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RESUMEN



La especie vegetal Citrus sinensis variedad Valencia Late, es una planta originaria de las
regiones tropicales y subtropicales. Es uno de los cultivos mas importantes del mundo
por la elevada demanda del fruto y derivados. El presente trabajo de investigacion tuvo
como objetivo evaluar la actividad antioxidante y efecto antibacteriano del aceite
esencial de céascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late. La extraccion del aceite
esencial se realizé por destilacion por arrastre a vapor de agua. El efecto antibacteriano
se evaluo contra las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 12228 siguiendo el método por difusion en agar y la actividad antioxidante fue
determinado por el método del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl). Para los
resultados en el efecto antibacteriano se utilizd prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis debido a que las dispersiones observadas en los grupos no fueron homogéneas.
También se realizaron comparaciones multiples usando la técnica de Games Howell.
Respecto a la actividad antioxidante en el aceite esencial de cascaras Citrus sinensis
variedad Valencia Late se determind el IC50 (concentracion minima necesaria para
inhibir al 50% el DPPH) mediante un ajuste de regresion lineal. Los resultados fueron
ilustrados mediante diagramas de barras y graficos de cajas. EIl rendimiento de
obtencion del aceite esencial fue de 1,14%. En la evaluacion del efecto antibacteriano
contra Staphylococcus aureus se reportod un halo de inhibicién de 13,5; 13,30 y 13,0 mm
para las concentraciones de 70; 50 y 30% del aceite esencial de céscaras de Citrus
sinensis variedad Valencia late respectivamente y el efecto antibacteriano contra
Escherichia coli evidencidé halos inhibicion de 7,9; 7,6 y 7,1 mm para las
concentraciones de 70; 50 y 30, %. Se utiliz6 sulfadiazina de plata al 1% como control
positivo, reportando halos de inhibicion de 16 y 7,6 mm para S. aures y E. coli,
respectivamente. El ICso para el aceite esencial de cascaras Citrus sinensis variedad
Valencia late fue de 49,87 ug/mL y para el estdndar Trolox (&cido-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) fue de 2,523 ug/mL. Se concluye que el aceite esencial
de Citrus sinensis variedad Valencia Late presenta efecto antibacteriano frente a las dos

cepas evaluadas y actividad antioxidante frente al radical DPPH.

Palabras clave: actividad antioxidante, antibacteriana, aceite esencial, Citrus

sinensis variedad Valencia Late.

ABSTRACT



The plant species is Citrus sinensis variety Valencia Late; it is a plant native to
tropical and subtropical regions. It is one of the most important crops in the world
due to the high demand for the product and derivatives. This research work aimed
to evaluate the antioxidant and antibacterial effect of the essential oil of Citrus
sinensis variedad Valencia Late peels. The essential oil was extracted by steam
distillation. The antibacterial effect was evaluated against the bacteria
Staphylococcus aureus and Escherichia coli following the agar diffusion method
and the antioxidant activity according to the DPPH radical method (2,2-diphenyl-
I-picrylhydrazyl). For the results in the antibacterial effect, the non-parametric
Kruskal Wallis was used because the dispersions observed in the groups were not
homogeneous. Multiple comparisons were also made using the Games Howell
technique. Regarding the antioxidant activity in the essential oil of Citrus sinensis
variety Valencia Late peels, the IC50 (minimum concentration necessary to inhibit
DPPH by 50%) was determined by means of a linear regression adjustment. The
results were illustrated by bar charts and box plots. The yield of obtaining the
essential oil was 1.14%. In the evaluation of antibacterial activity against
Staphylococcus aureus an inhibition halo of 13.5 was reported; 13.3 and 13 mm
for quantities of 70; 50 and 30% of the essential oil of Citrus sinensis variedad
Valencia Late (orange)respectively and the antibacterial activity against
Escherichia coli evidence halos inhibition of 7.9 ; 7.6 and 7,1 mm for the
variables of 70; 50 and 30% Plant sulfadiazine was considered 1% as a positive
control, reporting inhibition halos of 16 and 7.6 mm for S. aures and E. coli,
respectively. The IC50 for the essential oil of Citrus sinensis variedad Valencia
Late was 49.870 ug / mL and for the standard Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) was 2,523 ug / ml. It is concluded that the
essential oil of Citrus sinensis variedad Valencia Late presents antibacterial effect
against the two strains evaluated and antioxidant activity in against the DPPH

radical.

Keywords: antioxidant activity, antibacterial, essential oil, Citrus Sinensis variety

Valencia Late
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I. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

En la actualidad, los aceites esenciales tienen propiedades beneficiosas para la salud,
existiendo un incremento en su demanda en aplicaciones farmacéuticas y médicas. A
diferencia de la mayoria de medicinas y medicamentos convencionales, los aceites
esenciales comunmente no tienen efectos secundarios importantes, ademas la creciente
inclinacion de los consumidores hacia productos naturales y organicos también esta
llevando a un mayor uso de aceites esenciales en cosméticos, alimentos y bebidas. Se
estima el uso actual de mas de 250 tipos de aceites esenciales, por un valor aproximado
de 1,2 billones de ddlares que se comercializan anualmente en el mercado internacional.
La produccion mundial para los aceites esenciales esta estimada en 226 900 toneladas, y

se provee aumentar un 8,6% en el periodo comprendido entre 2019 a 2025".

El uso de varios agentes antibacterianos a dosis elevadas puede causar toxicidad en
humanos. Esto ha llevado a los investigadores a descubrir nuevas moléculas clave
contra las cepas bacterianas. En este sentido, los aceites esenciales de plantas y sus
principales componentes quimicos son candidatos potenciales como agentes
antibacterianos. Se ha informado que varios tipos de aceites esenciales y sus
componentes quimicos principales de varias plantas medicinales y aromaticas poseen

una amplia gama de potenciales inhibidores bacterianos?.

El Peru ocupa el cuarto lugar en produccion de citricos después de Brasil, Sudafrica y
Argentina. El 10% de los citricos producidos en el Peru se exportan, es decir, que el
90% se consume en el mercado nacional. La produccioén nacional de jugos, néctares y

refrescos tuvo un crecimiento de 375 800 toneladas métricas para fines del afio 2014,

En los ultimos afios, negocios como las juguerias estan en crecimiento en diversas
partes del Peru. Tanto la industria de citricos como de juguerias conllevan a la
generacion de residuos orgénicos tales como flavedos o cascaras, de diversos citricos

que terminan siendo desechados, sin embargo, estos flavedos tienen un alto contenido
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de sustancias aromaticas que permitirian desarrollar subproductos como los aceites

esenciales®.

Los aceites esenciales contienen compuestos fendlicos a los cuales se les atribuye

propiedades antisépticas, bactericidas y antioxidantes.’

La aparicion de cepas resistentes a los antibidticos comerciales en los Gltimos tiempos,
estd creando la necesidad de buscar otras estrategias o alternativas para combatir las

infecciones causadas por microorganismos®.

La produccion industrial del aceite esencial a partir de residuos, contribuye al
aprovechamiento de los desechos reduciendo el problema ambiental de residuos so6lidos,
a su vez permitiria ahorrar al pais divisas que son invertidas en la importacion de aceites

esenciales y generar una cadena productiva con valor agregado’.

En nuestra ciudad la cédscara de naranja es desechada a convertirse en basura. La
necesidad de proteger al medio ambiente y mantenerlo intacto, enfoca la reutilizacion de
productos organicos de desecho, como la cascara de los citricos del cual se puede

obtener aceite esencial.
Por lo anteriormente mencionado existe la necesidad de explorar la reutilizacion,
aprovechamiento de céscaras y evaluar su actividad antioxidante y antibacteriana frente

a bacterias Gram negativos, Gram positivos generando nuevas alternativas de

tratamientos a infecciones producidas por este tipo de microorganismos.

1.2. Formulacion del problema

(El aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late, tendra

actividad antioxidante y efecto antibacteriano?

1.3. Justificacion
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En el Pert, la acumulaciéon de residuos soélidos y organicos se ha convertido un
problema de salud publica, las mismas que conllevan a diferentes enfermedades y
mayor contaminacion ambiental. Los antioxidantes son compuestos los cuales pueden
inhibir o retardar la oxidacion de otras moléculas frenando la iniciacion y/o propagacion
de las reacciones en cadena de los radicales libres y las enfermedades bacterianas este
hecho ha impulsado a encaminar una busqueda de nuevos productos terapéuticos ante la

necesidad de proteger al medio ambiente y mantenerlo intacto'™.

Ello nos enfoca al uso de productos orgénicos de desecho como las céscaras de los
citricos la cual contienen el aceite esencial, conformado por metabolitos secundarios,
dichos compuestos han atraido la atencion a nivel industrial debido a su actividad

antioxidante y efecto antibacteriano?®.

Actualmente, la demanda de los aceites esenciales es incipiente en el Pert, por las altas
caracteristicas de calidad exigidas al producto y el alto nivel de integracion a base de
investigaciones cientificas para tener con la cadena de valor. Por lo cual este trabajo
propone la disminucién de residuos orgédnicos y productos derivados aprovechables,
permitiendo contar con un recurso natural alternativo con propiedades antioxidantes y
tratamiento de infecciones producidas por bacterias a partir de un producto natural e

inocuo para la salud’.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo General

e Evaluar la actividad antioxidante y efecto antibacteriano del aceite

esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late.

1.4.2. Objetivos Especificos:

e Obtener el aceite esencial de cascaras de Citrus Sinensis variedad Valencia

Late por el método de destilacion por arrastre de vapor.

e Determinar por andlisis cualitativo la presencia de metabolitos secundarios

en el aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late.
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e Determinar la actividad antioxidante del aceite esencial de cascaras de

Citrus sinensis variedad Valencia Late por el método de DPPH.

e Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de cascaras de
Citrus Sinensis variedad Valencia Late frente a Staphylococcus aureus, in

vitro.

e Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de cascaras de Citrus

Sinensis variedad Valencia Late frente a Escherichia coli, in vitro.

1.5. Variables

1.5.1. Variable independiente

El aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late.

1.5.2. Variable dependiente

La actividad antioxidante y efecto antibacteriano del aceite esencial de céscaras

de Citrus sinensis variedad Valencia Late.

1.6. Hipaotesis

El aceite esencial de céascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late presenta

actividad antioxidante y efecto antibacteriano.
II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes Nacionales

Porras Katia. (2019), Tesis: Determinacion de la composicién quimica y evaluacion de

la actividad antibacteriana sinérgica in vitro de la asociacion de dos aceites esenciales
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del género Citrus de la zona de Chanchamayo. La investigacion tuvo como objetivo
determinar la composicién quimica y evaluar la actividad antibacteriana sinérgica de
dos aceites esenciales, Citrus sinensis L. Osbeck “naranja valencia” y Citrus japonica
Thumb. “naranja enana”. La extraccion de los aceites esenciales a partir del flavedo se
realizo por destilacion arrastre de vapor de agua obteniéndose. La determinacion de los
compuestos quimicos se realizd por el método de Cromatografia de Gases /
Espectrometria de Masas (CG/EM). La determinacion de la actividad antibacteriana
individual in vitro se realizd6 mediante microdilucion colorimétrica. Como resultado se
obtuvieron los rendimientos fueron de 0.36 y 0.12 % v/p para Citrus sinensis L. Osbeck
y Citrus japonica Thumb, respectivamente siendo los componentes con mayor
abundancia en el cromatograma de identificacion: D-Limoneno, -Mirceno y a-Pineno
para ambos aceites esenciales. Se concluye que el aceite esencial demostrd actividad
significativa frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, Staphylococcus aureus cepa-clinica y Staphylococcus epidermidis cepa-
clinica. La investigadora concluye que las cepas que tuvieron resultados significativos a
la actividad antibacteriana individual evidencia sinergismo mediante el indice de

concentracion®.

