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RESUMEN

La presente investigacion se propuso determinar la actividad
antibacteriana in vitro del limoneno obtenido de residuos de cascara de
naranja (Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia) frente a Escherichia
coli ATCC 8720 y Staphylococcus aureus ATCC 6538. El estudio fue de
tipo experimental, prospectivo, transversal y analitico, en el cual se tomaron
muestras aleatorias de residuos de cascara de naranja de 5 puestos
ambulantes de venta de jugo de naranja del Mercado Mayorista Grau, se
deshidrataron, se les extrajo el aceite esencial por arrastre de vapor de
agua, se destild una fraccién del aceite esencial a 175 °C, se analizd por
cromatografia de gases dicha fraccion, obteniendo como resultado una
composicién quimica del 100% limoneno. Fue evaluada la actividad in vitro
del limoneno frente a E. coliy S. aureus. Se obtuvieron los mayores halos
de inhibicion de 7,73 mm con limoneno al 30% frente a E. coli y de 10,26
mm con limoneno al 100% frente a S. aureus. Frente a ambas cepas, el
limoneno a distintas concentraciones no pudo inhibir in vitro el crecimiento
bacteriano (CMI). En conclusién, el limoneno presenté poca actividad

antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Citrus sinensis, limoneno, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, halo de inhibicion, CMI.
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ABSTRACT

The present investigation aimed to determine the in vitro antibacterial
activity of limonene obtained from orange peel waste (Citrus sinensis [L.]
Osbeck variety Valencia) against Escherichia coli ATCC 8720 and
Staphylococcus aureus ATCC 6538. The study was experimental,
prospective, cross-sectional and analytical, in which random samples of
orange peel residues were taken from 5 orange juice stalls at the Grau
Wholesale Market, dehydrated, the essential oil was extracted by steam
dragging, a fraction of the essential oil was distilled at 175 °C, and analyzed
by gas chromatography, obtaining as a result a chemical composition of
100% limonene. The in vitro activity of limonene against E. coli and S.
aureus was evaluated. The highest inhibition halos of 7,73 mm were
obtained for 30% limonene against E. coli and 10,26 mm for 100% limonene
against S. aureus. Against both strains, limonene at different concentrations
could not inhibit in vitro bacterial growth (MIC). In conclusion, limonene
showed little in vitro antibacterial activity against Escherichia coli and

Staphylococcus aureus.

Keywords: Citrus sinensis, limonene, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, inhibition halo, MIC.
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INTRODUCCION

En el Perd no existe una gran cultura del reciclaje, esto puede deberse
a muchos factores como la educacion, la falta de inversion, la gestion
publica, entre otros, pero el mas importante respecto a la investigacion es
gue no se realizan estudios notables enfocados en obtener productos a
partir de residuos organicos, ni se desarrollan empresas de este rubro que
generen una alta rentabilidad y que a la vez solucionen problemas
ambientales.

En el presente trabajo de investigacion se evalud la actividad
antibacteriana in vitro del limoneno obtenido a partir de residuos de cascara
de naranja producto de la venta ambulante de jugo frente a Escherichia coli
ATCC 8720 y Staphylococcus aureus ATCC 6538 como una forma de
conocer una de las tantas aristas que tiene este desaprovechado recurso
ecologico y a la vez darle realce para que futuros investigadores que
dispongan de mas recursos se inclinen por estudiar mas sus propiedades
y potenciales usos en el area de la salud.

Esta investigacion se divide en cuatro capitulos. En el primer capitulo
se trata el problema principal, se presenta la justificacion que responde al
motivo y propdésito de esta investigacion, asi también se presentan las
hipétesis y los objetivos propuestos.

En el segundo capitulo se aborda los antecedentes del estudio, el

marco tedrico que guia el desarrollo de la investigacion a nivel conceptual.



En el tercer capitulo se desarrolla el marco metodoldgico, incluyendo
la operacionalizacion de las variables, la metodologia empleada, el tipo de
estudio, el disefio de investigacion, la poblacion objeto de estudio, las
técnicas e instrumentos para la toma de datos, las observaciones
realizadas y los métodos analiticos.

En el cuarto capitulo se presentan los resultados del estudio,
desarrollando la discusién y el analisis comparativo con los antecedentes y
teorias previamente expuestas.

En el quinto capitulo se realiza la discusién de los resultados
obtenidos frente a los de otros autores, asi como de las técnicas y métodos
llevados a cabo.

Finalmente, se exponen las conclusiones de esta investigacion,
considerando al limoneno como un agente no bactericida frente a
Escherichia coli ATCC 8720 y Staphylococcus aureus ATCC 6538 pero
resaltando su rendimiento, obtencién y pureza, alentando al desarrollo de

MAas investigaciones respecto a este recurso natural ecolégico.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

El aprovechamiento de los residuos organicos es un tema poco
tomado en cuenta a la hora de investigar nuevas sustancias de las
cuales obtener alguna utilidad farmacéutica. Casi todos los trabajos
de investigacion sobre aceites esenciales se inclinan por el estudio de
especies botanicas conocidas o poco conocidas, sin reparar en el
rendimiento de la extraccion, la purificacion del principio activo ni la
viabilidad de su produccién a gran escala.

El limoneno es un terpeno muy conocido, usado en la industria
alimentaria como aromatizante y saborizante; en la industria quimica
y de polimeros como solvente organico desengrasante; en la industria
de limpieza como desengrasante y desinfectante; y en la industria
farmacéutica como excipiente de muchas formulaciones. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha investigado al limoneno como un
potencial compuesto anticancerigeno natural, con actividad
quimiopreventiva, estimulando la desintoxicacion de compuestos
cancerigenos y limitando el crecimiento tumoral y la angiogénesis en

varios modelos de cancer (1). Se destaca asi al limoneno como una



molécula natural, abundante, de baja toxicidad, con mudltiples
utilidades industriales y diversas propiedades farmacologicas.

El presente informe de tesis pretende innovar respecto a los
clasicos trabajos de investigacion de aceites esenciales, con la
esperanza de que los resultados de esta investigacion sirvan de base
cientifica para otros estudios y que resulte en el desarrollo de nuevos

productos farmaceéuticos hechos a base de limoneno ecoldgico.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1. Problema principal
Tendra actividad antibacteriana in vitro el limoneno
obtenido de residuos de cascara de naranja (Citrus sinensis [L.]
Osbeck variedad Valencia) frente a Escherichia coli ATCC 8720
y Staphylococcus aureus ATCC 65387
1.2.2. Problemas especificos
Tendrd actividad antibacteriana in vitro el limoneno
obtenido de residuos de cascara de naranja (Citrus sinensis [L.]
Osbeck variedad Valencia) frente a Escherichia coli ATCC
87207
Tendrd actividad antibacteriana in vitro el limoneno

obtenido de residuos de cascara de naranja (Citrus sinensis [L.]



Osbeck variedad Valencia) frente a Staphylococcus aureus

ATCC 65387

1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La venta ambulante de jugo de naranja es uno de los trabajos
mas comunes de encontrar en los mercados y zonas comerciales de
nuestra ciudad. En estos puestos ambulantes se produce, ademas de
litros de jugo de naranja, tiras de cascara fresca de aproximadamente
10 mm de ancho que algunas veces las venden muy barato a
personas que la solicitan para su uso en reposteria, en saunas, en
hornos de carbon y de lefia, en alimento para ganado, entre otros,
pero que muchas otras veces las desechan directamente al
contenedor de basura por no encontrarles ninguna otra utilidad.

La composicion fisicoquimica de la cascara de naranja la
convierte en un recurso organico con muchos usos, tales como
biomasa para la produccién de composta por su alto contenido de
carbohidratos (2), como materia prima para la produccion industrial de
pectina y alcohol; y en la producciéon de limoneno, componente
principal (>90%) del aceite esencial de la cascara de naranja (3), el
cual posee muchos otros usos como solvente organico, aromatizante,
desinfectante, aditivo alimentario, entre otros que en la actualidad se

siguen investigando (4). Ademas, su capacidad biodegradable y su



1.4.

bajo nivel de toxicidad general permite su empleo en el area de la
salud y en la industria farmacéutica (5).

Frente al problema diario de los residuos de cascara de
naranja, hoy en dia desaprovechado y poco explotado, y el creciente
interés de las industrias por dejar de lado los productos sintéticos para
optar por productos ecoldgicos y sostenibles de origen natural, el
presente proyecto de tesis pretende darle un valor farmacéutico a este
recurso al obtener el aceite esencial de estos residuos, purificarlo por
destilacién fraccionada para la obtencién de limoneno, determinar su
pureza por analisis cromatografico de gases y finalmente evaluar su
actividad antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC 8720 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538, bacterias gramnegativa y

grampositiva respectivamente, de notable interés patolégico.

ALCANCES Y LIMITACIONES
Alcances

La presente investigacion permite conocer cudl es la actividad
frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus del limoneno
obtenido a partir del aceite esencial extraido de residuos de cascara
de naranja y cuyos resultados se espera que sean de mucha utilidad
para que se realicen mas investigaciones que amplien el

conocimiento acerca de este potencial recurso ecoldgico.



Limitaciones

La investigacion se vio limitada econdmicamente por la carencia
de medios de cultivo y cepas bacterianas con las cuales poder realizar
pruebas en mas especies, asi como por la falta de equipos y reactivos
con los cuales poder realizar mas pruebas fisicoquimicas y de

analisis.

