.) frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Fotografia 22. Halo de inhibiciéon de aceite esencial de Citrus limon (L.) frente a

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
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Prueba de normalidad

Tabla 28 Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

residuos de
residuos de ANOVA 1 | residuos de ANOVA 2 ANOVA 3
N 18 18 18
Parametros  Media 0.00056 0.00056 -0.00056
b

normales®®  “pogy 1.02994 1.02900 1.02918

Desviacion
Maximas Absoluto 0.193 0.218 0.203
diferencias  pgjiiy g 0.188 0.161 0.199
extremas

Negativo -0.193 -0.218 -0.203
Estadistico de prueba 0.193 0.218 0.203
Sig. asintética(bilateral) ,125¢ ,074¢ ,008¢