Guillermo Villa. (2017), Tesis: “Composicion quimica del aceite esencial de Citrus
paradisi “Toronja”, actividad antioxidante y determinacion de la actividad
antibacteriana frente a Streptococcus mutans”. El objetivo de la investigacion fue
determinar la composicion quimica del aceite esencial de Citrus paradisi Macfad.
“toronja”, actividad antioxidante y antibacteriana in vitro frente a Streptococcus mutans.
Segun la metodologia el aceite esencial se tratd en un sistema de hidrodestilacion por
arrastre de vapor de agua a temperatura y presion controlada, realizandose asimismo el
analisis preliminar del aceite esencial y sus propiedades fisicoquimicas. El andlisis
cualitativo de la composicion quimica realizado en Cromatografia de Gases/
Espectrometria de Masas (CG/EM), la actividad antioxidante mediante el uso de los
radicales DPPH- ABTS vy la actividad antibacteriana mediante difusion en agar. Como
resultado el rendimiento de 0,13 mL% v/p, se destacan los siguientes componentes
quimicos en el aceite esencial: dieciséis monoterpenos, cinco sesquiterpenos, dos acidos
organicos, cuatro aldehidos, un éster, cinco hidrocarburos, un fenilpropanoide. Se
concluye que el aceite esencial de Citrus paradisi Macfad no posee actividad

antioxidante frente al patron estandar de Trolox®. La actividad antibacteriana frente a
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Streptococcus mutans ATCC 35668 se enfrent6 al 100, 50 y 25 % del aceite esencial,
utilizando el antibacteriano ciprofloxacino como control positivo. El aceite esencial
presenta baja actividad antioxidante y antibacteriana frente al Streptococcus mutans

ATCC 35668°.

Ochoa K y colaboradores en el afio 2015, realizaron la extraccion, caracterizacion y
evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Senecio graveolens
Wedd (Wiskataya). La investigacion tuvo como objetivo extraer, caracterizar y evaluar
la actividad antibacteriana del aceite esencial de Senecio graveolens Wedd (Wiskataya)
frente a Escherichia Coli y Staphylococcus Aureus ATCC 29923. Seglin la metodologia
las muestras (hojas y tallos) se recolectaron en el distrito de Puquio, provincia de
Lucanas, departamento de Ayacucho. El aceite esencial se obtuvo por destilacion por
arrastre con vapor de agua, a partir de las hojas y tallos desecados de S. graveolens. La
muestra extraida fue caracterizada a través de ensayos fisicos. La composicion quimica
del aceite se evalu6 mediante cromatografia de gas con detector de masa (CG-SM). La
actividad antibacteriana del aceite de S. graveolens se realizd por el método de difusion
en agar en pocillos, utilizando cepas de microorganismos Gram positivo como S. Aureus
y Gram negativo como E. Coli. Como resultados el aceite esencial presento un
rendimiento de 1,26 % (p/p), mostrd actividad antibacteriana marcada y moderada, para
S. Aureus y E. Coli, respectivamente, observandose formacion de halos de inhibicion
para concentraciones del aceite esencial a 80, 90 y 100 %. Se concluye que esta
investigacion con el método de difusiébn en agar en pocillos, utilizando cepas de
microorganismos como S. Aureus y E. Coli las mismas a usar en nuestra investigacion,

pero con diferentes concentraciones'”.

Mercado M y colaborares en el afio 2014, en la Universidad Nacional de Trujillo
estudiaron la ssensibilidad de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus a
concentracion de aceite de Citrus reticulata variedad Satsuma “mandarina”. El objetivo
de la investigacion fue estudiar la actividad antibacteriana del aceite esencial de
mandarinas obtenidas de las céscaras (flavedo) frente a Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus Aureus, para lo cual se utiliz6 diferentes concentraciones del aceite de
Citrus reticulata. Segun su metodologia el aceite se obtuvo por destilacion por arrastre
con vapor de agua a partir del flavedo de la mandarina. Para determinar la sensibilidad

antibacteriana se emplearon cultivos de S. Aureus y de P. aeruginosa. La

6



At

Universidad
Norbert Wiener

susceptibilidad de estos microorganismos se evalud por el método de difusion en agar
usando concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100% del aceite esencial, como controles se
utiliz6 la Vancomicina y Ciprofloxacina para S. Aureus y P. aeruginosa,
respectivamente. Como resultado se evidencio que el S. Aureus y P. aeruginosa
presentaron mayor sensibilidad a las concentraciones 60, 80 y 100% de aceite de C.
reticulata var. Satsuma “mandarina”; P. aeruginosa es mas sensible a Ciprofloxacino
que a las concentraciones del aceite, mientras que S. Aureus presentdé mayor sensibilidad
a la concentracion del 100% de aceite que al control positivo de Vancomicina. Se
concluye que los cultivos de S. Aureus y P. aeruginosa evaluados son susceptibles a las
diferentes concentraciones ensayadas del aceite esencial obtenido de C. reficulata var.

Satsuma “mandarina” in vitro ''.

Juarez J y colaboradores en el afio 2010, estudié la composicion quimica, actividad
antibacteriana del aceite esencial de citrus Sinensis [. (naranja dulce) y formulacion de
una forma farmacéutica. El objetivo de la investigacion fue caracterizar los
componentes quimicos del aceite esencial de Citrus Sinensis L. (Naranja dulce), evaluar
su actividad antibacteriana y formular formas farmacéuticas, principalmente de uso
local. Segun su metodologia se utilizd un sistema de hidrodestilaciéon con arrastre de
vapor de agua; también se realizaron los ensayos de miscibilidad y determinacion de
constantes fisicas. La composicion quimica se determind por Cromatografia de
Gases/Espectrometria de Masa (CG/EM), la determinacion de la actividad
antibacteriana se realizd por el método de difusion en agar frente a Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis. Como resultado se destaca que el cromatograma
sefales espectrales de identificacioén en la elucidacion de limoneno, B-linalol, decanal,
mayoritariamente. Ademas, se demostro susceptibilidad antibacteriana significativas a
concentraciones de 100 y 50%, para Gram positivos; resultando negativo frente a
bacterias Gram negativos (Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa). Se concluye que el aceite esencial de Citrus Sinensis L. posee actividad

antibacteriana contra cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermis)'?.

2.1.2. Antecedentes Internacionales

Saquinga D. (2018), realizo la investigacion: “Evaluacion de la actividad antibacteriana

del aceite esencial de naranja (citrus Sinensis) sobre la cepa de Staphylococcus aureus”,
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El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial
de naranja (Citrus sinensis) sobre la cepa de S. aureus ATCC® 25904. Segun la
metodologia el aceite esencial se obtuvo mediante destilacion por arrastre de vapor de
agua a partir del flavedo de naranja, se determind la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI) por microdilucion en caldo. Como resultado, la inhibiciéon del crecimiento
bacteriano fue observada entre la concentracion al 30% y 50%, la prueba de sensibilidad
mostro resultados de inhibicion a partir de concentraciones al 50%, al presentar zonas de
inhibicion de 11,16 mm; 11,26 mm y 14,84 mm de halo. El investigador concluye que
los tratamientos al 50%, 70% y 90% son efectivos, siendo el 50% y 70% estadisticamente
iguales a un p =<0,05. La concentracion al 90% tiene mayor efectividad sobre la cepa

bacteriana Staphylococcus aureus'.

Argote V y colaboradores en el afio 2017, realizo la evaluacion de la capacidad
inhibitoria de aceites esenciales en Staphylococcus aureus y Escherichia coli. El objetivo
de la investigacion fue determinar la capacidad antibacteriana de tres aceites esenciales
(eucalipto, cascara de limén y mandarina ante Staphylococcus Aureus 'y Escherichia Coli
a través de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentraciéon minima
bactericida (CMB). Segtn su metodologia la actividad antibacteriana se evalu¢ utilizando
el método de microdilucion en caldo colorimétrico. Como resultados se hallaron los (CMI
y CMB 6,8 pL/mL ante Staphylococcus Aureus),( CMI y CMB 13,2 ul/mL ante
Escherichia Coli). Este estudio se describe la capacidad antibacteriana de dos especies
vegetales (cascara de limén y céscara de mandarina). Los investigadores concluyen que
los tres aceites esenciales tienen capacidad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, con mejores resultados del aceite esencial de eucalipto y cascara de

mandarina'®.

Ehigbai O y colaboradores, realizaron la investigacion titulada: "Actividades
fotoquimicas, antimicrobianas y antioxidantes de diferentes concentrados de jugo de
citricos” en el afio 2016. El objetivo de la investigacion fue evaluar la composicion
fitoquimica y las actividades antioxidantes y antimicrobianas de diferentes concentrados
de jugo de citricos comunmente disponibles en Nigeria. Segiin la metodologia los frutos
de uva, mandarina, limon y lima fueron cortados y extraidos con un extractor de jugo. La
actividad antioxidante fue evaluada mediante el ensayo de DPPH y la actividad
antimicrobiana se realiz6 mediante el método de difusion en agar con pozos contra cinco

bacterias (Staphylococcus Aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
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Escherichia Coli y Salmonella spp.) y tres hongos (Candida albicans, Aspergillus niger y
Penicillium spp. Como resultados la composicion fitoquimica de los concentrados de jugo
de citricos reveld la presencia de alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides,
saponinas, glucosidos cardiacos y azucares reductores. En las concentraciones estudiadas,
el 4cido ascorbico tiene una inhibicion significativamente mayor del radical DPPH en
comparacion con los concentrados de jugo. Las cepas Gram positivas mostraron valores
de susceptibilidad més altos que las cepas Gram negativas. Staphylococcus
Aureus registrd zonas de inhibicion de entre 10 y 20 mm. Enterococcus faecalis tenia
zonas de inhibicion de 8 mm. Los investigadores concluyen que los zumos de las frutas
de uva, mandarina, limén y lima presentan actividad antioxidante y antibacteriana contra

las cepas Gram positivias'®.

Muioz M y Gutierrez M en el 2016 realizaron la investigacion titulada: “Determinacion
de actividad antioxidante de diversas partes del arbol Nicotiana Glauca”. La
investigacion tiene como objetivo determinar la actividad antioxidante de 4 partes del
arbol Nicotiana Glauca. Segun su metodologia, se prepararon los extractos metanolicos
mediante maceracion exhaustiva durante una semana, de la misma manera se prepararon
los extractos alcaloideos siguiendo las técnicas convencionales. La evaluacion de la
actividad antioxidante se realizd siguiendo los protocolos del radical DPPH. Como
resultados los rendimientos de extracto fueron de 0.418; 0.7817; 0.628: 0.318; 0.462;
1.2094 y 1.619% (p/p), para semilla, tronco, flor, tallo, raiz, hoja y corteza.
Respectivamente, ademas la actividad antioxidante fue mayor para las flores y mejor para
la semilla. En conclusion, la actividad antioxidante preliminar de raiz, tallo, flor y semilla
es dependiente de la concentracion del extracto, ademas el extracto de flor presentd la

mejor actividad antioxidante'®.

Guerra y colaboradores en el afo 2014, en la Universidad del Zulia de Venezuela,
realizaron el estudio denominado “Actividad antibacteriana del aceite esencial de cortezas
de naranja (Citrus Sinensis) var. Valencia frente a microorganismos gram positivos y
gram negativos”. El objetivo de la investigacion fue determinar actividad antibacteriana
del aceite esencial de cascaras de naranja frente a Escherichia Coli y Pseudomona
aeruginosa (Gram negativos) y Staphylococcus Aureus, Listeria monocytogenes (Gram
positivos). Segun su metodologia el aceite esencial se obtuvo mediante un sistema de
hidrodestilacion a partir de las cortezas de naranjas cultivadas en el municipio Bejuma,

estado Carabobo, Venezuela. Se evalu6 la susceptibilidad antimicrobiana por difusioén en
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discos de Bauer—Kirby a concentraciones del aceite esencial a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 y 100%, diluidas en etanol absoluto. Como resultados las bacterias E. Coli y P.
aeruginosa presentaron una concentracion minina inhibitoria (CIM) de 10 y 9%, mas no
resultd sensible frente a bacterias Gram positivas. Los investigadores concluyen que el

aceite esencial de naranja presenta elevada actividad antibacteriana contra E. coli, y

moderada actividad contra P. aeruginosa'’.