1.5. OBJETIVOS
1.5.1. Objetivo general
Determinar la actividad antibacteriana in vitro del limoneno
obtenido de residuos de cascara de naranja (Citrus sinensis [L.]
Osbeck variedad Valencia) frente a Escherichia coli ATCC 8720
y Staphylococcus aureus ATCC 6538.
1.5.2. Objetivos especificos
o« Determinar el halo de inhibicion del limoneno obtenido de
residuos de cascara de naranja (Citrus sinensis [L.] Osbeck
variedad Valencia) frente a Escherichia coli ATCC 8720.
o« Determinar el halo de inhibicion del limoneno obtenido de
residuos de cascara de naranja (Citrus sinensis [L.] Osbeck
variedad Valencia) frente a Staphylococcus aureus ATCC

6538.



Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
limoneno obtenido de residuos de cascara de naranja (Citrus
sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia) frente a Escherichia
coli ATCC 8720.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
limoneno obtenido de residuos de cascara de naranja (Citrus
sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia) frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) del
limoneno obtenido de residuos de cascara de naranja (Citrus
sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia) frente a Escherichia
coli ATCC 8720.

Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) del
limoneno obtenido de residuos de cascara de naranja (Citrus
sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia) frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538.



1.6. HIPOTESIS

1.6.1. Hipodtesis general

El limoneno obtenido de residuos de cascara de naranja

(Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia) posee actividad

antibacteriana in vitro frente a Escherichia coli ATCC 8720 y

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

1.6.2. Hipoétesis especificas

oC

El limoneno produce in vitro un halo de inhibicion frente a
Escherichia coli ATCC 8720.

El limoneno produce in vitro un halo de inhibicion frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

El limoneno inhibe in vitro el crecimiento de Escherichia coli
ATCC 8720.

El limoneno inhibe in vitro el crecimiento de Staphylococcus
aureus ATCC 6538.

El limoneno elimina in vitro a la bacteria Escherichia coli ATCC
8720.

El limoneno elimina in vitro a la bacteria Staphylococcus

aureus ATCC 6538.



1.7. VARIABLES
1.7.1. Variable independiente
Limoneno obtenido de residuos de cascara de naranja
(Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia).
1.7.2. Variable dependiente
= Actividad antibacteriana in vitro del limoneno frente a
Escherichia coli ATCC 8720.
= Actividad antibacteriana in vitro del limoneno frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538.
1.7.3. Indicadores
Rendimiento de aceite esencial
Pureza del limoneno
Diametro del halo de inhibicion

Concentracion minima inhibitoria

vV Vv VY V VY

Concentracion minima bactericida
1.7.4. Definiciéon operacional de las variables

Véase la siguiente pagina.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO
2.1.1. Antecedentes internacionales

En Cartagena, Ledn y colaboradores (2023) en su estudio
“‘Development of an antibacterial impregnated support using
Citrus sinensis esential oil as active ingredient” desarrollaron
un soporte antibacteriano impregnado con aceite esencial de
naranja como principio activo. Observaron que la formulacion
idonea a concentracion de 2% de aceite esencial de naranja
presenta actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia
coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 (6).

En Brazil, Oliveira y colaboradores (2021) en su estudio
‘Mechanism of action of various terpenes and
phenylpropanoids against Escherichia  coli and
Staphylococcus aureus” observaron una actividad antibacterial
del limoneno Gnicamente frente a S. aureus, con una CMIy CMB
de 21 pg/mL (7).

En Rumania, Man y colaboradores (2019) en su estudio

“‘Antimicrobial activity of six essential oils against a group



of human pathogens: a comparative study” compararon
diferentes aceites esenciales y su actividad antimicrobiana frente
a bacterias patdégenas. Observaron que el monoterpeno D-
limoneno sintético y el obtenido de especies del género Citrus
posee un alto indice bactericida para Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y en el género
Streptococcus, y fungicida para Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus y Aspergillus niger (8). Entre los
factores que intervienen en el efecto inhibitorio del D-limoneno
estan la temperatura y el pH. En este sentido, Espina et al. en
2013 mostraron que el pH = 4 potencializé el efecto bactericida
sobre E. coli. También se reportd que el limoneno emulsificado
inhibi6é a bacterias patdgenas transmitidas por alimentos (9).

En Colombia, Torrenegra y colaboradores (2017) en su
estudio “Actividad antibacteriana in vitro de aceites
esenciales de diferentes especies del género Citrus”
observaron que estos aceites inhibieron el crecimiento de
diferentes cepas ATCC, entre ellas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, con valores de CMI superiores a 600 mg/mL

(10).
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En México, Sagaste y colaboradores (2015) en su estudio
“Evaluacion de la actividad inhibitoria del aceite esencial de
naranja contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Candida albicans” presentaron los resultados de pruebas de
inhibicion de crecimiento bacteriano a las que sometieron dos
tipos de aceites esenciales de una misma especie de naranja
Valencia (Citrus sinensis) pero de distinta procedencia (Caborca,
Sonora, México, y en Redlands, California, EE.UU.), usando el
mismo método (hidrodestilacién) y en las mismas condiciones.
Observaron que el aceite esencial de naranja mexicana presento
un rendimiento casi dos veces mas en volumen respecto al
aceite esencial de naranja estadounidense. Respecto a la
actividad inhibitoria, ambos aceites presentaron un diametro de
inhibicién similar frente a Staphylococcus aureus; sin embargo,
el aceite mexicano presento actividad frente a Escherichia coli,
mientras que el aceite estadounidense no fue capaz de inhibir el
crecimiento de esta cepa (11).

En Venezuela, Guerra y colaboradores (2014) en su
estudio “Actividad antibacteriana del aceite esencial de
cortezas de naranja (Citrus sinensis) var. Valencia frente a
microorganismos  grampositivos y  gramnegativos”

observaron que, frente a bacterias grampositivas como

14



2.1.2.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Listeria monocytogenes
ATCC 19115y gramnegativas tales como Escherichia coli ATCC
35218 y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, el aceite puro
no inhibe el crecimiento de las bacterias grampositivas, mientras
qgue frente a las gramnegativas se observd una sensibilidad a
partir del 10% (12).

Antecedentes nacionales

En Lima, Luque y Vega (2019) en su tesis “Actividad
antioxidante y efecto antibacteriano del aceite esencial de
cascara de Citrus sinensis variedad Valencia Late”
observaron que, en diluciones del 30, 50 y 70%, dicho aceite
esencial presenta efecto antibacteriano frente a Staphylococcus
aureus y Escherichia coli (13).

En Juliaca, Condori y Vilcazan (2019) en su tesis
“‘Determinacion de capacidad inhibitoria microbiana con
aceite esencial de naranja (Citrus sinensis) y romero
(Rosmarinus  officinalis) en  Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus por el método antibiograma”
observaron que el aceite esencial de naranja produjo un halo de
inhibicion de 10.94 mm a 11.59 mm frente a Escherichia coli y

de 9.01 mm a 11.27 mm frente a Staphylococcus aureus (14).
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En Lima, Juarez y colaboradores (2010) en su estudio
“‘Composicion quimica, actividad antibacteriana del aceite
esencial de Citrus sinensis L. (naranja dulce) y formulacién
de unaforma farmacéutica” realizaron un ensayo in vitro por el
método de difusion en agar y formacion de halos de inhibicién,
donde observaron una actividad antibacteriana significativa a
concentracion del 100% frente a Staphylococcus aureus ATCC

25933, no asi frente a Escherichia coli (15).

2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Naranja
La naranja (Citrus sinensis L.) es la especie fruto del arbol
de naranjo dulce perteneciente al género Citrus y a la familia de
las Rutaceas, siendo este hesperidio el mas cultivado de todos
los citricos. Su taxonomia y morfologia son las siguientes (16):
= Divisién: Magnoliophyta
= Clase: Magnoliopsida
» Orden: Sapindales
» Familia: Rutaceae
» Subfamilia: Aurantioideae
= Género: Citrus

= Especie: Citrus sinensis (L.) Osbeck
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Altura: Reducido (6 — 10 m), con ramas poco vigorosas (rosan
el suelo) y tronco corto.

Hojas: Limbo grande, de forma oval y espinas no muy
acusadas.

Flores: También llamadas “azahar”’, son ligeramente
aromaticas, pueden nacer solas o agrupadas con o sin hojas
y cOn ramas que en ocasiones poseen grandes espinas.
Fruto: Hesperidio que consta de exocarpio (flavedo o corteza
gue presenta vesiculas que contienen aceite esencial),
mesocarpio (albedo de aspecto pomposo y color blanco) y

endocarpio (pulpa que presenta sacos con jugo).

Se conocen dos tipos, diferenciados por su sabor: las

naranjas dulces y las amargas. Las dulces son las naranjas de

mesa de mayor consumo humano, mientras que las amargas no

se suelen consumir crudas, siendo empleadas para la

preparacion de mermeladas y obtencion de aceite esencial. Las

naranjas dulces se dividen en cuatro grupos o variedades (17)

(18):

X/
°

Grupo Navel: se debe el nombre por su forma (ombligo, en
inglés). Con mucho valor agricola ya que llegan a crecer
robustas, precoces y de gran tamafo. Variedades mas

destacables: Navelina, Washington Navel y Lanelate.

17



% Grupo Blancas: es el grupo mas significativo de las naranjas
dulces. Son la de mas larga data, cultivadas globalmente
tanto para el mercado en fresco como para la elaboracion de
zumos gracias a la calidad del fruto, a sus pocas semillas y a
su buena capacidad de conservacion. Variedades mas
destacables: Valencia, Pera y Salustiana

% Grupo Sanguina: se debe el nombre por su pigmentacion de
antocianinas en su flavedo y albedo, que le confiere un color
rojo mas o menos intenso dependiendo de la variedad y de
las condiciones edafo-climéticas. Variedades mas
destacables: Tarocco y Sanguinelli

s Grupo Sucrefias: Grupo de naranjas dulces que presentan
caracteristicas analogas a las Blancas, aunque con menor
acidez. Variedades mas destacables: Sucrefia e Imperial.