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Clasificacion taxonomica Citrus Sinensis variedad Valencia Late.

La clasificacion fue realizada por el Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, se tom6 en cuenta el sistema de clasificacion de
Cronquist (1988), la especie vegetal Citrus sinensis L. tiene la siguiente posicion
taxonomica tal como indica la Constancia de Clasificacion (ANEXO1), La
identificacion fue realizara por el bidlogo Mg. Asuncion Cano Echevaria jefe del

Herbario de la UNMSM (C.B.P. N° 5739)
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : ROSIDAE
ORDEN : SAPINDALES
FAMILIA : RUTACEAE
GENERO : Citrus

ESPECIE : Citrus sinensis Linn Osbeck
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Figura 1. Fruto de Citrus sinensis variedad Valencia Late .

2.2.2. Descripcion botanica de Citrus sinensis variedad Valencia Late.

La naranja Citrus sinensis Linn Osbeck (variedad Valencia late) es uno de los cultivos
mas importantes del mundo; Se utiliza principalmente para la extraccion y consumo de
su jugo fresco. Ademas, debido a los compuestos quimicos presentes en sus
subproductos y desechos, la naranja de esta variedad ha sido objeto de investigaciones
en busca de posibles aplicaciones, como aditivos alimentarios, antioxidantes,
antimicoticos y antibacterianos naturales. Ademas, debido a su relevancia global, se han
desarrollado muchas especies diferentes que dan como resultado frutos con diferentes
caracteristicas taxondmicas, morfologicas y de composicion. La naranja (C. sinensis
variedad Valencia Late) pertenece a la familia Rutaceae que contiene alrededor de 1700

especies; la mayoria de éstas especies se pueden encontrar en Africa'®,

Es un arbol hibrido originario de India, Vietnam y el sudeste asiatico, es de tamafio
mediano (7-10 m), contiene semillas y con corona ancha, posee hojas brillantes y flores
blancas bisexuales, el fruto es redondo de aproximadamente 6-10 cm de didmetro con
una cascara ligeramente rugosa, el fruto surge a través del crecimiento y desarrollo de
un ovario que consiste en 8—16 carpelos agrupados y unidos al eje floral, que forma el
nicleo de la fruta. Los carpelos forman l6culos, o segmentos, en los que crecen las
semillas y los sacos de jugo (vesiculas). El pericarpio (corteza o cascara) se divide en
exocarpio o flavedo, y mesocarpio o albedo. El flavedo consiste en las capas de tejido
mas externas, que tienen una epidermis y células de parénquima cubiertas de cuticulas.
El flavedo es la parte externa de color y el albedo es el interno, incoloro (blanco) o, a

veces con partes tefiidas comiinmente denominadas naranjas de sangre'*-2°.

2.2.3. Distribucion geografica de Citrus sinensis

Se cree que las diversas especies del género Citrus se originan en las regiones tropicales

y subtropicales del sudeste asiatico. La primera especie de citricos conocida por la
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civilizacioén europea fue la cidra, como lo menciona alrededor del afio 310 AC. Muchos
siglos después, el resto de las especies de citricos se conocieron en Occidente. Los
exploradores portugueses introdujeron las naranjas al sur de Europa siguiendo los pasos
de la expedicion de Vasco. La naranja se extendié de China a la costa este de Africa y
luego a Europa, poco después de que comenzara la era cristiana, presumiblemente en
Italia. A principios del siglo XVI, la naranja estaba bien establecida y tenia una gran
importancia comercial en el sur de Europa. Las rutas comerciales arabes, la expansion
alrededor del mar Mediterraneo y las cruzadas fueron los eventos clave que mas
contribuyeron a la expansion de la naranja en estas areas. En Estados Unidos, las
naranjas se introdujeron a mediados del siglo XVI después de ser muy valoradas por los
europeos. En América, los misioneros difundieron el cultivo de naranja, y en la
actualidad se estima que es mayoritaria en los paises de Brasil, Estados Unidos y

Meéxico.

v
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Figura 2. Distribucion geografica de la produccion de los principales citricos

durante los afios 2007-2016.

2.2.4. Usos de Citrus sinensis variedad Valencia Late
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El citrico es un cultivo importante con una producciéon mundial estimada en 115
millones de toneladas por afio. Las naranjas, limones, toronjas y mandarinas representan
aproximadamente el 98% de los cultivares industriales®'. Los principales usos de los
citricos en las industrias alimentarias incluyen jugos frescos o bebidas a base de citricos.
Ademas, los citricos y los jugos son una fuente importante de compuestos bioactivos
que incluyen antioxidantes como el 4cido ascorbico, los flavonoides y los compuestos

fenolicos que son importantes para la nutricién humana??.

Aunque los citricos se usan principalmente para jugos y néctares, tiene un valor
econdémico significativo para su aceite esencial debido a sus compuestos aromaticos.
Debido a que el rendimiento de jugo de los citricos es menos de la mitad del peso de la
fruta, se produce una gran cantidad de desechos de subproductos cada afio. Se ha
propuesto que los subproductos citricos, principalmente el aceite esencial, podrian ser

fuentes de antioxidantes y antimicrobianos naturales®.

Esta fruta crea cantidades considerables de desechos o subproductos como céscaras,
semillas y pulpas que representan el 50% de la fruta procesada cruda. Estos
subproductos se consideran una fuente valiosa de ingredientes funcionales, como

flavonoides, fibras dietéticas y aceites esenciales*.

Varios estudios han demostrado las propiedades antibacterianas y antioxidantes de los
aceites esenciales de citricos, e informaron que existe una relacion entre los compuestos
quimicos de los aceites esenciales con estas propiedades. Aunque el uso principal de C.
sinensis L. es dar sabor a las bebidas, algunos investigadores indican la posibilidad de
explotar el aceite esencial de C. sinensis como un inhibidor efectivo de los hongos

biodegradables y contaminantes del almacenamiento en algunos cultivos®.

2.2.5. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos vegetales naturales muy interesantes y entre otras
cualidades poseen varias propiedades bioldgicas. El término "bioldgico" comprende
todas las actividades que estas mezclas de compuestos volatiles (principalmente mono y
sesquiterpenoides, benzenoides, fenilpropanoides, etc.) ejercen sobre humanos,
animales y otras plantas. La complejidad de estos productos naturales, las pruebas
toxicologicas o bioquimicas de un aceite esencial siempre sea la suma de sus

componentes que actuan de manera sinérgica o antagénica con unos y otros. Por lo
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tanto, la caracterizacion quimica del aceite esencial es muy importante para la

comprension de sus propiedades biologicas®.
2.2.5.1. Composicion quimica de los aceites esenciales

La investigacion con respecto a los compuestos aromaticos de la fruta de naranja se ha
llevado a cabo durante afios. Muchos investigadores han estudiado los compuestos
volatiles de esta fruta utilizando diversos métodos analiticos. Como resultado de estos
estudios, se han descrito mas de 200 compuestos como componentes del sabor de la
naranja. Los principales compuestos aromaticos encontrados en el jugo de naranja son
hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, ésteres y cetonas®’. Los aceites esenciales de
citricos, que previamente se habian descartado como desechos, son utilizados por la
industria alimentaria como agentes saborizantes, antimicrobianos y antioxidantes.
Debido a su gran importancia nutracéutica y econdomica, se han realizado numerosas
investigaciones destinadas a identificar la composicion quimica de los aceites esenciales
de diferentes especies de citricos. En el caso de la naranja C. sinensis L. la mayoria de
los estudios se han realizado con el aceite esencial obtenida de la céscara de diferentes
cultivos. La cascara de naranja contiene una gran cantidad de sustancias fragantes que
se aplican ampliamente para su procesamiento en aceites esenciales que se utilizan
comercialmente para aromatizar alimentos, bebidas, perfumes y cosméticos, entre otros.
La presencia de terpenos con trazas de componentes oxigenados imparte el aroma
caracteristico del aceite esencial de naranja y los aceites esenciales de céscara. Los
componentes volatiles presentes en cascaras de C. sinensis en gran medida terpenos.
Los hidrocarburos mono y sesquiterpénicos, junto con varios derivados oxigenados que
comprenden alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y epoxidos, también se encuentran

como compuestos principales®®.

En general, los componentes presentes en el aceite esencial de naranja se pueden
agrupar en cinco clases: monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos,

sesquiterpenos oxigenados y otros compuestos oxigenados?’.

El limoneno es el principal compuesto presente con un promedio entre el 71 al 95.1% en
el aceite esencial de naranja. Los componentes volatiles se pueden extraer mediante
destilacion al wvapor, hidrodestilacion o extraccion con fluido supercritico y se
caracterizaron por cromatografia de gases-espectrometria de masas. Se han identificado

cincuenta compuestos en el aceite esencial de la cascara C. sinensis L. entre ellos el
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limoneno, el a-pineno y el linalool fueron los mas comunes a todos los cultivos, dentro

de los cultivos estudiados®.

Sin embargo, cultivar no es el unico pardmetro que afecta la composicion quimica del
aceite esencial; depende de varios otros factores, como el medio ambiente, la etapa de
maduracion del fruto, el periodo de cosecha y el método de extraccion, entre otros. La
técnica comercial comun para producir aceites esenciales a partir de cascaras de citricos
se realiza mediante prensado en frio, un proceso que genera aceites que contienen
compuestos de furocumarinas, fotomutagénicos y fotocarcinégenos. Como
consecuencia, se han estudiado diferentes métodos de extraccion como hidrodestilacion,
destilacion por arrastre a vapor de agua, destilacion de vapor de microondas, y caida de
presion controlada con el objetivo de mejorar la extraccién y composicion del aceite

esencial 3°.

Aunque, los compuestos presentes en el aceite esencial de cascara de naranja se han
estudiado ampliamente, algunos autores informaron que los compuestos presentes en
otras partes de la fruta de naranja, por ejemplo, el jugo de naranjas, se identificaron un
total de 49 compuestos, con limoneno como componente principal, seguido de linalol,
terpinen-4-ol, B-mirceno, o-terpineol, octanal y y-terpinene. Mientras que el aceite
esencial de cascara de naranja contenia terpenos a niveles mas altos que los que se
encuentran en el jugo de fruta; el butanoato de etilo, el f-mirceno, el octanal, el linalool
y el decanal son responsables del aroma del jugo, mientras que el linalool, el a-pineno y

el decanal son responsables del aroma del aceite esencial de la cascara®.
2.2.5.2 Actividad antibacteriana de los aceites esenciales

Existe gran variedad de aceites esenciales, siendo los aceites esenciales de citricos los
que han ganado aceptacion en la industria alimentaria, ya que generalmente son
reconocidos por sus componentes principales como seguros y muchos productos toleran
su presencia. Hoy en dia, los aceites esenciales de citricos se aplican industrialmente a
muchos productos, incluidos alimentos y bebidas, asi como a cosméticos y
medicamentos, debido a su amplio espectro de actividades bioldgicas, como ser agentes

antibacterianos y antifiingicos efectivos®'.

La actividad antibacteriana del aceite esencial de naranja se atribuye principalmente a

los terpenos que constituyen la mayor parte de los aceites citricos. Aunque el limoneno
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es el componente principal de este aceite esencial, se ha informado que la actividad
antibacteriana del aceite esencial de C. sinensis es el resultado de la sinergia entre los
componentes presentes y en consecuencia, los efectos antibacterianos de este aceite
esencial no son uniformes entre las bacterias porque depende de los compuestos

presentes. Se ha probado la actividad antibacteriana de diferentes cultivos de C. sinensis
L32-33

Evaluaron seis cultivos diferentes de naranja contra bacterias patdgenas transmitidas por
los alimentos (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella entérica) y
descubrieron que los aceites esenciales activos de todos los cultivos eran més efectivos
contra bacterias Gram-positivas que Gram-negativas. Se ha informado de la capacidad
del aceite esencial de naranja para reemplazar los detergentes comerciales en la

superficie de los utensilios de cocina, por lo que es un desinfectante 3.

Se ha informado la capacidad del aceite esencial de C. sinemsis L. para inactivar
bacterias Gram negativas como Salmonella Typhimurium, Escherichia coli y Vibrio
parahahemolyticus inoculadas en superficies de acero inoxidable y plastico utilizando
emulsiones del aceite esencial de naranja; Estas bacterias generalmente sobreviven en

las superficies después de lavarlas con detergentes™.

Como la presencia de ciertos componentes fitoquimicos y sus interacciones definen la
actividad antibacteriana de los aceites esenciales, se ha evaluado la variacion de estos
compuestos debido a la etapa de maduracion de la planta y la capacidad antimicrobiana
de su aceite esencial. La actividad antibacteriana del aceite esencial de naranja vari
entre las etapas de maduracion, comparando el comportamiento de los compuestos
presentes en el aceite, el limoneno (el principal monoterpeno presente) no vari6 con la

etapa de maduracion®*

2.2.6. Antioxidantes y oxidantes

Se define actividad antioxidante de un compuesto cuando este tiene la capacidad de
inhibir la degradacion oxidativa, de este mod un antioxidante actia gracias a su
capacidad para reaccionar con radicales libres en cualquier etapa de su proceso de
propagacion. Es necesario distinguir entre actividad estabilizadora de radicales libres y
actividad antioxidante. La primera estd determinada por la reactividad de un

antioxidante frente a radicales libres, lo cual puede ser caracterizado por la velocidad de

16



|

Universidad
Norbert Wiener

esa reaccion. Y la segunda mide la capacidad para retardar la degradacién oxidativa
conllevando a una alta actividad de radicales libres, no siempre esta correlaciona con
una alta actividad antioxidante; en particular, algunos compuestos fendlicos sintéticos
presentan alta reactividad frente a radicales libres, pero muestran moderada actividad

antioxidante.
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Figura 3. Formacién de los radicales libres y el dafio que produce en el 4cido

desoxirribonucleico (ADN)
2.2.6.1 Métodos para evaluar la actividad antioxidante

Se utilizan varios métodos para investigar las propiedades antioxidantes y se utilizan en
diferentes tipos de muestras (dietas, extractos de plantas, antioxidantes comerciales,
etc.). A continuacion, se describira los métodos méas utilizados para evaluar la actividad

antioxidante.

2.2.6.1.1. Técnicas in vitro
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En la préctica diversas pruebas in vitro que se llevan a cabo para evaluar las actividades
antioxidantes de diversas muestras de interés, usan modelos de prueba y varian en
diferentes aspectos, por lo cual es dificil comparar completamente un método con otro.
Diversos investigadores tienen que verificar criticamente los métodos de analisis antes
de adoptar uno, para su proposito de investigacion. Generalmente las pruebas
antioxidantes in vitro utilizan trampas de radicales libres, que son relativamente
sencillas de realizar. Entre los métodos de eliminacion de radicales libres, se encuentran
el DPPH y el ABTS, estos ensayos son aplicables tanto para los antioxidantes polares
como para los apolares. Es importante tener en cuenta que uno puede optimizar el

método para servir a su objetivo experimental 3¢,
2.2.6.1.2. Método del radical DPPH

DPPH es una abreviatura comun para un compuesto quimico orgéanico 2,2-difenil-1-
picrylhydrazyl. Es un polvo cristalino de color oscuro compuesto de moléculas estables
de radicales libres. DPPH tiene dos aplicaciones principales, ambas en investigacion de
laboratorio: una es monitorear reacciones quimicas que involucran radicales y otra es un
estandar de la posicion e intensidad de las sefales de resonancia paramagnética de
electrones. DPPH es un radical bien conocido como una trampa ("carrofiero") para otros
radicales. Por lo tanto, la reduccion de la velocidad de una reaccion quimica tras la
adicion de DPPH se usa como un indicador de la naturaleza radical de esa
reaccion. Debido a una fuerte banda de absorcion centrada a aproximadamente 525 nm,
el radical DPPH tiene un color violeta intenso en soluciéon y se vuelve incoloro o
amarillo palido cuando se neutraliza. Esta propiedad permite el monitoreo visual de la
reaccion, y el nimero de radicales iniciales puede contarse a partir del cambio en la
absorcion Optica a 525 nm o en la sefial (EPR) Espectroscopia de Resonancia de

Paramagnetismo del DPPH?’.
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Figura 4. Curva espectral del radical DPPH en sus estados de oxidacion y

reduccion.

2.2.6.3. Método del radical cationico ABTS

Este método utiliza un espectrofotometro de matriz de diodos para medir la pérdida de
color cuando se agrega un antioxidante al cromoéforo azul-verde ABTS® (acido 2,2-
azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)). El antioxidante reduce ABTS® a
ABTS y lo decolora. ABTS® es un radical estable que no se encuentra en el cuerpo
humano. La actividad antioxidante se puede medir como se describe por Seeram et al.
(2006) Los cationes radicales ABTS se preparan agregando dioxido de manganeso
solido (80 mg) a una solucién madre acuosa 5 mM de ABTS (20 ml usando un tampon
Na / K 75 mM de pH 7). Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), un andlogo soluble en agua de la vitamina E, puede usarse como un
estandar antioxidante. Se construye una curva de calibracion estandar para Trolox a
concentraciones de 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 y 350 IM. Las muestras se diluyen
adecuadamente de acuerdo con la actividad antioxidante en Na / K buffer pH, 7. Las
muestras diluidas se mezclan con 200 1 de solucion de cation radical ABTS + en placas
de 96 pocillos, y se lee la absorbancia (a 750 nm) después de 5 minutos en un lector de
microplacas. Los valores de TEAC pueden calcularse a partir de la curva estdndar de

Trolox y expresarse como equivalentes de Trolox (en mM)?®,

A
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Figura 5. Curva espectral de diversas concentraciones del radical catidonico

ABTS en sus estados oxidados.

2.2.6.4. Ensayo de poder reductor antioxidante férrico (FRAP)

Este método mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el hierro férrico. Se
basa en la reduccion del complejo de hierro férrico y cloruro de 2,3,5-trifenil-1,3,4-
triaza-2-azoniaciclopenta-1,4-dieno (TPTZ) a la forma ferrosa a pH acido. Esta
reduccion se controla midiendo el cambio en la absorcion a 593 nm, usando un
espectrofotometro de matriz de diodos. El ensayo antioxidante puede realizarse
mediante el método desarrollado por Benzie y Strain (1999). Se mezclan tres mililitros
de reactivo FRAP preparado con muestra diluida; la absorbancia es medida a 593 nm, se

registra después de una incubacion de 30 minutos a 37 ° C.

Los valores FRAP se pueden obtener comparando el cambio de absorcion en la mezcla
de prueba con los obtenidos de concentraciones crecientes de Fe® * y expresados como

mM de equivalentes de Fe? * por kg (alimento s6lido) o por L (bebidas) de muestra®.
2.2.6.5. Método de parametro antioxidante de captura de radicales totales (TRAP)

Este método se basa en la proteccion proporcionada por los antioxidantes en la
descomposicion de fluorescencia de R-ficoeritrina (R-PE) durante una reaccion de
peroxidacion controlada. La fluorescencia de la R-Ficoeritrina se apaga mediante ABAP
(hidrocloruro de 2,20-azo-bis (2-amidino-propano)) como generador de radicales. Esta
reaccion de enfriamiento se mide en presencia de antioxidantes. El potencial
antioxidante se evalua midiendo la descomposicion en decoloracion. De acuerdo con
Ghiselli et al. (1995) se anaden 120 uL de muestra diluida a 2,4 ml de tampodn fosfato
(pH 7,4), 375 uL de agua bidestilada, 30 uL de R-PE diluido y 75 uL de ABAP; La
cinética de reaccidon es a una temperatura de 38 ° C se registra durante 45 minutos
mediante un espectrometro de luminiscencia. Los valores de TRAP se calculan a partir
de la duracion de la fase de retraso debido a la muestra en comparacion con el

estandar®®.
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2.2.7. Staphylococcus aureus

Son células esféricas, con un diametro de 0,5 — 1,5 pm. mediante la tincion de Gram se
encuentran aisladas en pares o formando racimos y son gram positivos. Si proviene de
un cultivo en agar nutritivo, los cocos se agrupan en forma de racimos de uvas. 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 que también se
asocian con enfermedades humanas. Algunos son miembros de la flora normal de la piel
y mucosas en los seres humanos, a veces causan infecciones pidgenas e incluso
septicemia que puede llegar a ser mortales. Casi toda persona presenta algun tipo de
infeccion por Staphylococcus aureus durante su vida, que varia en gravedad desde
intoxicaciones alimentarias o infecciones cutdneas menores hasta infecciones graves
potencialmente mortales. Los Staphylococcus coagulasa negativos a veces causan
infeccidn en el aparato digestivo ya que los alimentos contaminados contienen toxinas
produciendo intoxicacion alimentaria en pocas horas. Estos patdgenos casi siempre
causan hemolisis, coagulacion del plasma y producen varias enzimas y toxinas

extracelulares*!.

Figura 6. Imagen de la bacteria Sthapylococcus aureus por microscopia electronica
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2.2.8. Escherichia coli

Es un bacilo Gram (-), de la familia Enterobacteriaceae, aerobio y anaerobio facultativo
que posee forma de barra, mide aproximadamente de 1-3 um por 0,5 um por flagelos, se
presentan solos, en pares, en cadenas cortas o formando grupos. En general son moéviles,
aunque existen variantes inmoéviles no flageladas, no forma esporas y por lo general es
no capsulado. Su temperatura dptima de crecimiento es de 37°C, es inactivado a 60°C,
pero posee propiedades de desarrollo en una gama bastante amplia de temperaturas; el
pH es 7. Es capaz de fermentar glucosa, lactosa y un gran numero de carbohidratos con
produccion de 4cido y gas, en agar forma colonias circulares de 3 a 5 mm convexas, de
borde continuo o un tanto ondulado, brillantes y de coloracion blanca un poco
amarillenta, produce sulfuro de hidrogeno en determinados medios, acidifica y coagula
la leche*.:
Las cepas toxigénicas de Escherichia coli pueden producir una enterotoxina termolabil
(TL), una termoestable (TS) o ambas. La termolabil es una proteina de alto peso
molecular, que bioquimicamente es muy similar a la toxina de Vibrio cholerae,
altamente toxica. Existen a los menos cinco grupos diferentes de Escherichia coli que
pueden producir gastroenteritis, presenta 5 clonas las cuales son:

e [Escherichia coli enteropatogeno que afecta la mucosa intestinal.

e [Escherichia coli enteroinvasiva que afecta a la mucosa del colon.

e [Escherichia coli enterohemorragica que produce una colitis hemorrégica.

o FEscherichia coli enteroagregativa que se caracterizada por diarrea

secretora de moco y sangre.

e FEscherichia coli enterotoxigénica por muy comun en los paises de

desarrollo*.
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Figura 7. Imagen de Escherichia coli por microscopia electronica

2.2.9. Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana

2.2.9.1. Método de difusion en disco agar

Las pruebas de difusion en disco de agar desarrolladas en 1940, es un método oficial
usado en muchos laboratorios clinicos de microbiologia para las pruebas de sensibilidad
a los antimicrobianos de rutina. Hoy en dia, el Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio (CLSI siglas en inglés) publica muchas normas aceptadas y aprobadas para
pruebas de bacterias y levaduras a nivel internacional. Aunque no todas las bacterias se
pueden analizar con precision mediante este método, la estandarizacion se ha realizado
para evaluar ciertos patogenos bacterianos como enterobacterias, (utilizando medios de
cultivo especificos) diversas condiciones de incubacion y criterios interpretativos para
zonas de inhibicién. En este procedimiento, las placas de agar se inoculan con un
indculo estandarizado del microorganismo de prueba. Luego, los discos de papel de
filtro (de aproximadamente 6 mm de didmetro), que contienen el compuesto de prueba a
una concentracion deseada, se colocan en la superficie del agar. Las placas de Petri se
incuban en condiciones adecuadas. Generalmente, el agente antimicrobiano se difunde
en el agar e inhibe el crecimiento del microorganismo de prueba y luego se miden los

didmetros de las zonas de crecimiento de inhibicion a las 24 horas®.
2.2.9.2. Método de gradiente antimicrobiano (Etest)