2.2.2. Naranja dulce
La naranja dulce variedad Valencia es la mas tardia de las
variedades, pero a la vez la mas importante en el mundo. Su
fruto es de tamafo medio a grande, redondo o ligeramente
achatado, poca o ninguna semilla, notable coloracién a la
madurez, ciscara delgada y lisa que tiende a reverdecer al final
de temporada. Se puede cosechar desde febrero hasta abril,

pero puede permanecer en el arbol hasta junio si las condiciones
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de humedad son favorables. Su contenido de jugo es alto y de
excelente sabor (16).

El principal uso de la naranja dulce es el consumo humano
del jugo, sea fresco o conservado. La pulpa y la corteza
obtenidos como subproductos de la extraccion de jugo son
usados en la elaboracion de piensos para animales (18).

En el Peru, la comercializacién de la naranja Valencia se
concentra en mayor medida (superior al 50%) entre los meses
de mayo hasta agosto, iniciando la cosecha en el mes de abril.
Entre los departamentos mas productores se encuentran Junin
(54%), San Martin (14%), Lima (7%), Puno (5%) y Cusco (4%)
(19). En Tacna sélo es conocida la produccion en el distrito de
La Yarada — Los Palos de la variedad Washington Navel (20).

2.2.3. Venta ambulante de jugo de naranja

La venta ambulante de jugo de naranja en la ciudad de
Tacna no esta muy documentada. No se han hallado registros
estadisticos de puestos ambulantes de zumo de naranja ni
investigaciones acerca de la utilizacion de los residuos de
cascara de naranja. Lo poco que se sabe se obtuvo por medio
de entrevistas con los mismos vendedores y por medio de la

observacién de su trabajo.
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2.2.4. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos terpenoides
derivados de la condensacion del isopreno. Son de naturaleza
lipofilica, aunque no estan relacionados con los acidos grasos.
Fisicamente, son liqguidos a temperatura ambiente, de
tonalidades amarillas hasta incoloras, menos densos que el
agua, con elevado indice de refraccion, insolubles en agua,
solubles en alcohol y otros solventes organicos. Quimicamente,
son hidrocarburos (compuestos Unicamente por atomos de
carbono e hidrogeno), aunque algunos como el del alcanfor
contienen funciones oxidadas (atomos de oxigeno) (21). Se
producen en las partes verdes (con clorofila) de la planta que al
crecer son transportados a otros tejidos donde pueden
almacenarse en las diferentes estructuras. Se cree que la
funcién de los aceites esenciales en la planta es atraer insectos
polinizadores, asi como repeler a los nocivos, o simplemente que
son un producto metabdlico intermedio (3).

Existen varios métodos para obtener el aceite esencial de
una planta:
o« Por expresion
« Por destilacion

o Por extraccion con solventes organicos
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2.2.5.

2.2.6.

« Por enflorado
o« Por maceracion
Aceites esenciales de citricos

Los aceites esenciales de citricos son insolubles en agua,
pero se hacen mas solubles cuando se emplean en bajas
concentraciones usando etanol como disolvente. En ocasiones,
forman soluciones oscuras que se aclaran con dificultad. De aqui
gue sea deseable eliminar los terpenos y sesquiterpenos. Para
ello se pueden aplicar dos métodos: por destilacion fraccionada
con o sin presion reducida, o la extraccién de los compuestos
oxigenados mas solubles con alcohol diluido y otros disolventes
(3).
Destilacion de aceites esenciales

El método de destilacion consiste en un sistema cerrado en
el cual la materia vegetal entra en contacto con el agua o el vapor
dentro de una misma caldera que, al hervir, pasa a condensarse
en un refrigerante, recogiendo por medio de un alambique el
destilado compuesto de agua y aceite.

Puede hacerse con la materia vegetal en contacto directo
con el agua (hidrodestilacion) o sin contacto directo con el agua
(por arrastre de vapor de agua), esto dependera de la naturaleza

de la materia vegetal (22).
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2.2.7.

El rendimiento del aceite esencial obtenido de una planta
varia de acuerdo a la técnica empleada y suele ser desde
décimas de porcentaje hasta 1 a 3% del peso vegetal seco (21).
Destilacion fraccionada

La destilacidon fraccionada es una técnica que se emplea
para separar sustancias volatiles cuyos puntos de ebullicién
difieren entre si por menos de 25 °C. Esta técnica incorpora una
columna de fraccionamiento o rectificacion entre la disolucion y
el refrigerante de un equipo de destilacion simple.

La columna de fraccionamiento, también llamada de
Vigreux, consta de un tubo largo de vidrio que lleva por dentro
puntas o hélices que parten del mismo vidrio de la columna y que
funcionan como puntos en los cuales el condensado frio recibe
el calor del vapor que asciende y se vuelve a vaporizar
parcialmente formando un vapor que enriquecido del
componente mas volatil. De la misma manera, al ceder calor al
condensado, el vapor se enfria formando un condensado adn
mas rico del componente menos volatil.

Con la columna adecuada y el control suficiente de la
temperatura se pueden llegar a separar compuestos volatiles

gue difieren de pocos grados en su punto de ebullicion (23).
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2.2.8. Cromatografia de gases con deteccion de masas
La cromatografia de gases es la técnica cromatografica
mas empleada para separar compuestos organicos volatiles. El
meétodo consiste en inyectar una pequefia muestra del material

a separar en una corriente de gas inerte (fase movil) que lo

transportara hasta la columna que contiene el medio adecuado

para retardar el flujo de los componentes individuales de la
muestra. Los componentes de la muestra se iran separando en
la columna debido a las diferencias en la adsorcion o reparto
entre la fase movil gaseosay la fase estacionario sélida o liquida.

Los compuestos ya separados emergeran a intervalos de tiempo

discretos y Unicos de cada componente, y pasaran a través de

un detector.

La cromatografia de gases se divide en dos tipos:

» Cromatografia Gas - Solido (CGS): donde la fase
estacionaria es un solido y la fase movil un gas inerte. Esta
técnica es muy limitada y sélo es aplicable a compuestos
gaseosos de bajo peso molecular.

» Cromatografia Gas - Liquido (CGL): donde la fase
estacionaria es un liquido retenido sobre la superficie de un
soporte sélido y la fase mévil es un gas. En este caso la

separaciéon de los compuestos depende de la constante de
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2.2.9.

2.2.10.

solubilidad de la muestra entre la fase liquida y la fase
gaseosa. Esta técnica es la mas empleada (23).
Limoneno
El limoneno es el principal compuesto de los aceites
esenciales obtenidos de la cascara de los citricos. Es un
hidrocarburo de la familia de los terpenos, de formula CioHs y
nombre 1-metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexeno. Fisicamente es un
liquido incoloro, oleoso, de aroma agradable y poco soluble en
agua. Posee un punto de ebullicién de 176 °C a 1 atm de presion.
Es ampliamente utilizado como precursor de productos quimicos
para la industria farmacéutica, alimentaria y de polimeros.
Comercialmente, es un subproducto del procesamiento de los
citricos, siendo un producto natural, abundante y muy barato (4).
Escherichia coli
Es una especie de bacteria gramnegativa del tipo de
bacilos flagelados. Su habitat natural es el tracto gastrointestinal
de los mamiferos donde forma parte de la flora bacteriana, sin
embargo, puede llegar a desarrollarse en otros érganos y causar
severas infecciones. Las cepas de E. coli patdgenas son causa
importante de enfermedad diarreica aguda (EDA) que se en
mayor medida en menores de 5 afios y que constituye una de

las causas mas importantes de mortalidad infantil (14).
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2.2.11.

2.2.12.

Staphylococcus aureus

Es una especie de bacteria grampositiva del tipo de cocos
gue forman racimos. Sus principales habitats en mamiferos son
las fosas nasales, la piel y tracto gastrointestinal que en
ocasiones llega a desarrollar un amplio espectro de
enfermedades que van desde infecciones simples de la piel
hasta infecciones sistémicas que ponen en riesgo la vida del
huésped y en muchos casos resistente a multiples antibidticos,
sobre todo a la meticilina (14).
Método de Kirby-Bauer o de difusion de disco

El método de Kirby-Bauer, también llamado de difusién de
disco en placa, es el método recomendado por el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para la
determinacion de la sensibilidad bacteriana a los
antimicrobianos. Este método consiste en colocar en la
superficie de agar de una placa Petri, previamente inoculada con
el microorganismo, discos de papel secante impregnados con
diferentes concentraciones de antimicrobiano. En cuanto el
disco impregnado se deposita en la superficie del agar, el filtro
absorbe agua y el antimicrobiano difunde al agar. El
antimicrobiano difunde radialmente a través del agar a partir del

disco formandose un gradiente de concentracion. Tras un tiempo

25



2.2.13.

2.2.14.

2.2.15.

de incubacion, los discos aparecen rodeados por una zona de
inhibicion, también llamado halo de inhibicién (24).
Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se define como la minima concentracion de antimicrobiano
(en upg/mL) que inhibe el crecimiento visible de wun
microorganismo a las 24 horas de incubacion a 37 °C. La CMI
se considera como patron de referencia frente a otros métodos
que evaltan la susceptibilidad antimicrobiana, ademas de
confirmar resistencias inusuales, da respuestas definitivas
cuando los resultados obtenidos por otros métodos son
indeterminados (25).

Concentracion minima bactericida (CMB)

Se define como la minima concentracion de antimicrobiano
qgue elimina a mas del 99,9% de los microorganismos viables
después de un tiempo determinado de incubacion (por lo
general, 24 horas) (25).

Prueba estadistica F de analisis de varianza (ANOVA)

Esta prueba se utiliz6 para determinar si existe una

diferencia significativa entre las medias y las varianzas de tres o

MAas grupos (26).
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En la prueba F se compara si existe diferencia entre una
variable métrica-nominal entre tres o mas opciones. Las

férmulas a utilizar fueron varias (ver Resultados).

2.3. DEFINICION DE TERMINOS

Venta ambulante

Actividad comercial de venta al por menor realizada
generalmente en lugares publicos sin establecimiento comercial
permanente que utiliza instalaciones desmontables, transportables o
moviles (27).
Hesperidio

Fruto carnoso de corteza gruesa, dividido en varias celdas por
telillas membranosas; p. €j., la naranja y el limén (28).
Flavedo

Estructura mas externa del fruto de los citricos, llamado también
cascara. En él se encuentran las glandulas de aceites esenciales
producidas por los frutos. Es grueso y puede ser mas o menos liso o
rugoso (18).
Albedo

Estructura intermedia del fruto de los citricos, localizada entre el
flavedo y la pulpa. Es una capa mas o menos gruesa, de color blanco

con alto contenido de pectinas (18).
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Hidrolato

Es el agua residual que se forma durante el proceso de
obtencion de un aceite esencial por destilacion por arrastre de vapor
(29).
Cepa

Grupo de microorganismos, como bacterias o virus, que
pertenecen a la misma especie y comparten ciertas caracteristicas
gue no se encuentran en otros miembros de la especie (30).
Halo (de inhibicidn)

Zona de distribucion radial que es producida por la difusion de
un agente antimicrobiano sobre una placa de agar inoculada con
algun microorganismo. Esta expresada por el diametro en milimetros

(mm) (24).
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1. TIPO, DISENO Y NIVEL DE LA INVESTIGACION
3.1.1. Tipo y disefio de la investigacion

Segun la intervencion del investigador

El estudio es de tipo Experimental porque la variable
dependiente se ve alterada cuando se manipula la variable
independiente.
Segun la planificacion de la toma de datos

El estudio es de tipo Prospectivo porque son observadas
las variables durante un corto periodo de tiempo para recopilar
informacion y registrar resultados.
Segun el numero de ocasiones en gque mide la variable de
estudio

El estudio es de tipo Transversal porque se analizan los
datos de las variables compilados dentro de un corto periodo de
tiempo.
Segun el numero de variables de interés

El estudio es de tipo Analitico porque se plantean y se

ponen a prueba las hipétesis.



3.1.2. Nivel de la investigacién
El nivel de investigacion es Exploratorio porque se centra
en analizar e investigar aspectos concretos de la realidad que no

han sido explorados en profundidad.

3.2. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
3.2.1. Poblacién
Residuos de céscara de naranja producto de la venta
ambulante de jugo de naranja en la ciudad de Tacnha.
3.2.2. Muestra
Residuos de cascara de naranja obtenido de 5 puestos de
venta ambulante de jugo de naranja en el Mercado Mayorista
Grau de Tacna.
3.2.3. Muestreo

Aleatorio.

3.3. MATERIALES E INSTRUMENTOS

3.3.1. Materiales

» Tijera para podar de 8” 1
= Papel Kraft (pliego) 40
= Papel de aluminio (rollo) 1
= Algodén 500 g
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Bowl de acero inoxidable grande
Guantes de nitrilo color negro talla M (caja x 50 unidades)
Guantes de cuero termorresistente (par)
Soporte universal

Pinza de tres dedos con nuez doble

Aro metalico

Conector de vidrio doblado
Condensador de Graham

Mangueras de plastico de 0.5 cm de diametro (metro)
Balde de plastico de 20 L

Pera de decantacion de 250 mL

Vaso Beaker de vidrio de 200

Vaso Beaker de vidrio de 250 mL
Probeta de vidrio graduada de 25 mL
Probeta de vidrio graduada de 100 mL
Probeta de vidrio graduada de 500 mL
Piseta de laboratorio

Matraz Erlenmeyer de 100 mL

Matraz Erlenmeyer de 125 mL

Matraz Erlenmeyer de 250 mL

Matraz Erlenmeyer de 500 mL

Matraz Erlenmeyer de 600 mL
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Pipeta de vidrio de 10 mL

Tubo de ensayo de 15 x 125 mm
Tubo de ensayo de 13 x 100 mm
Gradilla para tubos de ensayo

Placa Petri de 10 x 100 mm

Frascos viales con tapa de jebe

Asa de Kolle

Asa de Digralski

Mechero de alcohol

Frasco de vidrio color ambar de 10 mL
Frasco de vidrio color ambar de 120 mL

Gotero de vidrio

3.3.2. Equipos e instrumentos

Deshidratador de alimentos marca Blackline HB-327B

Equipo de destilacion por arrastre con vapor

20

30

40

10

2

1

Equipo de destilacion fraccionada de 250 mL marca Glassco 1

Estufa eléctrica marca Briuder

Balanza electrénica Henkel (0.01 — 1000 g)

Mechero de Bunsen

Bomba de agua BKL-750

Multimetro digital marca Uni-T UT33C+ con termocupla

Autoclave marca GCA modelo 67018
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Incubadora marca MEMMERT modelo DIL-12880-KI 1
Balanza analitica marca KERN modelo AES-2004C 1

Balanza de precision marca KERN modelo PBS6200-2M 1

Propipeta de 10 mL 1
Micropipeta Brand Transferpette S 0 — 10 pL 1
Micropipeta Brand Transferpette S 10 — 100 pL 1
Micropipeta Brand Transferpette S 100 — 1000 uL 1
Vernier digital Truper de 6” 1
Agitador Vortex VWR VM-300 minivortexer 1

3.3.3. Insumos y reactivos

Cascara de naranja fresca 20 kg
Hielo en escamas (cubetas de 10 L) 20
Cloruro de calcio en escamas 109
Etanol de 96° (litro) 1
Metanol 5mL
Alcohol isopropilico 5mL
Ron de quemar (litro) 2
Tintura de yodo (gotero) 1
Dimetilsulfoxido 10% 40 mL
Discos de sensibilidad de ceftazidima Oxoid de 30 ug 200
Puntas para micropipetas de 0 — 10 pL 100
Puntas para micropipetas de 10 — 100 pL 100
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» Puntas para micropipetas de 100 — 1000 pL 100

= Cepa KwikStik de S. aureus ATCC 6538 1
= Cepa KwikStik de E. coli ATCC 8720 1
» Nefelémetro de Mac Farland (1,5x108 cel/mL) 1
= Agar Nutritivo marca Liofilchem 30¢
= Agar Muller-Hinton marca Liofilchem 100 g

» Caldo Infusién Cerebro Corazon (BHI) marca Liofilchem 50 g

3.4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.4.1. Recoleccion de muestras de residuos de cascara de naranja
Los vendedores ambulantes poseen un carro pequefio (ver
Anexo 1) con cajones en la parte inferior donde almacenan las
naranjas previamente lavadas. Estas naranjas las compran en
puestos de venta al por mayor (en el caso del Mercado Mayorista
Grau, las adquieren en las fruterias ubicadas en la parte exterior)
y que, segun los mismos vendedores, proceden de distintas
haciendas del centro y norte del pais tales como Pacifico, Palma,
Santa Cristina y Selva, siendo las principales las de
Chanchamayo, Junin; todas ellas productoras de una misma

variedad, la naranja Valencia (ver Anexo 2y 3).
En promedio, una naranja Valencia madura mide de 9 a 10

cm de diametro; tiene un color anaranjado claro con algunas
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motas de verde que indican la madurez del fruto (ver Anexo 4);
posee de 4 a 6 semillas; su cascara es delgada, lisa, dura, dificil
de pelar con las manos y de un suave aroma citrico.

Encima del meson, los vendedores disponen de un pelador
manual similar a un torno (ver Anexo 6), en el cual colocan la
naranja entera sujetada por sus polos, ajustan la cuchilla sobre
la piel de la naranja y hacen girar la manivela, pelando muy facil
y en cuestion de segundos la cascara. De esta forma, al exprimir
las rodajas se obtiene un jugo dulce y fresco, sin el sabor amargo
del aceite esencial que se encuentra en ella y que, en caso de
no pelarlas, se extrae por expresion y se mezcla con el jugo.

Las céascaras de naranja suelen tener un ancho de
aproximadamente 1 cm y de 2.8 a 3 m de largo (ver Anexo 7).
Los vendedores siempre suelen tener listas naranjas peladas
gue almacenan en un envase de vidrio encima del meson,
mientras que la cascara la cuelgan a un lado del carro. Asi, al
final de la jornada, logran juntar kilos de tiras de cdscara fresca
de naranja, las cuales venden al precio simbélico de S/.1.00
($0.27 USD) sin pesar la cantidad, s6lo estimando por el tamafio
del rollo de tiras de cascara (ver Anexo 8).

Las muestras fueron recolectadas de diversos puestos

ambulantes de venta de jugo de naranja dentro del Mercado
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3.4.2.

Mayorista Grau (ver Anexos 9, 10 y 11), de forma aleatoria y en
distintos dias del mes de mayo. En total fueron necesarios 10
dias de recoleccion.

Tratamiento de las muestras

Las muestras, una vez recolectadas, fueron extendidas
para poderlas cortar (ver Anexo 12). No fue considerado
necesario lavar las muestras debido a que de todas formas
cualquier impureza fisica es eliminada en la destilacion, ademas
de que iba a retardar mucho mas el proceso de secado.