El método de gradiente antimicrobiano combina el principio de los métodos de dilucion
con el de los métodos de difusion para determinar el valor de Concentracion Media
Inhibitoria (CMI). Se basa en la posibilidad de crear un gradiente de concentracion del
agente antimicrobiano probado en el medio de agar. El Etest es una version comercial
de esta técnica. En el procedimiento, una tira impregnada con un gradiente de
concentracion creciente del agente antimicrobiano. De un extremo al otro se deposita
en la superficie del agar, previamente inoculada con el microorganismo probado. Este
método se utiliza para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria de
antibidticos, antifingicos. El valor de CMI se determina en la interseccion de la tira y
la elipse de inhibicion del crecimiento. Es simple de implementar; por lo tanto, se usa

habitualmente para satisfacer la demanda de los médicos*.
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2.2.9.3. Método de difusion del tapon de agar

El método de difusion del tapon de agar se usa a menudo para resaltar el antagonismo
entre microorganismos, y el procedimiento es similar al utilizado en el método de
difusion en disco. Implica hacer un cultivo de agar de la cepa de interés en su medio de
cultivo apropiado mediante rayas apretadas en la superficie de la placa. Durante su
crecimiento, las células microbianas secretan moléculas que se difunden en el medio de
agar. Después de la incubacion, se corta asépticamente un diagrama de agar o cilindro
con un taladro de corcho estéril y se deposita en la superficie de agar de otra placa
previamente inoculada por el microorganismo de prueba. Las sustancias se difunden
desde el tapon al medio de agar. Luego, la actividad antimicrobiana de las moléculas
microbianas secretadas se detecta por la aparicion de la zona de inhibicion alrededor del

tapon de agar®.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Tipos de investigacion:
Segtn:

- Estrategia utilizada: Cuasi experimental

- Tendencia o enfoque: Investigacion Cuantitativa

Cuasi Experimental: La investigacion cuasi-experimental se asemeja a la experimental
en el hecho de que se pretende manipular una o varias variables concretas, con la
diferencia de que no se posee un control total sobre todas las variables, como por
ejemplo aspectos vinculados al tipo de muestra que se presenta al experimento

Cuantitativa: El procedimiento cuantifica los datos y en general aplica andlisis

estadistico para sefialar una relacién con las variables®”
3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion
La poblacién de estudio estd conformada por los Frutos de Citrus sinensis

variedad Valencia Late.

3.2.2. Muestra
Muestra biologica: 6,100g de céascaras de naranjas aprox. Citrus sinensis
variedad Valencia Late recolectadas de las vendedoras de jugo del mercado de

Barranca.

Para la determinacion del tamafio de los grupos para el andlisis antibacteriano se

utilizo la siguiente ecuacion, cuyo objetivo es la comparacion de promedios:

Z(Za + ZB)ZSZ
n = 42

Donde:
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Zq, = 1.96 Valor de la distribucién Normal correspondiente a un error tipo I del
5%

Zg = 1.04 Valor de la distribucién Normal correspondiente a una potencia de
prueba del 85%

S= 0,33 mm, Es la desviacion estandar estimada obtenida de Ochoa k, et al
(2015)

d= 0,50 mm es la diferencia entre tratamientos que queremos detectar.
Reemplazando tenemos:

2(1.96 + 1.04)20,33?
= = 7,8 = 8
0,502

n

De este modo el tamafio minimo para realizar las comparaciones multiples con un nivel
de significancia del 5% es de 8 discos por cada grupo.

3.3. Materiales, solventes y reactivos
3.3.1. Material Biologico o especie vegetal

Cascaras de CitrusSinensis variedad Valencia Late.
3.3.2. Material microbiologico

o Cepa de Escherichia coli ATCC 25922

e Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

3.3.3. Material quimico

3.3.3.1. Solventes quimicos:
Agua destilada, metanol Q.P. Merck, etanol 96° Alkofarma, cloroformo

Q.P. Merck, dimetilsulfoxido Q.P. , éter etilico Q.P. Merck.

3.3.3.2. Reactivos quimicos:
Sulfato de sodio anhidro, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), Trolox

(acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).

3.3.4. Materiales de vidrio
e Beacker de 250mL.
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e Balénde6 L.

e Refrigerante.

¢ Embudo de decantacion de 250 mL.
e Tubos de ensayos.

e  Cubetas para espectrofotometro.

¢ Embudo de vidrio.

e Pipetade 5 mL.

3.3.5. Equipos
e Balanza analitica de 6 digitos AND.
e Estufa de marca Memmert.
e (Cémara de incubacion.
e (Camara estéril.
e Espectrofotometro UV/VIS Génesis 10

e Cocinilla eléctrica.

3.4. Métodos

3.4.1. Lugar de ejecucion
La investigacion se desarrollo en el Centro de Investigacion Farmacéutica de la Facultad

de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Norbert Wiener en el periodo de Junio a

Setiembre del 2019.
3.4.2. Estudio cualitativo de la especie Citrus Sinensis variedad Valencia Late.

3.4.2.1. Recoleccion del material botanico
La especie vegetal de Citrus Sinensis variedad Valencia Late, fue recolectada en el

Departamento de Lima provincia de Barranca. Se necesitaron 6100 g aproximadamente
de céscaras frescas de naranja previamente limpiadas con agua para eliminar rastros de

tierra u otro contaminante.

3.4.2.2. Obtencion del aceite esencial
De seis kilos de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late ,se realizaron 3
extracciones (2kg.de cascaras) mediante un sistema de destilacion por arrastre a vapor

de agua. El aceite esencial obtenido se separd bajo los principios de miscibilidad

27



At

Universidad
Norbert Wiener

mediante el uso de un embudo de decantacion, la muestra se deshidrato usando sulfato
de sodio anhidro. La muestra se paso por un filtro de 25 um y se conservo en un frasco

ambar en refrigeracion a 4°C*,
3.4.3. Ensayos preliminares

3.4.3.1. Prueba de miscibilidad del aceite esencial y tamizaje fitoquimico

La prueba de miscibilidad se realiz6 agregando 0,1 mL del aceite esencial en cada tubo
de ensayo frente a 0,9 mL de solventes tales como: metanol, etanol, n-butanol,
dimetilsulfoxido, propilenglicol, éter etilico y cloroformo?.

Para evaluar los metabolitos secundarios se tuvo que pesar entre 30-50 gramos de
cascara trozada finamente. La muestra se coloca en un vaso de precipitacion y se
adicionan 150 mL de éter etilico dejandose reposar por 48 horas, cumplido el tiempo se
procede a filtrar, el éter filtrado seria el extracto para realizar los ensayos de:

Ensayo de sudan: A una alicuota del extracto se le afiade ImL de una solucion diluida
en agua del colorante Sudan III o Sudan IV. Se calienta en bafio de agua hasta
evaporacion del solvente. La presencia de compuesto grasos se considera positiva si

aparecen gotas o una pelicula coloreada de rojo.

Ensayo de dragendortf: Se toma una alicuota del extracto disuelto en un solvente
organico, debe evaporarse en bafio de agua y al residuo se le adiciona 1 mL de acido
clorhidrico al 1%. Con la solucion acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas
del reactivo de dragendorff, si hay opalescencia, turbidez definida o precipitado, se
considera positivo el ensayo.

Ensayo de Mayer: Se procede de forma similar a la anterior, se afiade una pizca de
cloruro de sodio en polvo, se agita y filtra. Luego afadir 2 o 3 gotas de la solucion
reactiva de Mayer. Si se observa opalescencia, turbidez definida o precipitado coposo,
se considera positiva la reaccion.

Ensayo de Wagner: Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion acida,
afiadiendo 2 o 3 gotas del reactivo, se considera positiva la reaccidon si se observa
opalescencia, turbidez definida o precipitado coposo.

Ensayo de lieberman-burchard: El extracto debe redisolverse en 1 mL de cloroformo.
Se adiciona 1 mL de anhidrido acético y de 2-3 gotas de 4cido sulfurico concentrado sin
agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rdpido de coloracion: Rosado-azul

muy rapido o Verde intenso u oscuro.
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La fracciéon no soluble de la extraccion etérea, se solubilizd en una solucién
hidroalcohélica de 150 mL en la proporcion de 3:7 (agua: etanol). Se dejé reposar por
48 horas, cumplido el tiempo se procedio a filtrar y se realizaron los siguientes ensayos:
Ensayo de Shinoda: Se adiciona 1 mL de extracto reconstituido en agua, HCI
concentrado, 0,5gr de Mg -1 mL de alcohol amilico (agitar y dejar reposar). La
formacion de precipitado y coloracion roja intensa indica la presencia de flavonoides.
Ensayo de Fehling: Se colocd en un tubo de ensayo 1 mL de muestra y se agregé 1mL
de Fehling A y 1 mL de Fehling B, luego se calent6 en bafio maria por 2 min.

Ensayo Afrosimétrico: Se adiciona en un tubo de ensayo 0.5 gr de extracto con 4 mL
de agua destilada. La presencia de saponinas se mide con 1 mL de espuma persistente
en el tubo de ensayo.

Ensayo de Tricloruro férrico: El extracto se reconstituye en soluciéon acuosa y se
adiciona 2 ml de solucién de tricloruro férrico al 10%. La azul verdosa indicaria la
presencia de compuesto fendlicos.

3.4.3.2. Determinacion de la densidad del aceite esencial de Citrus sinensis variedad

Valencia Late.

Se determiné la densidad relativa por picnometria, los ensayos se realizaron por triplicado
segun las técnicas estandarizadas de la Official Methods of Analysis (AOAC)

Internacional (2016)%.

3.4.4. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH

Se uso la técnica del radical DPPH, esta técnica fue desarrollada por Brand Williams y
modificada por Suarez. El radical DPPH tienen una absorcion maxima a una longitud de
517 nm, cuando la solucion de radical libre es enfrentada a moléculas antioxidantes
existe un fendémeno de o6xido-reduccion, disminuyendo la absorbancia del radical. La
solucion DPPH se prepard en metanol a una concentracion de 6 x 10~ M), la proporcién
para el andlisis fue de 800 uL del radical con 400 uL del aceite esencial en 4
concentraciones de 2,5; 5; 10; 20 v/v. Las muestras se dejaron en reposo durante 30
minutos a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Minutos antes de cumplir el
tiempo se prepara el blanco de muestra que consta de 800 uL de metanol y 400 uL de
etanol. El ensayo se realizd por triplicado y se utilizo la siguiente formula para calcular

el % de Inhibicion del aceite esencial®’.
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Dénde:
%Inhibicion = (Abs.DPPH — Abs. Muestra) Abs. DPPH x100
%inhibicion = Relacion existente entre el radical y las moléculas antioxidantes.

Abs DPPH = Lectura de las muestras de control, constituidas por 800 uL de
radical y 400 uL del solvente del aceite esencial (sirve para eliminar la posible

interaccion del solvente con la solucion radicalaria)
Abs muestra = Lectura de cada dilucion del aceite esencial.

El estandar Trolox se trabajé siguiendo las mismas condiciones a

concentraciones de 1,25; 2,5; 5; 10 ug/mL.

3.4.5. Efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus sinensis variedad Valencia

Late V.

El efecto antibacteriano se desarroll6 mediante el método de agar en difusion adaptado
por Rojas y col. Esta prueba consiste en la inhibicion del crecimiento antibacteriano,
mediante la difusion de sustancias liquidas con caracteristicas antibacterianas sobre un
medio solido (agar), evidenciandose posteriormente la formacion de halos claros.
3.4.5.1. Microorganismos evaluados:

Las cepas fueron reconstituidas y proporcionadas por la Universidad Peruana Cayetano

Heredia cumpliendo con el protocolo de reactivacion.

e  FEscherichia coli ATCC 25922
o  Staphylococcus aureus ATCC 25923

Se utilizé 27 mL del agar Mueller Hinton, mezclado en condiciones asépticas con un 1
mL de la reconstitucion bacteriana en las placas petri de 90 mm de didmetro. Se deja
solidificar y se etiquetara con el nombre del microorganismo y ntimero de ensayo.
Posteriormente se realizd pozos con la ayuda de un tapon horadador de
aproximadamente 11,5 mm de didmetro.