Con la ayuda de tijeras para podar se cortd la cascara
fresca en tiras de aproximadamente 30 cm para asi poder
disponerlas en forma circular en las bandejas de deshidratacion
(ver Anexo 13). Por cada bandeja se programo un tiempo de
secado de 20 horas seguidas a 40 °C. Se utiliz6 dos
deshidratadores de alimentos que funcionaban a la vez debido a
gue muchas veces la cantidad recolectada sobrepasaba la
capacidad de las bandejas (ver Anexo 14). Cuando esto pasaba,
la cascara que sobraba era almacenada en refrigeracién a 8 °C
hasta desocupar las bandejas y poderlas procesar.

Como resultado se obtuvo tiras de cascara seca de
consistencia fragil, sin signos de oxidacion ni descomposicion,

de fuerte aroma y buen color (ver Anexo 15). Para finalizar el
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3.4.3.

tratamiento, cada muestra seca era colocada en un bowl! grande
en el cual se trizaba con las manos hasta obtener tiras pequefias
de aproximadamente 2 cm de largo (ver Anexo 16). El bowl era
tapado con papel aluminio y almacenado para ser usado
posteriormente en la extraccion el aceite esencial.
Certificacion de la especie de naranja

La certificacion estuvo a cargo del biélogo Dr. Pablo Franco
Ledn, a quien se le hizo entrega de una muestra de la naranja
gue se emplea en la venta ambulante de jugo y se le hizo saber
todos los datos correspondientes a su comercializacion vy
procedencia. El doctor tuvo por bien emitir el certificado que
acredita la especie y variedad de naranja de la siguiente manera
(ver Anexo 17):
o Division: MAGNOLIOPHYTA
« Clase: MAGNOLIOPSIDA
« Orden: SAPINDALES
o« Familia: RUTACEA
o Geénero: Citrus
« Especie: Citrus sinensis (L.) Osbeck variedad Valencia

o« Nombre comun: Naranja dulce
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3.4.4. Extraccidn del aceite esencial por arrastre de vapor de agua
En la mesa del Laboratorio de Farmacobotanica de la
Escuela de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna
se armoO un equipo de extraccion por arrastre de vapor de la
siguiente manera (ver Anexo 18): una olla a presion con una sola
salida (cuya boca fue reforzada con cinta de teflon y debajo de
la cual se colocé un mechero de Bunsen conectado a un balon
de gas ubicado debajo de la mesa), dentro de la cual se coloco
una canastilla de acero inoxidable que se posaba sobre una
gradilla que mantenia sin contacto el agua de la canastilla con la
muestra previamente pesada (ver Anexos 19 y 20). La tapa de
la olla se conecto a través de un tubo de vidrio doblado a medida
a un condensador de Graham (por el cual se hacia circular agua
fria cuya fuente estaba en un balde con agua con una cubeta de
hielo que habia que cambiar al finalizar cada extraccion (ver
Anexo 21) y en la cual estaba sumergida una bomba de agua
qgue la hacia circular por medio de una manguera y recircular a
través de otra al mismo balde (ver Anexo 22)) y en cuyo extremo
se colocd un matraz Erlenmeyer de 600 mL que recogia el
destilado para ser trasvasado a una pera de decantacion de 250

mL que permitia separar el hidrolato del aceite (el hidrolato
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separado cada vez era desechado mientras que el aceite se
dejaba en la pera para que se integre al nuevo destilado que
estaba en curso) (ver Anexo 23).

Al finalizar cada dia de extraccion, el aceite recolectado era
trasvasado a una probeta de 25 mL en la cual se media el
volumen de aceite, se le afiadia unas escamas de cloruro de
calcio para que absorba el agua (ver Anexo 24), se tapaba con
papel aluminio y se dejaba reposar hasta la mafiana siguiente
en donde se trasvasaba a una probeta de 250 mL.

Se realizaron entre 2 a 4 extracciones por dia, cada una
con una duracién aproximada de 1,5 horas (contada a partir de
la primera hasta la ultima gota de destilado en el matraz).
Detalles como el peso de la muestra, la hora de inicio y final, el
aceite obtenido y el rendimiento de cada extraccién eran
registrados en la bitacora de la tesis (ver Anexo 25).

Luego de 20 extracciones y de haber procesado mas de 6
kilos de cascara deshidratada, se obtuvieron 192 mL de aceite
esencial de cascara de naranja (ver Anexo 26) y se determino el
rendimiento de acuerdo a férmula (ver Resultados).

El aceite esencial fue envasado en un frasco de vidrio
ambar de 200 mL vy refrigerado a 5 °C para ser usado

posteriormente en la destilacién fraccionada de limoneno.
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3.4.5. Obtencion de limoneno por destilacion fraccionada del
aceite esencial

Con meses de anticipacion, se hizo la compra de un equipo
de destilacion fraccionada marca Glassco de 250 mL, el cual
consta de una columna Vigreux de 320 mm, un refrigerante recto
de 250 mm, un balén de fondo redonde de 250 mL, cabezal para
destilacién, adaptador para termOmetro, colector acodado,
termémetro de varilla (-10/+110 °C) y pinzas keck para los
esmerilados (ver Anexo 27).

En la mesa del Laboratorio de Farmacobotanica de la
Escuela de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna
se armo el equipo de destilacion fraccionada, del cual se tuvo
que cambiar el termdémetro de varilla por una termocupla
acoplada a un multimetro digital que registraba en tiempo real la
temperatura en un rango mayor que el de los termémetros
clasicos (ver Anexo 28). Para este equipo se utiliz6 el mismo
sistema de refrigeracion que el de la extraccién del aceite
esencial.

En el matraz redondo se colocaron 150 mL del aceite
esencial (los 42 mL restantes fueron conservados en

refrigeracion), se encendié el mechero y se llevo a ebullicién.,
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3.4.6.

Cerca de los 150 °C hubo una fraccion de al menos 10 mL que
se destil6 pero que fue desechada por no ser de interés. A partir
de los 170 hasta los 176 °C fue recolectada una fraccion de
aproximadamente 110 mL, tomando un tiempo de
aproximadamente 2 horas (ver Anexo 29).

Considerando que, segun la bibliografia, el limoneno tiene
un punto de ebulliciébn de 178 °C a 1 atmédsfera de presion, y que
la ciudad de Tacna presenta menos presion atmosférica, se
decidi6 realizar una segunda destilacion fraccionada pero esta
vez a la fraccion recolectada. Se volvié a destilar y se recolecté
entre los 175y 176 °C (ver Anexo 30) cerca de 90 mL de fraccion
destilada que fue envasada en un frasco ambar de 100 mL y
conservada en refrigeracion a 5 °C.

Andlisis cromatografico de gases con deteccion de masas
de la fraccion destilada

Con ayuda de un gotero, se colocé en un tubo de ensayo
con tapa hermética 1 mL de la dltima fraccion destilada. Se rotulé
con los datos pertinentes, se envolvié en papel aluminio y, junto
a dos gel-pack congelados, se empaquetd en una caja pequefia
para luego ser embalada y rotulada (ver Anexo 31). Se dejo el
paguete con la muestra en una agencia courier con destino al

Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad
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3.4.7.

Catolica de Santa Maria de Arequipa, cuyo remitente fue el jefe
del laboratorio Mgr. Ricardo Abril, quien realiz6 el servicio de
analisis cromatografico de gases con deteccién de masas de la
muestra y remitié a los 7 dias los resultados del analisis.

El informe del analisis de la muestra por cromatografia de
gases con deteccién de masas llevado a cabo en el Laboratorio
de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catdlica de
Santa Maria de Arequipa entre los dias 13 y 19 de junio se
pueden observar en Resultados.

Caracterizacion fisicoquimica del limoneno

Una vez obtenidos los resultados del analisis
cromatografico, se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia
los ensayos de determinacibn de algunas propiedades

fisicoquimicas de interés (31):

3.4.7.1. Densidad

En la balanza analitica se pes6 una probeta de vidrio
de 5 mL vacia junto con una punta de micropipeta de 1 mL
y se tararon juntas su masa. Luego, se tomd la punta, se la
colocé en la micropipeta, se tomaron 1000 pL de limoneno
y se vertieron en la probeta, expulsando la punta y

dejandola encima de la probeta, tal cual fueron taradas (ver
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3.4.7.2.

3.4.7.3.

Anexo 32). Asi se pudo determinar la densidad del
limoneno de acuerdo a férmula (ver Resultados).
Solubilidad en metanol

En un tubo de ensayo se colocaron 500 pL de
limoneno, se le afiadié 500 pL de metanol y se colocé sobre
el agitador Vortex por 10 segundos (ver Anexo 33y 34). Se
observd la formacion de una emulsion blanca que al
reposar revelaba dos fases inmiscibles. Se le agregaron
500 puL més de metanol y se agité de la misma manera. Se
observd la formacion de una emulsion blanca que se
mantenia en el reposo (ver Anexo 35). Se agregaron 500
UL mas de metanol, se agité y se observo una solucion
homogénea traslicida, lo cual indico la completa disolucion
del limoneno en metanol.
Solubilidad en etanol 96°

En un tubo de ensayo se colocaron 500 pL de
limoneno, se le afiadié 500 pL de etanol 96° y se coloco
sobre el agitador Vortex por 10 segundos. Se observé la
formacion de una emulsion blanca que se mantenia en el
reposo. Se agregaron 500 pL mas de etanol 96°, se agité y
se observo una solucion homogénea trasllicida, lo cual

indicé la completa disolucion del limoneno en etanol.
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3.4.7.4. Solubilidad en isopropanol

En un tubo de ensayo se colocaron 500 pL de
limoneno, se le afladié 500 pL de isopropanol y se coloco
sobre el agitador Vortex por 10 segundos. Se observo una
solucion homogénea traslicida. Se repitio desde cero el
proceso, pero esta vez afladiendo en un tubo 250 pL y en
otro 100 pL de isopropanol, se agitaron y se observo lo
mismo, lo cual indicé la completa disolucién del limoneno
en isopropanol a cualquier proporcion.

3.4.8. Ensayo in vitro de la actividad antibacteriana del limoneno

El ensayo in vitro fue realizado en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna, con la asesoria
del Blgo. Edwin Obando, quien es el administrador a cargo de
dicho laboratorio, y basado en métodos basicos para el estudio
de la sensibilidad a los antimicrobianos (32).

Los procedimientos detallados a continuacion se realizaron
de una misma forma para ambas cepas Escherichia coli (ATCC
8720) y Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Por lo tanto, y
para simplificar las cosas, no se especificaran las bacterias en

cada procedimiento, mas si se hara lo propio en los Resultados.
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En cada dia de trabajo realizado dentro del laboratorio de
Microbiologia se tomaron las medidas respectivas de asepsia y
desinfeccidon de superficies (con alcohol yodado), asi como del
uso de equipo de proteccion personal (mascarilla, cofia, guantes
y bata) (ver Anexo 36) y mecheros de alcohol. Cabe resaltar que
todo el material de vidrio y de metal empleado (placas, viales,
pipetas, vasos, pinzas, etc.) fue previamente lavado con agua
destilada y puesto a secar envuelto en papel Kraft en una estufa
a 180 °C por 2 horas para dejarlo libre de impurezas.

Se realiz6 la preparacion de los medios de cultivo tales
como caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI), agar Mueller Hinton
(MH) y agar Nutritivo (AN) (ver Anexo 37) dias antes de haber
realizado el ensayo.

En el caso de la preparacion del caldo BHI, siguiendo las
instrucciones y calculos, se pesaron 7,4 g para obtener 20 tubos
con 10 mL de caldo cada uno (ver Anexo 38).

En el caso de la preparacién del agar Mieller Hinton,
siguiendo las instrucciones y calculos, se pesaron 36,48 g para
obtener 960 mL de agar (450 mL para cada una de las cepas y
60 mL para los controles) (ver Anexo 39), los cuales fueron
vertidos a célculo manual en 64 placas Petri (aproximadamente

15 mL en cada placa) (ver Anexo 40).
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En el caso de la preparacion del agar Nutritivo, siguiendo
las instrucciones y célculos, se pesaron 1,96 g para obtener 70
mL de agar, los cuales fueron vertidos a calculo manual en 10
viales (aproximadamente 7 mL en cada vial) (ver Anexo 41).
Los viales, junto con las placas y los tubos de ensayo con
los medios de cultivo fueron forrados con papel Kraft, rotulados
y esterilizados en la autoclave por 15 minutos a 121 °C y 15
libras de presion (ver Anexos 42 y 43). Luego de esto, fueron
conservados en refrigeracion a 5 °C a la espera de ser usados.
3.4.8.1. Preparacion bacteriana del inéculo (Técnica de De
Paula y Martins, 2000)

Las cepas bacterianas que se usaron ya estaban
previamente activadas en un vial con agar nutritivo y
refrigeradas debido a que ya se habia realizado trabajos
anteriormente con estas cepas ATCC (ver Anexo 44).

La preparacion bacteriana del indculo consta de 3
pasos, los cuales estan en relacion con las fases del ciclo
biologico de las bacterias ya que cada una de esto pasos
se realizan en una determinada fase del ciclo:

v Primer paso (en fase cero): Para la preparacion de la
suspension del inéculo del agente bacteriano de

prueba, se tomaron asadas del cultivo y se
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suspendieron (ver Anexo 45) en dos tubos de ensayo
con caldo BHI (uno por cada cepa), para luego ser
llevados a incubacion por 24 horas a 35+2 °C (ver
Anexo 46).

v Segundo paso (en fase de latencia): Al dia siguiente,
se tomaron asadas de la suspension de cada agente
bacteriano y se sembraron por estria y agotamiento
(ver Anexo 47) en dos viales con agar Nutritivo (uno por
cada cepa), para luego ser llevados de nuevo a
incubacion por 24 horas a 35+2 °C.

v' Tercer paso (en fase exponencial): Al dia siguiente,
se tomaron asadas del -cultivo anterior y se
suspendieron en dos tubos de ensayo con caldo BHI
(uno por cada cepa), para luego ser llevados por ultima
vez a incubacion por 2 horas a 35%2 °C (ver Anexo 48).
Pasado el tiempo, y con ayuda del Nefelometro de
McFarland, se afiadi6 1 mL de caldo BHI hasta
alcanzar la turbidez de tubo 0,5 de la escala de
McFarland que indica una concentraciéon de 1,5 x 108
cel/mL (ver Anexo 49).

El nefelémetro de McFarland empleado consta de un

tubo de ensayo con una mezcla de BaClz y H2SO4 cuya
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turbidez esté estandarizada para dar una concentracion de
1,5 x 108 cel/mL de una suspension bacteriana. Por ende,
si se comparan e igualan la turbidez de ambas
suspensiones frente a un fondo contrastable, se supondra
gque la suspensidbn bacteriana posee la misma
concentracion de células por mililitro.

Preparacion de los discos de sensibilidad

Para la realizacidon del ensayo solo se pudo conseguir
discos de inhibicion de ceftazidima de 30 pL y no discos en
blanco. Sin embargo, esto no fue un impedimento, ya que
s6lo habia que inactivar el antibiético para obtener los
discos en blanco.

Se colocaron 186 discos de sensibilidad (93 por cada
cepa: 90 para las diluciones de limoneno y 3 negativos) en
un Beaker de 1 L y se le afiadié 200 mL de agua destilada.
Se agitd, se forré en papel Kraft y se llevd a esterilizar en
la autoclave por 15 minutos a 121 °C y 15 libras de presion.
Luego de esto, con ayuda de una pinza se distribuyeron
todos los discos por las paredes del vaso (ver Anexo 50) y

se coloco en la estufa por 2 horas a 180 °C.
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3.4.8.3. Preparacion de los discos de sensibilidad con
limoneno

Los controles positivos fueron los discos no
inactivados con ceftazidima y los controles negativos
fueron los discos inactivados sin alguna dilucién de
limoneno.

Cada disco de sensibilidad tiene una capacidad de 30
puL. Cada porcentaje de limoneno va a utilizar 9 discos por
cepa, es decir, 18 discos en total. Por ende, por cada
porcentaje se debié preparar por lo menos 540 L. El
solvente empleado para la dilucion del limoneno fue el
dimetilsulféxido al 10%. Se prepararon 10 viales con 540
uL de cada concentracion segun la siguiente tabla:

Tabla 1. Cantidades a mezclar para la preparacion de las

diluciones de limoneno a distintas concentraciones.

DMSO

[1 Limoneno [1
(%v/iv) al(il(_);/o (uL) mg/mL
10% 486 54 84,22
20% 432 108 168,44
30% 378 162 252,66
40% 324 216 336,88
50% 270 270 421,1
60% 216 324 505,32
70% 162 378 589,54
80% 108 432 673,76
90% 54 486 757,98
100% 0 540 842,2

Fuente: Elaboracion propia.
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3.4.8.4.

Los discos inactivados se colocaron en placas Petri
vacias divididos por porcentajes y se les impregné uno a
uno con una micropipeta los 30 pL de su respectiva dilucion
(ver Anexo 51).

Determinacion del halo de inhibicion por el método
Kirby-Bauer (Técnica Duraffourd y col, 1983)

Una vez listas las placas con agar Mueller Hinton, los
discos de sensibilidad con limoneno y luego de haber
pasado 2 horas del tercer paso de la preparacion del
in6culo, se procede a realizar la siembra y colocacion de
los discos de sensibilidad en las placas.

Para ello, primero se etiqguetdé cada placa con su
concentracion y cepa bacteriana. La técnica empleada fue
la siembra por diseminacién en superficie. En cada placa,
el procedimiento fue verter 100 pL de la suspension
bacteriana que, con ayuda del asa de Digralski, se extendio
por toda la superficie del agar, esterilizando en alcohol y
fuego la asa tras usarlo en una placa (ver Anexos 52 y 53).

Con las placas listas, se procedio a colocar con pinzas
3 discos de sensibilidad por cada placa segun su
respectiva concentracion, distribuidos de forma triangular

sobre la superficie del agar, esterilizando en alcohol y
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3.4.8.5.

fuego las pinzas tras usarlas en una placa (ver Anexo 54).
Finalmente, se volvieron a forrar las placas y se llevaron a
incubacion por 24 horas a 35+2 °C.

Al dia siguiente, se procedié a medir con un vernier
digital los halos de inhibicién producidos por cada disco y
se anotd cada dato en la bitacora (ver Anexo 55). Se
observdé que los controles positivos y negativos fueron
exitosos para ambas cepas, produciendo los positivos un
halo de inhibicién notable en el caso de S. aureus (ver
Resultados) y ningun halo en el caso de E. coli, mientras
gue los negativos no produjeron ningun halo de inhibicion
(ver Anexos 56 y 57).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) (Técnica de Granados y Villaverde, 1997)

Para llevar a cabo la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria primero se tuvieron que
obtener los resultados de los halos de inhibicién, ya que la
CMI debe determinarse tomando un rango mas pequefio
entre las concentraciones que produjeron un halo de
inhibicion mayor a 14 mm. Ninguno de los halos de
inhibicion del ensayo (excepto los controles positivos de S.

aureus) llegd a tal diametro. Sin embargo, se optoé por
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realizar de todos modos la determinacion de la CMI ya que
forma parte de la evaluacion de la actividad in vitro de un
antimicrobiano.