3.4.5.2. Preparacion de inoculos:
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Las soluciones bacterianas se suspendieron en solucion salina estéril ajustado a 0,5 de
la escala de McFarland para Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Preparacion de muestra (aceite esencial de Citrus sinensis variedad Valencia Late
(naranja: Aceite esencial de las cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late
(naranja) se diluyo en dimetilsulfoxido a concentraciones de 70; 50 y 30% (V/V). El
control positivo utilizado fue sulfadiazina de plata al 1%, y para el control negativo el
solvente dimetilsulfoxido®’.

3.4.6. Pruebas del analisis estadistico

Los resultados numéricos fueron digitalizados en una base de datos en Excel 2019 luego
analizados por el programa Statistical Package for the Social Sciences “SPSS” version
24.0 En la parte descriptiva se determinaron los valores promedios y deviacion estandar.
Para probar el efecto antibacteriano se utiliz6 prueba no paramétrica de Kruskal Wallis
debido a que las dispersiones observadas en los grupos no fueron homogéneas. También
se realizaron comparaciones multiples usando la técnica de Games Howell. Respecto a
la actividad antioxidante en el aceite esencial de Citrus sinensis variedad Valencia Late
se determind el IC50 mediante un ajuste de regresion lineal. Los resultados fueron

ilustrados mediante diagramas de barras y graficos de cajas.
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IV. RESULTADOS

4.1. Rendimiento para la obtencion del aceite esencial de cascaras de Citrus
sinensis variedad Valencia Late.

Tabla 1. Rendimiento del aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis

variedad Valencia Late.

Muestra Cantidad de  Cantidad de Rendimiento
cascara aceite (%) v/p
fresca (Kg) esencial(mL) (mL/100g)
Cascaras de 6 68.4 1,14

Citrus Sinensis
variedad Valencia

Late.

4.2. Prueba de miscibilidad del aceite esencial de cascaras Citrus sinensis variedad
Valencia Late.
Tabla 2. Prueba de miscibilidad del aceite esencial de cascaras de Citrus Sinensis

variedad Valencia Late.

Solvente Miscibilidad

Agua -

Metanol +

n-butanol +
Dimetilsulféxido (DMSO) ++
Eter etilico r
Cloroformo ++
Etanol 4+

Leyenda: (++) totalmente miscible; (+) parcialmente miscible; (-) totalmente inmiscible.

Fuente: Elaboracion propia
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4.3. Determinacion de la densidad relativa y metabolitos secundarios de Citrus
sinensis variedad Valencia Late.

Tabla 3. Densidad relativa del aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis

variedad Valencia Late determinado por picnometria.

Densidad Promedio y DS
relativa
0,868 0,864 + 0,0046
0,865
0,859

Tabla 4. Tamizaje fitoquimico del extracto etéreo e hidroalcoholica de céscaras

de Citrus Sinensis variedad Valencia Late

Ensayo Metabolito Escala o calificacion
Lieberman- Buchar  Triterpenos / esteroides +++
§ Sudan Triglicéridos -
5
= Dragendorff Alcaloides ++
=
.a .
= Mayer Alcaloides ++
Lo
m .
Wagner Alcaloides ++
Shinoda Flavonoides +++
S
g g Fehling Azucares reductores ++
.a °
Qo 2 . . .
g = Afrosimetrico Saponinas +
= 3
= Tricloruro Férrico Polifenoles 4=

Leyenda: Abundante evidencia (+++); Moderada evidencia (++); Poca evidencia
(+) y No evidencia (-).

Fuente: Elaboracion propia
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4.4. Comprobacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de cascaras de
Citrus sinensis variedad Valencia Late.

Tabla 5. Actividad antioxidante del aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis

variedad Valencia Late mediante el ensayo de DPPH.

Concentracion del

aceite (ej/eg;cial % C((;:llgféf]i(;n Absorbancia Inhi‘(t))/(i)ci()n IC50 mg/ml
0,00 0,00 0,43 0,00
0,83 7,20 0,40 6,89
1,67 14,40 0,36 16,12 49,87
3,33 28,80 0,30 29,11
6,67 57,60 0,18 57,43

La tabla 5 indica que para conseguir una inhibiciéon del 50% se necesita una
concentracion de 49,87 mg/mL del aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis

variedad Valencia Late.

70.0
y = 0.9944x + 0.4304
E 60.0 R?=0.9987
[l
A 500
=
L
< 400
<
=
< 300
=
Q
S 200
2
'E 10.0
X
0.0
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00

Concentracion del aceite esencial mg/mL

Figura 8. Grafica de dispersion del % inhibicion del radical DPPH vs las
concentraciones del aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia

Late.
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Tabla 6. Actividad antioxidante del estandar Trolox® mediante el ensayo de DPPH

ggtr;ﬁ:rr ?ﬂgﬁﬁ Absorbancia I“hﬂfj{;ilﬁ’ﬁ 0 1 50 (ng/mL)
0,00 0,48 0,00
0,42 0,44 8,85
0,83 0,41 15,21 2.48
1,67 0,32 33,28
3,33 0,16 67,67

La tabla 6 indica que para conseguir una inhibicion del 50% del radical DPPH se

necesita una concentracion del estandar Trolox® de solo 2,48 pg /mL.

80.0

70.0 y =20.323x-0.4016
R?=0.9991

60.0

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

% Inhibicion del radical DPPH

0.0
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50

Concentracion de Trolox® (ug/mL)

Figura 9. Grafica de dispersion del % inhibicion del radical DPPH vs las

concentraciones del estandar Trolox.
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4.5 Efecto Antibacteriano frente a la cepa de Staphylococcus aureus.

Tabla 7: Estadisticas descriptivas del diametro de halo de inhibicidon sobre cepas de

Staphylococcus aureus.

Porcentaje
., Prueba de
. . Desviacion L - de efecto .
Tratamiento n Promedio , Minimo Maximo . ... homogeneidad
estandar Inhibitorio -
. de varianzas
relativo

Dimetilsulfoxido 8 6,00 0,00 6,0 6,0
Aceite esencial al 30% 8 13,00 0,80 12,0 14,0 80,9
Aceite esencial al 50% 8 13,31 0,65 12,5 14,5 82,9 0,002
Aceite esencial al 70% 8 13,50 0,89 12,5 14,5 84,0
Sulfadiazina de plata al 1% 8 16,06 0,73 15,0 17,0 100,0

La Tabla 7, muestra el efecto antibacteriano del aceite esencial de cascaras de Citrus
Sinensis variedad Valencia Late frente a Staphylococcus aureus. Se aprecia que entre
los aceites esenciales la concentracion del 70% obtuvo el mayor didmetro promedio
(13,5 mm), seguido del aceite al 50% con 13,30 mm y del aceite al 30% con un valor
promedio de 13,0 mm. También se presentan los valores méaximos y minimos

observados en cada grupo.

Asi también, al evaluar la dispersion de los datos respecto a la media, se puede observar
que el aceite a una concentracion del 70% presenta una mayor desviacion estandar
(s=0,9), la prueba de homogeneidad presenta un p valor menor a 0,05 lo cual permite
concluir que las varianzas entre los 5 grupos son diferentes. Este resultado impide

aplicar una prueba ANOVA para las comparaciones.
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17 .50
15,00

12,50

10,00

Halo de inhibicién Staphylococcus aureus

Dimetilsulfoxido  Aceite esencial al  Aceite esencialal Aceite esencialal  Sulfadiazina de
0% 50% 0% plata al 1%

Tratamiento

Figura 10: Nivel medio y dispersion del halo de inhibicién sobre cepas de

Staphylococcus aureus.

El diagrama de cajas permite observar que la distribucion de los halos de inhibiciéon en
los tres aceites es superior al grupo control negativo, pero inferior al grupo Sulfadiazina
de plata al 1%, ademas se observa una menor dispersion en el grupo de aceite esencial

al 50%.

120.0

100.0
100.0

80.9 82.9 84.0
80.0
60.0
400
20.0
0.0

Aceite esencial al 30% Aceite esencial al 50% Aceite esencial al 70% Sulfadiazina de plata al
1%

Porcentaje de efecto Inhibitorio relativo

Tratamiento
Figura 11: PEIR del aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia

Late
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frente a cepas de Staphylococcus aureus.

La figura 11 muestra el porcentaje de Efecto Inhibitorio Relativo (PEIR) del aceite
esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late frente a cepas de
Staphylococcus aureus con respecto a la Sulfadiazina de plata al 1%, donde el célculo
del porcentaje del efecto inhibitorio relativo respecto al control positivo de la manera

siguiente:

media didmetro. halo inhib. del extracto x 100
PEIR =

media diametro. halo inhib. del control positivo

El PEIR respecto a la Sulfadiazina de plata al 1% mas elevado se observo en el aceite a

concentracion de 70% con un valor de 84,0%.

4.6 Efecto Antibacteriano frente a la cepa de Escherichia coli.

Tabla 8: Estadisticas descriptivas del didmetro de halo de inhibicion sobre cepas de
Escherichia coli

Desviacion Prucba de
Tratamiento n Promedio , Minimo Maximo  homogeneidad
estandar ;
de varianzas
Dimetilsulfoxido 8 6,00 0,00 6,0 6,0
Aceite esencial al 30% 8 7,06 0,32 6,5 7,5
Aceite esencial al 50% 8 7,63 0,35 7,0 8,0 0,009
Aceite esencial al 70% 8 7,94 0,42 7,5 8,5
Sulfadiazina de plata al 1% 8 7,63 0,35 7,0 8,0

La Tabla 8, muestra el efecto antibacteriano del aceite esencial de cascaras de Citrus
Sinensis variedad Valencia Late frente a Escherichia coli. Se aprecia que en las 3

concentraciones 70, 50 y 30% de aceites esenciales se obtuvieron didmetro promedio
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muy similares: mm, respectivamente. En general ningtin valor supero los 8,5 mm lo cual

indica un minimo efecto antibacteriano.

Al evaluar la dispersion de los datos respecto a la media, se puede observar que los
aceites presentan desviaciones similares, pero como el grupo control tiene desviacion
nula, la prueba de homogeneidad presenta un p valor menor a 0,05 lo cual permite
concluir que las varianzas entre los 5 grupos son diferentes. Este resultado impide

aplicar una prueba ANOVA para las comparaciones.

8,50
8,00
750
7.00

6,50 ©

Halo de inhibiciéon Escherichia coli

5,00 _

Dimetilsulfoxido  Aceite esencial al  Aceite esencial al  Aceite esencialal  Sulfadiazina de
0% 50% 70% plata al 1%

Tratamiento

Figura 12: Nivel medio y dispersion del halo de inhibicidon sobre cepas de Escherichia

coli, in vitro.

El diagrama de cajas permite observar que la distribucion de los halos de inhibicién en
los tres aceites es apenas superior al grupo control negativo, y en el caso de los aceites a

concentraciones del 50 y 70% los valores son similares a la Sulfadiazina de plata al 1%.
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104.0
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100.0

98.0
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92.0
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86.0

Aceite esencial al 30% Aceite esencial al 50% Aceite esencial al 70% Sulfadiazina de plata al
1%

Porcentaje de efecto Inhibitorio relativo

Tratamiento

Figura 13: PEIR del aceite esencial de exocarpos de Citrus sinensis variedad Valencia
Late frente a cepas de Escherichia coli, in vitro.