Se volvieron a preparar las suspensiones bacterianas
por 3 dias. Una vez listos, se prepararon 24 tubos de
ensayos (12 para cada cepa: 10 con diluciones de
limoneno, 1 control positivo y 1 control negativo) con las
cantidades indicadas (ver Anexo 58). En el caso de E. coli,
se trabajé dentro del rango de 10 a 100%, mientras que
para S. aureus el rango fue de 1 a 10%, segun las
siguientes tablas:

Tabla 2. Cantidades a mezclar para la preparacion de los
tubos de ensayo para la determinacion de la CMI frente a

E. coli con limoneno a distintas concentraciones.

Voliumenes (uL)

[] []

Caldo DMSO . Susp.
(%v/v) mg/mL BHI al 10% Limoneno bac?.
10% 84,22 2520 171 9 300
20% 168,44 2520 162 18 300
30% 252,66 2520 153 27 300
40% 336,88 2520 144 36 300
50% 421,1 2520 135 45 300
60% 505,32 2520 126 54 300
70% 589,54 2520 117 63 300
80% 673,76 2520 108 72 300
90% 757,98 2520 99 81 300
100% 842,2 2520 90 90 300
Control + 2520 90 0 90
Control - 2520 90 90 0

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3. Cantidades a mezclar para la preparacion de los
tubos de ensayo para la determinacion de la CMI frente a

S. aureus con limoneno a distintas concentraciones.

Volumenes (uL)

[] []

Caldo DMSO . Susp.
(%v/v) mg/mL BHI al 10% Limoneno bac[t).
10% 84,22 2520 171 9 300
20% 168,44 2520 162 18 300
30% 252,66 2520 153 27 300
40% 336,88 2520 144 36 300
50% 421,1 2520 135 45 300
60% 505,32 2520 126 54 300
70% 589,54 2520 117 63 300
80% 673,76 2520 108 72 300
90% 757,98 2520 99 81 300
100% 842,2 2520 90 90 300
Control + 2520 90 0 90
Control - 2520 90 90 0

Fuente: Elaboracion propia.

3.4.8.6. Determinacién de la concentraciéon minima bactericida
(CMB)

Para la determinacion de la concentracion minima
bactericida es necesario que no haya habido crecimiento
visible (es decir, que se haya perdido la turbidez) en al
menos un tubo en el ensayo de la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI). En este caso, se
observd que todos los tubos con diluciones de cada cepa
no perdieron su turbidez, es decir, no inhibieron el

crecimiento de las bacterias (ver Resultados y Anexo 59 y
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60). Por todo esto, no se determiné la concentracion

minima bactericida.

3.5. TECNICA DE ANALISIS DE DATOS
En el presente trabajo de investigacion se analizaron los datos
manualmente y se organizaron en el software Microsoft Excel. Para el
analisis estadistico se utilizd la técnica de analisis de varianza
(ANOVA), usando la prueba F de Fisher con niveles de significacion

de 0,05y 0,01.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Rendimiento del aceite esencial de cascara de naranja
Se determiné el rendimiento por medio de la suma de todos los
volumenes de aceite extraidos sobre la suma de todos los pesos de
muestra de cascara deshidratada. Se obtuvo un rendimiento de

extraccion promedio de 2,7% segun la féormula:

Rendimiento % = —a<eite. x 100 (1)
muestra
.. 0/ — 192 mL
Rendimiento % = 713519 %X 100 (2)
Rendimiento % = 2,7% (3)

4.2. Andlisis cromatografico de gases con deteccion de masas
Los resultados emitidos por el Laboratorio de Ensayo y Control
de Calidad de la Universidad Catolica de Santa Maria de Arequipa del
ensayo de analisis cromatogréafico de gases con deteccion de masas
realizado a la muestra de la fraccion destilada a 175 °C del aceite
esencial de cascara de naranja afirman que dicha muestra se

compone en un 100% de limoneno:
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Nombre del cliente : Enzo Javier Montoya Carita

Direccion del cliente : Asoc. Promuvi Villa Inclan Mz. 86 Lt. 01
RUC : No declara

Identificacion del contacto : Enzo Javier Montoya Carita
Descripcion de la muestra : Aceite esencial de naranja

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicion del muestreo : Por el cliente
Tamaiio de muestra t1mL
Fecha de recepcion : 13/06/2024

Fecha de ejecucion de ensayo : 13/06/2024 al 19/06/2024
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE
PESTICIDAS (%)

CROMATOGRAFIA GASEOSA CON D-Limoneno (100%)
DETECCION DE MASAS, METODO DE
CUANTIFICACION, POR NORMALIZACION
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Figura 2. Pagina 2/2 del informe de ensayo.

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
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3 laboratoricdesnsayo@ucsm.edu.pe (§) hitp:/www.ucsm.edu.pe @) Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERD

INFORME DE ENSAYO N° ANA13F24.005335

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente
Direccion del cliente

RUC

Identificacion del contacto
Descripcion de la muestra

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicion del muestreo
Tamaiio de muestra

Fecha de recepcion

Fecha de ejecucion de ensayo
Fecha de emision de informe
Pagina

: Enzo Javier Montoya Carita

: Asoc. Promuvi Villa Inclan Mz. 86 Lt. 01
: No declara

: Enzo Javier Montoya Carita

: Aceite esencial de naranja

: Por el cliente

:1mL

: 13/06/2024

: 13/06/2024 al 19/06/2024
: 21/06/2024

:2de?2

Chromatogram aceite naranja. C*GCMSsolution Datal Project I\muestras control 2024 aceite naranja frace b 17-06-24.qad

TIC

20,629,156 T
|
T 100 200 270
min
Peak Report TIC
Peak# R.Time LTime F.Time Area  Area% Height  Height® AH Mark Name
1 9673 9455 10375 174849158 100.00 20617512 100.00 848 SV D-Limonene
174849158 100.00 20617512 100.00

OBSERVACIONES:

— Lainformacién proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.
— El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a

la muestra tal como se recibié.

— Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Densidad del limoneno

La densidad del limoneno fue determinada por la siguiente

formula:
_ m
p B v
Donde:
» p: densidad
> m: masa
> Vv:volumen
Entonces:
_8422mg
1000 uL
_8422mg
T 1mL

p=842,2mg/mL

A 20°C, el limoneno presenté una densidad de 842,2 mg/mL.

Solubilidad del imoneno en metanol

(4)

(6)

(6)

(7)

A 20 °C, el limoneno presento6 una solubilidad en metanol de 1:3.

Solubilidad del limoneno en etanol 96°

A 20 °C, el limoneno presenta una solubilidad en etanol de 1:2.

Solubilidad del limoneno en isopropanol

A 20°C, el limoneno es completamente soluble en isopropanol a

cualquier proporcion.
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Figura 3. Ensayo de solubilidad del limoneno en metanol (izquierda),

etanol (centro) e isopropanol (derecha).
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4.7. Halos de inhibicion del imoneno frente a Escherichia coli

Tabla 4. Halos de inhibicién del limoneno frente a Escherichia coli

ATCC 8720.
Concentracién Discos de sensibilidad y sus halos de inhibicién (mm)
de limoneno Placa 1 Placa 2 Placa 3
[1 [1 Promedio

D D D D D D D D D
(%v/v) | mg/mL 1 2 3 a 5 3 7 8 9

10% 84,22 | 73| 7,8 |72 7 7 7 175 8 |72 7,33
20% 168,44 (73| 73 |75|78 7473796565 7,28
30% 25266 | 8 (7951|8176 |74|74|79|76|7,6 7,73

40% 336,88 | 7 7 7 76|81 8 | 65|65 8 7,3
50% 4211 | 75| 74 |73|84 (83|77 (84|72 7 7,69
60% 505,32 | 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
70% 589,54 | 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
80% 673,76 | 6 6 (71| 6 (84|75| 6 6 |71 6,68
90% 757,98 | 6 6 6 6 6 6 6 |72 6,13
100% 842,2 6 6 6 6 6 6 6
Control (+) 6 6 6 - - - - - - 6

Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla 4 se presentan los promedios de los halos de
inhibicion producidos por las diferentes concentraciones de limoneno
frente a E. coli mediante el método de difusion de disco (Kirby-Bauer).
Los resultados obtenidos indican un mayor promedio de halo de
inhibicion a la concentracion de 30% con 7,73 mm mientras que con
la menor concentracion de 10% se obtuvo un halo de inhibicién 7,33

mm.
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Figura 4. Distribucion de promedios de los halos de inhibicion del

limoneno frente a Escherichia coli ATCC 8720.

8,00

4111

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Diametro de halo de inhibicién (mm)
o o o o o

o

Concentracion de limoneno

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 4 se presentan los promedios de halos de inhibicién
producidos por las diferentes concentraciones del limoneno frente a
E. coli. Se observa una tendencia a tener un mayor halo de inhibicion
cuando las concentraciones son minimas. En este sentido, puede
notarse que las concentraciones de 30 y 50% poseen el primer y

segundo lugar con 7,73 y 7,69 mm respectivamente.
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Figura 5. Dispersion de promedios y correlacion lineal de los halos

de inhibicién del limoneno frente a Escherichia coli ATCC 8720.

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00

2,00

Diametro de halo de inhibicion (mm)

1,00

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Concentraciéon de limoneno

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 5 se presenta la dispersion de promedios y la
correlacion lineal de los halos de inhibicion producidos por las
diferentes concentraciones del limoneno frente a E. coli. Se observa
un coeficiente de correlaciéon de -1 (negativo) lo cual indica que el
crecimiento de la concentracion se asocia con el descenso del

didmetro del halo de inhibicidn.
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4.8. Halos deinhibicion del limoneno frente a Staphylococcus aureus

Tabla 5. Halos de inhibicion del limoneno frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538.