La figura 13 muestra el porcentaje de Efecto Inhibitorio Relativo (PEIR) del aceite
esencial de exocarpos de Citrus sinensis variedad Valencia Late frente a cepas de
Escherichia coli, in vitro con respecto a la Sulfadiazina de plata al 1%, el cual se
calculo de la siguiente de la manera siguiente:

media didmetro. halo inhib. del extracto x 100

PEIR =
media diametro. halo inhib. del control positivo

El PEIR mas elevado respecto Dimetilsulfoxido se observo en el aceite a concentracion
de 70% con un valor de 104,1%.
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4.7 Contrastacion de hipotesis de la actividad antimicrobiana frente a cepas de
cepas de Staphylococcus aureus.

H, = No existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (p > 0.05)

H; = Existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (p < 0.05)

Tabla 9: Prueba de Kruskal Wallis efecto antibacteriano

Halo de inhibicién Staphylococcus
aureus

H de Kruskal-Wallis 30,958
gl 4
p valor 0,000

La tabla 9 indica que mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis se obtiene
un p valor menor a 0,05 por tanto se puede concluir que existe diferencias significativas
entre los tratamientos aplicados, es decir existe efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus. Para comparar y determinar los tratamientos con mayor

actividad usaremos las comparaciones multiples de Games Howell.

Tabla 10: Comparaciones multiples del efecto antibacteriano del aceite esencial de

cascaras de Citrus Sinensis variedad Valencia Late frente a Staphylococcus aureus

Variable Diferencia de

dependiente (I) Tratamiento (J) Tratamiento medias (1)) p valor
Aceite esencial al 30% -7,00" 0,000
Dimetilsulfoxido Aceite esencial al 50% -7,31" 0,000
Aceite esencial al 70% -7,50" 0,000
Sﬂi%ii?én ) _ Aceite esencial al 30% 0,50 0,761
Staphylococeus CeHe esenctal al 70% Acite esencial al 50% 0,18 0,988
aureus ’ ’
Aceite esencial al 30% 3,06" 0,000
Sulfadiazina de plata al 1% Aceite esencial al 50% 2,75" 0,000
Aceite esencial al 70% 2,56" 0,000
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La tabla 10 permite llegar a 3 conclusiones:

- Al comparar el grupo control negativo (Dimetilsulfoxido) con cada uno de los
aceites esenciales se obtuvo un p valor menor a 0,05, esto significa que los tres
aceites presentan un efecto antibacteriano significativo frente a cepas de cepas
de Staphylococcus aureus.

- Al comparar el aceite esencial de 70% versus los de concentracion 50 y 30% se
obtuvo un p valor no significativo (mayor a 0,05) esto significa que las tres
concentraciones de aceites presentan un efecto antibacteriano similar frente a
cepas de cepas de Staphylococcus aureus.

- Al comparar el grupo control positivo (Sulfadiazina de plata al 1%) con cada
uno de los aceites esenciales se obtuvo un p valor menor a 0,05, y una diferencia
positiva, esto significa que los tres aceites presentan un efecto antibacteriano
inferior a la Sulfadiazina de plata al 1% frente a cepas de cepas de

Staphylococcus aureus.
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4.8 Contrastacion de hipotesis del efecto antibacteriano frente a cepas de cepas de
Escherichia Coli

H, = No existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (p > 0.05)

H = Existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (p < 0.05)

Tabla 11: Prueba de Kruskal Wallis efecto antibacteriano

Halo de inhibicién Staphylococcus

aurcus

H de Kruskal-Wallis

gl
p valor

28,579

4

0,000

La tabla 11 indica que mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis se obtiene

un p valor menor a 0,05, por tanto, se puede concluir que existe diferencias

significativas entre los tratamientos aplicados, es decir existe efecto antibacteriano

frente a Escherichia Coli. Para comparar y determinar los tratamientos con mayor

actividad usaremos las comparaciones multiples de Games Howell.

Tabla 12: Comparaciones multiples del efecto antibacteriano del aceite esencial de

cascaras de Citrus Sinensis variedad Valencia Late frente a Escherichia Coli.

Laprei;l]zilieente (I) Tratamiento (J) Tratamiento I?lill;%r;zc(i?_ f)e p valor
Aceite esencial al 30% -1,06" 0,000
Dimetilsulfoxido Aceite esencial al 50% -1,63" 0,000
Aceite esencial al 70% -1,94" 0,000
ﬁiﬁ%ﬂfbn _ _ Aceite esencial al 30% 0.88" 0,003
Escherichia Aceite esencial al 70% _ _
coli Aceite esencial al 50% 0,31 0,512
Aceite esencial al 30% 0,56" 0,034
Sulfadiazina de plata al 1% Aceite esencial al 50% 0,00 1,000
Aceite esencial al 70% -0,31 0,512
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La tabla 12 permite llegar a 3 conclusiones:

Al comparar el grupo control negativo (Dimetilsulfoxido) con cada uno de los
aceites esenciales se obtuvo un p valor menor a 0,05, esto significa que los tres
aceites presentan un efecto antibacteriano significativo frente a cepas de cepas
de Escherichia Coli.

Al comparar el aceite esencial de 70% versus el aceite de concentracion 30% se
obtuvo un p valor significativo (menor a 0,05) esto significa que la
concentracion al 30% presenta un efecto antibacteriano muy inferior, al
comparar versus el aceite al 50% se observa un p valor mayor a 0,05 lo cual
indica que no existe diferencia entre el aceite esencial a concentraciones 70 y
50% respecto a su efecto antibacteriano frente a cepas de cepas de Escherichia
Coli.

Al comparar la Sulfadiazina de plata al 1% se observa que su efecto
antibacteriano es similar al aceite esencial de cascaras de Citrus Sinensis

variedad Valencia Late al 50y 70%.
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4.8 Contrastacion de hipdtesis de la actividad antioxidante

Ho: El aceite esencial de céscaras de Citrus Sinensis variedad Valencia Late no presenta

la actividad antioxidante.

HI: El aceite esencial de cascaras de Citrus Sinensis variedad Valencia Late presenta la

actividad antioxidante.

Tabla 13: Comparacion del IC50 Trolox versus Aceite esencial

Compuesto IC 50 (ug/mL)

Estandar Trolox® 2,48

Aceite esencial de cascaras de Citrus

sinensis variedad Valencia Late 49 870,00

La tabla 13 permite concluir que la actividad antioxidante del Aceite esencial de
cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late es minima debido a que se necesita
una concentracion veinte mil veces mayor en el aceite esencial para igualar la actividad

del Trolox.

45



At

Universidad
Norbert Wiener

V. DISCUSION

Una vez realizados los experimentos de Citrus sinensis variedad Valencia Late

(naranja) de la presente investigacion en base a los objetivos especificos

planeados:

1.

En lo que respecta al rendimiento del aceite esencial de Citrus sinensis
variedad Valencia Late se obtuvo un rendimiento de 1,14% para nuestra
investigacion, resultados parecidos a los reportados por Arroyo y Leon’! los
cuales obtuvieron un rendimiento de 1,29%, por destilacion de arrastre a
vapor de agua. Cabe resaltar que Ledn Méndez*? reporto rendimientos de
0,51 y 042 % para de Citrus sinensis L, por los métodos de
hidrodestilacion y extraccion asistida con microondas, respectivamente, las
mencionadas metodologias presentan bajos rendimientos debido que para
extraer aceites esenciales con un peso molecular elevado (peso molecular de
acidos 192,12 g/mol), utilizdndose presiones y temperaturas elevadas
degradando los compuestos quimicos del aceite esencial de naranja que son
comunmente de naturaleza volatil, entendiendo que existe perdida de los
componentes de bajo peso molecular. Por otro lado Villa G. reportd
rendimientos de  0.13 en un sistema de hidrodestilacion por arrastre de
vapor de agua, entendiendo que existe perdida de los componentes de bajo

peso molecular por el método usado!’.

Para determinar la presencia de metabolitos secundarios se realiza a través
de un andlisis cualitativo, aqui se pesaron entre aproximadamente 30-50
gramos de cascara cortada finamente, esta muestra se colocd en un vaso de
precipitacion y se colocaron 150 mL de éter etilico dejandose reposar por 48
horas, luego se procedié a filtrar, con el éter filtrado se usa como extracto

para realizar los posteriores ensayos

Para evaluar los metabolitos secundarios se tuvo que pesar entre 30-50
gramos de cascara trozada finamente. La muestra se coloca en un vaso de

precipitacion y se adicionan 150 mL de éter etilico dejandose reposar por 48
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horas, cumplido el tiempo se procede a filtrar, el éter filtrado seria el
extracto para realizar los diferentes ensayos de: sudan, dragendortf, Mayer,
Wagner, lieberman-burchard. En el ensayo de Sudan se encontrd la
presencia de compuesto grasos se considera positiva si aparecen gotas o una
pelicula coloreada de rojo. Por su parte en los ensayos de dragendortf,
Mayer, Wagner se consider6 también la presencia de opalescencia, turbidez
definida o precipitado, por lo cual los ensayos dieron positivo. Por su parte
el ensayo de lieberman-burchard tiene resultados positivos con un cambio

de coloracion rapido Rosado-azul muy rapido o Verde intenso u oscuro.

Por su parte la fraccion no soluble de la extraccion etérea, también se
analiz6 realizando los ensayos de Shinoda con el cual se detectd la
presencia de flavonoides. Por su parte con el ensayo Afrosimétrico se
detecta La presencia de saponinas y por ultimo con el ensayo de Tricloruro

férrico indica la presencia de compuesto fendlicos.

3. Entre los numerosos métodos para evaluar la actividad antioxidante se
realizo el DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl), teniendo esto en
cuenta, la actividad antioxidante del aceite esencial de naranja investigado
se realiz6 mediante la prueba DPPH, porque este método es simple,
reproducible y se usa ampliamente >*. El aceite esencial de Citrus limon
presenta eliminacion media del radical DPPH a la concentraciéon de
48.9%"*, evidenciando que el aceite esencial de nuestra investigacion Citrus
sinensis ~ variedad Valencia Late  presenta una elevada actividad
antioxidante comparada a otras especies de genero Citrus, pero no es
significante en comparacion al estandar Trolox. La actividad antioxidante
del aceite esencial de naranja fue parecida a lo reportado por Villa® para el
ensayo de DPPH, presentando un IC50 de 33,2 uL/mL. Actualmente para
comparar la actividad antioxidante existen diferentes estandares entre ellos,
el Trolox, pero se puede comparar con otros estdndares como el acido
salicilico, acido cafeico, tyrosol, entre otros. La eleccion de un estandar
depende de multiples factores como el criterio de representacion de

metodologias, pero ademds existen factores como el tipo de muestra, y

estabilidad del radical *°.
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4. En el efecto antibacteriano del aceite esencial a concentraciones de 30, 50 y
70% se evidenciaron halos de inhibicién comprendidos entre 13 a 13,5 mm
y 7,1 a 7,9 mm contra las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, cercanos al control positivo de sulfadiazina de plata al 1% con un valor
promedio de 16 mm para Staphylococcus aureus y 7,6 mm para Escherichia

coli.

5. El efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus varia con la etapa de
maduracion de la fruta, siendo el aceite efectivo contra Pseudomonas
aeruginosa solo cuando el aceite esencial se obtuvo de frutas maduras® '4-1°,

En general, se reconoce que los productos (extractos o aceites esenciales) a

base de plantas, especificamente Citrus sinensis variedad Valencia Late, si

tienen propiedades antioxidantes y efectos antibacterianos, como se
demostrd en la presente investigacion. En el efecto antibacteriano del aceite
esencial a concentraciones de 30, 50 y 70% se evidenciaron halos de
inhibicion de 13 a 13,5 mm y 7,1 a 7,9 mm contra las bacterias
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Saquinga D presenta zonas de

inhibicion de 11,16 mm; 11,26 mm y 14,84 mm de halo. Concluye que los

tratamientos al 50%, 70% y 90% son efectivos,
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VI. CONCLUSIONES

Como conclusiones finales de la investigacion se puede determinar en base a los

objetivos especificos que:

1. Mediante el método de destilacion por arrastre de vapor se pudo obtener el
aceite esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late reportando

un rendimiento de 1,14%.

2. Con el analisis cualitativo del extracto hidroalcoholico y etéreo de las cascaras
de Citrus sinensis variedad Valencia Late se detectaron la presencia de
metabolitos secundarios como triterpenos, alcaloides, flavonoides, azucares

reductores, saponinas y polifenoles.

3. La actividad antioxidante del aceite de cascaras Citrus sinensis variedad
Valencia Late fue expresada como IC50 por el método DPPH obteniendo el
resultado de 49 870 ug/mL., pero no es significante en comparacion al estdndar

Trolox.

4. Presenta efecto antibacteriano el aceite esencial de Citrus sinensis variedad
Valencia Late, frente a las bacterias Staphylococcus aureus. Pero un efecto
inferior a la Sulfadiazina de plata al 1%, esto para las diluciones al 30, 50 y 70%

del aceite.

5. Finalmente el efecto antibacteriano del aceite esencial de cascaras de Citrus
sinensis variedad Valencia Late frente a las bacterias Escherichia coli, presenta
un efecto antibacteriano significativo para Las diluciones al 30, 50 y 70% ,
mientras que en el caso de las diluciones al 50 y 70% es comparable a la

Sulfadiazina de plata al 1%
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VII. RECOMENDACIONES

1. Debido al resultado obtenido se sugiere continuar los estudios de
investigacion para el aislamiento y purificacion de los fitoconstituyentes que
permitan la posterior formulacion de fitofarmacos con efecto antibacteriano y
actividad antioxidante, contribuyendo a una solucién en la cadena del
problema ambiental, reutilizando las cascaras.

2. Seguir realizando estudios sobre la actividad antioxidante del aceite esencial
de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late utilizando otros

métodos y estdndares para la evaluacion de la misma.

3. Se puede proponer realizar modelos in vivo del aceite esencial con la finalidad

de evaluar su eficacia y calidad.

4. Se puede crear cadenas de informacion con el fin de divulgar y capacitar a los
vendedores y agricultores sobre la importancia de los aceites esenciales en
diferentes partes de la geografia nacional a fin de generar una cadena
productiva a partir del residuo de cascara de naranja, ya que segun lo
analizado en esta investigacion sirven como un antibacteriano y antioxidante
siendo una materia prima econdmica con gran potencial y futuro promisorio

para agregar valor agregado en su cadena productiva.

5. Seguir realizando estudios sobre el efecto antibacteriano frente a otras cepas

y aplicando otros métodos para ello.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Taxonomia de la especie
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CONSTANCIA N°36-USM-2018
EL JEFE DEL .HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal (fruto), recubida de Miguel LUQUE LIPA y Rosalinda MARQUEZ
VEGA; de la Universidad Norbert Wiener; ha sido estudiada vy clasificada como:
Citrus x sinensis {L.) Osbeck; y tiene Ia siguiente posicidn taxondmica, segun el
Sistema de Clasmcac:lon de Cronqulst (1988)
DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
SUB-_CLAS_E: RQSIDAE
' ORDEN: SAPINDALES
. FAMILIA: RUTACEAE
GENERO: Citrus
ESPECIE CII‘J‘HS X smens:s (L ) Osbeck
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Determinado por: Blgo. Mario Juho Benavente Palacuos
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Anexo 2. Constancia de reactivacion microbioldgica.

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

Spiritus ubi vult spirat

CONSTANCIA

Quien suscribe hace constar que:

Se han cumplide con todos los protocolos para la reaclivacion
(24/48 horas) del microorganismo Escherichia coli ATCC “
25922™ v Staphylococcus aureus ATCC® 25023™|a cual serd
utilizada para cumplir fines de investigacion cientifica.

Se expende la presente constancia para los fines convenientes.

S.M.P. Lima, febrero del 2018
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Anexo 3. Tratamiento de Citrus sinensis variedad Valencia Late (naranja).
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Anexo 4. Obtencion del aceite esencial de cascaras de Citrus Sinensis

variedad Valencia late.
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Anexo 5. Actividad antibacteriana contra Sthapylococcus aureus del aceite

esencial de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late.
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Anexo 6. Actividad antibacteriana contra Escherichia coli del aceite esencial

de cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late.
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Anexo 7. Mediciones del diametro de inhibicion.

Halo de inhibicion Halo de inhibicion
n Staphylococcus aureus Escherichia coli Grupo
1 6,0 6,0 Dimetilsulfoxido
2 6,0 6,0 Dimetilsulfoxido
3 6,0 6,0 Dimetilsulfoxido
4 6,0 6,0 Dimetilsulfoxido
5 6,0 6,0 Dimetilsulfoxido
6 6,0 6,0 Dimetilsulfoxido
7 6,0 6,0 Dimetilsulfoxido
8 6,0 6,0 Dimetilsulfoxido
9 12,0 6,5 Aceite esencial al 30%
10 12,5 7,0 Aceite esencial al 30%
11 12,0 7,0 Aceite esencial al 30%
12 13,0 7,0 Aceite esencial al 30%
13 13,5 7,0 Aceite esencial al 30%
14 13,0 7,0 Aceite esencial al 30%
15 14,0 7,5 Aceite esencial al 30%
16 14,0 7,5 Aceite esencial al 30%
17 12,5 7,0 Aceite esencial al 50%
18 14,5 7,5 Aceite esencial al 50%
19 13,0 7,5 Aceite esencial al 50%
20 14,0 7,5 Aceite esencial al 50%
21 13,0 7,5 Aceite esencial al 50%
22 13,0 8,0 Aceite esencial al 50%
23 13,5 8,0 Aceite esencial al 50%
24 13,0 8,0 Aceite esencial al 50%
25 13,5 7,5 Aceite esencial al 70%
26 12,5 7,5 Aceite esencial al 70%
27 12,5 7,5 Aceite esencial al 70%
28 14,5 8,0 Aceite esencial al 70%
29 12,5 8,0 Aceite esencial al 70%
30 14,5 8,0 Aceite esencial al 70%
31 14,0 8,5 Aceite esencial al 70%
32 14,0 8,5 Aceite esencial al 70%
33 17,0 7,5 Sulfadiazina de plata al 1%
34 15,0 7,0 Sulfadiazina de plata al 1%
35 17,0 7,5 Sulfadiazina de plata al 1%
36 16,0 7,5 Sulfadiazina de plata al 1%
37 15,5 8,0 Sulfadiazina de plata al 1%
38 16,5 7,5 Sulfadiazina de plata al 1%
39 16,0 8,0 Sulfadiazina de plata al 1%
40 15,5 8,0 Sulfadiazina de plata al 1%
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Anexo 8. Materiales usados para el montaje del equipo de destilacion.
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Anexo 9. Actividad antioxidante frente al radical DPPH del aceite esencial de

cascaras de Citrus sinensis variedad Valencia Late .

Derecha: Se puede observar
la coloracion violeta del
radical DPPH.

Izquierda: La decoloracidn
de los tubos pasado los 30
min del término de reaccion
en funcién a la
concentracion

Inmediatamente después,
se realizan las lecturas de
las absorbancias, las cuales
se realizaron por triplicado,
en un espectrofotémetro
Génesis UV/VIS 10, se
utilizaron cubetas de
plastico.
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Anexo 10. Matriz de consistencia

Planteamiento de Problema

Objetivos

Hipotesis

Justificacion

Problema General

(Cual sera la actividad

antioxidante y el efecto
antibacteriano el aceite esencial de
Sinensis

cascaras de Citrus

variedad Valencia Late?

Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante y efecto

antibacteriano del aceite esencial de

cascaras de Citrus Sinensis variedad

Valencia Late

Objetivos especificos

1.

. Determinar por

. Determinar

Obtener el aceite esencial en cascaras de
Citrus Sinensis variedad Valencia Late
(naranja) por el método de destilacion por
arrastre de vapor.

analisis cualitativo la
presencia de metabolitos secundarios del
aceite esencial de cascaras de Citrus
Sinensis variedad valencia Late.

la actividad antioxidante del
aceite esencial de cascaras de Citrus

Sinensis variedad Valencia Late por el

método de DPPH.

. Determinar el efecto antibacteriano del

aceite esencial de cascaras de Citrus
Sinensis variedad Valencia Late frente a

Staphylococcus Aureus.

. Determinar la actividad antibacteriana del

aceite esencial de cascaras de Citrus
Sinensis variedad Valencia Late frente a

Escherichia Coli.

El aceite esencial de

cascaras de  Citrus
sinensis variedad
Valencia Late
presenta actividad

antioxidante y efecto

antibacteriano.

En el Peru, la acumulacion de residuos solidos y organicos se
ha convertido un problema de salud publica, las mismas que
conllevan a diferentes enfermedades y mayor contaminacion
ambiental. Los antioxidantes son compuestos los cuales
pueden inhibir o retardar la oxidacion de otras moléculas
frenando la iniciacién y/o propagacion de las reacciones en
cadena de los radicales libres y las enfermedades bacterianas
este hecho ha impulsado a encaminar una bisqueda de nuevos
productos terapéuticos ante la necesidad de proteger al medio
ambiente y mantenerlo intactol-5.

Ello nos enfoca al uso de productos organicos de desecho
como las cascaras de los citricos la cual contienen el aceite
esencial, conformado por metabolitos secundarios, dichos
compuestos han atraido la atencion a nivel industrial debido a

su actividad antibacteriana y antioxidante26.

Actualmente, la demanda de los aceites esenciales es incipiente
en el Peru, por las altas caracteristicas de calidad exigidas al
producto y el alto nivel de integracion a base de
investigaciones cientificas para tener con la cadena de valor.
Por lo cual este trabajo propone la disminucién de residuos
organicos y productos derivados aprovechables, permitiendo
contar con un recurso natural alternativo con propiedades
antioxidantes y tratamiento de infecciones producidas por
bacterias a partir de un producto natural e inocuo para la

salud3

Variable
Independiente:
El aceite esencial de

cascaras de Citrus Sinensis
variedad Valencia Late.
Dependiente:

Actividad antioxidante y

efecto antibacteriano.
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Anexo 10. Operacionalizacion de variables

muerte de una o mas

bacterias.

Sinensis variedad Valencia Late
con la formacion de un halo de

inhibicion.

DEFINICION DEFINICION
VARIABLES DIMENSIONES INDICADOR INSTRUMENTO ESCALA FUENTE
CONCEPTUAL OPERACIONAL

I Aceite esencial | El aceite esencial es una | Obtencion de aceite esencial Aceite esencial de | Método de arrastre con | El aceite esencial de | Productos de
g mezcla de liquidos volatiles, las cascaras de | vapor de agua cascaras de Citrus | composicion
e extraidos mediante multiples naranja (Citrus Sinensis variedad | generalmente muy
2 técnicas de las cuales la mas Sinensis)variedad Valencia Late compleja que contienen
n comin es la destilacion, Valencia los principios volatiles
? tienen actividad late(naranja) que se encuentran en los
e antibacteriana vegetales mas o menos
? modificados durante su
e preparacion.

Actividad La actividad antioxidante | Capacidad antioxidante Radicales libres Disminuciéon  del  color, | Consiste que radicales | Cuantitativo Coloracion violeta a

Antioxidante tiene la capacidad para una | Reduccion del radical, al disminucion de absorbancias | libres de DPPH sustrae amarillo

sustancia inhibir la | enfrentarse a una sustancia de un atomo de hidrogeno

D degradacion oxidativa, de | naturaleza antioxidante. Se mide proveniente de un
e manera que un antioxidante | la disminuciéon del color como donador y como
2 actlla para reaccionar con | parametro de la reaccion. consecuencia de esta
n radicales libres. reaccion.
? Sensibilidad bacteriana: Grado
e Efecto Capacidad de una sustancia | de  susceptibilidad de los | Actividad Didmetro en milimetros | Grado de sensibilidad Cuantitativo -Aceite esencial de
? antibacteriano cualquiera para inhibir el | microorganismos frente Aceite | Antibacteriana (mm) del halo inhibicién continua cascaras  de Citrus
e crecimiento y/o producir la | esencial de cascaras de Citrus Sinensis variedad

Valencia Late

-Staphylococcus

aureus

-Escherichia Coli
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