Concentracion
de limoneno

Discos de sensibilidad y sus halos de inhibicién (mm)

Placa 1 Placa 2 Placa 3
y ] D, D; D3 D4 Ds Ds Dy Ds Do Promedio
(%v/v) | mg/mL
10% 84,22 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
20% 168,44 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
30% 252,66 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
40% 336,88 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
50% 421,1 9,23 9,23 9,67 10,3 9,29 9,39 9,12 9,12 9,7 9,45
60% 505,32 8,59 8 8,3 10,2 8,42 8,91 11,38 9,28 9,28 9,15
70% 589,54 | 9,19 8,88 9,97 8,26 | 9,64 | 9,22 7,37 6,7 6,5 8,41
80% 673,76 9,37 9,77 8,36 10,57 | 8,85 8,03 9,325 | 9,745 8,52 9,17
90% 757,98 9,3 9,87 | 9,125 | 9,875 | 10,6 | 10,33 10 10,56 | 9,97 9,96
100% 842,2 11,55 | 10,38 9,66 10,39 9,7 10 10,77 9,88 10,03 10,26
Control (+) 16,38 | 16,6 15,6 - - - - - - 16,19

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 5 se presentan los promedios de los halos de

inhibicion producidos por las diferentes concentraciones de limoneno

frente a S. aureus mediante el método de difusion de disco (Kirby-

Bauer). Los resultados obtenidos indican un mayor promedio de halo

de inhibicién con la concentraciéon de 100% con 10,26 mm.
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Figura 6. Distribucion de promedios de los halos de inhibicion del

limoneno frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 6 se presentan los promedios de halos de inhibicién
producidos por las diferentes concentraciones del limoneno frente a
S. aureus ATCC 6538. Se observa una tendencia a tener un mayor
halo de inhibicion cuando las concentraciones son maximas. En este
sentido, puede notarse que las dos concentraciones mayores de 90 y
100% poseen el segundo y primer lugar con 9,96 y 10,26 mm

respectivamente.
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Figura 7. Dispersion de promedios y correlacion lineal de los halos
de inhibicién del limoneno frente a Staphylococcus aureus ATCC

6538.

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

Diametro de halo de inhibicién (mm)

2,00

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Concentracion de limoneno

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 7 se presenta la dispersion de promedios y la
correlacion lineal de los halos de inhibicibn producidos por las
diferentes concentraciones del limoneno frente a S. aureus. Se
observa un coeficiente de correlacion de +1 (positivo) lo cual indica
qgue el crecimiento de la concentracién se asocia con el crecimiento

del didmetro del halo de inhibicion.

65



4.9. Concentracidbn minima inhibitoria del limoneno frente a
Escherichia coli
Tabla 6. Prueba de la concentracion minima inhibitoria del limoneno

frente a Escherichia coli ATCC 8720.

[] []

@) mg/mL Turbidez
10% 84,22 +
20% 168,44 +
30% 252,66 +
40% 336,88 +
50% 421,1 +
60% 505,32 +
70% 589,54 +
80% 673,76 +
90% 757,98 +
100%  842,2 +

Control (+) +
Control (-) -

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 6 se observa que, con excepcion del control negativo
al cual no se le afadi6 bacterias, todas las concentraciones
presentaron turbidez, lo cual indica que el limoneno en cualquier

concentracién no inhibié el crecimiento bacteriano de E. coli.
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4.10. Concentraciéon minima inhibitoria del limoneno frente a
Staphylococcus aureus
Tabla 7. Prueba de la concentracion minima inhibitoria del limoneno

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

[] []

@) mg/mL Turbidez
1% 84,22 +
2% 16,84 +
3% 25,26 +
4% 33,68 +
5% 42,11 +
6% 50,53 +
7% 58,95 +
8% 67,37 +
9% 75,8 +
10% 84,22 +

Control (+) +
Control (-) -

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 7 se observa que, con excepcion del control negativo
al cual no se le afadi6 bacterias, todas las concentraciones
presentaron turbidez, lo cual indica que el limoneno en cualquier

concentracién no inhibié el crecimiento bacteriano de S. aureus.
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4.11. Prueba estadistica F de analisis de varianza (ANOVA)
Calculo de la media total de los halos de inhibicién tomando los
promedios de cada concentracion de limoneno frente a Escherichia
coli ATCC 8720:
Tabla 8. Media total (x) de los halos de inhibicion del limoneno

frente a Escherichia coli ATCC 8720.

Concentracion Promedio

de limoneno de halos
de
[] [] o,
inhibicion
0)
(%v/v) mg/mL (mm)
10% 84,22 7,33

20% 168,44 7,28
30% 252,66 7,73

40% 336,88 7,3
50% 4211 7,69
60% 505,32 6
70% 589,54 6

80% 673,76 6,68
90% 757,98 6,13
100%  842,2 6
Media total = 6,814
Fuente: Elaboracion propia.
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Célculo de la media total de los halos de inhibiciébn tomando los
promedios de cada concentracion de limoneno frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538:

Tabla 9. Media total (x) de los halos de inhibicion del limoneno

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Concentracion Promedio

de limoneno de halos
de

[] [] L

(%v/iv) mg/mL mkzl:r:)on
10% 84,22 6
20% 168,44 6
30% 252,66 6
40% 336,88 6
50% 421,1 9,45

60% 505,32 9,15
70% 589,54 8,41
80% 673,76 9,17
90% 757,98 9,96
100% 842,2 10,26
Media total = 8,04
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 10. Suma total de cuadrados (STC) con los cuadrados de la

diferencia entre la media total (6,814) y el halo de inhibicion de cada

disco de limoneno frente a Escherichia coli ATCC 8720.

(Dx - )_()2

(%[v]/v) D, D, Ds D4 Ds Ds D~ Ds Dy
10% 0.236196 | 0.972196 | 0.148996 | 0.034596 | 0.034596 | 0.034596 | 0.470596 | 1.406596 | 0.148996
20% 0.236196 | 0.236196 | 0.470596 | 0.972196 | 0.343396 | 0.236196 | 1.179396 | 0.098596 | 0.098596
30% 1.406596 | 1.290496 | 1.653796 | 0.617796 | 0.343396 | 0.343396 | 1.179396 | 0.617796 | 0.617796
40% 0.034596 | 0.034596 | 0.034596 | 0.617796 | 1.653796 | 1.406596 | 0.098596 | 0.098596 | 1.406596
50% 0.470596 | 0.343396 | 0.236196 | 2.515396 | 2.208196 | 0.784996 | 2.515396 | 0.148996 | 0.034596
60% 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596
70% 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596
80% 0.662596 | 0.662596 | 0.081796 | 0.662596 | 2.515396 | 0.470596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.081796
90% 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.148996
100% | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596 | 0.662596
Suma total de cuadrados (STC) = 59,87514

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 11. Suma total de cuadrados (STC) con los cuadrados de la

diferencia entre la media total (8,04) y el halo de inhibicion de cada

disco de limoneno frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

(D, —%?
] D, D, Ds D4 Ds Ds D~ Dg Do
(%viv)
10% 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616 | 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616
20% 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616 41616 | 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616
30% 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616 | 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616
40% 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616 | 4.1616 4.1616 4.1616 4.1616
50% 1.4161 1.4161 2.6569 5.1076 1.5625 | 1.8225 1.1664 1.1664 2.7556
60% 0.3025 | 0.0016 0.0676 4.6656 0.1444 | 0.7569 11.1556 1.5376 1.5376
70% 1.3225 0.7056 1.93 0.0484 2.56 1.3924 0.4489 1.7956 2.3716
80% 1.7689 2.9929 0.1024 6.4009 0.6561 | 0.0001 | 1.651225 | 2.907025 0.2304
90% 1.5876 3.3489 | 1.177225 | 3.367225 | 6.5536 | 5.2441 3.8416 6.3504 3.7249
100% | 12.3201 | 5.4756 2.6244 5.5225 2.7556 | 3.8416 7.4529 3.3856 3.9601
Suma total de cuadrados (STC) = 300,876

Fuente: Elaboracién propia.
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Célculo de los grados de libertad (GL) para ambas cepas:
GL=(mxn)—1 (8)
Donde:
= GL: grados de libertad
* m: numero de grupos
* n: numero de datos por grupo
Entonces:
GL=(10%x9) -1 9)
GL = 89 (10)
Formula para el calculo de la varianza (V):

STC
V=— (11)

Donde:
= V:varianza
= STC: suma total de cuadrados
= GL: grado de libertad
Célculo de la varianza (V) de los halos de inhibicion del limoneno

frente a Escherichia coli ATCC 8720:

302,6704
V= (12)
89

V =3,400791 (13)
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Célculo de la varianza (V) de los halos de inhibicion del limoneno

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538:

_ 358,437654
89

1% (14)

V =4,027389 (15)

Tabla 12. Suma total de cuadrados dentro de cada grupo (SCD) con
los cuadrados de la diferencia entre el promedio de cada
concentracion y el halo de inhibicion de cada disco de limoneno

frente a Escherichia coli ATCC 8720.

[1 Dy — P)Z Promedio
(%6viv) D1 D> Ds Da Ds Ds D Ds Do ()
10% 0,0009 | 0,2209 | 0,0169 | 0,1089 | 0,1089 | 0,1089 | 0,0289 | 0,4489 | 0,0169 7,33
20% 0,0004 | 0,0004 | 0,0484 | 0,2704 | 0,0144 | 0,0004 | 0,3844 | 0,6084 | 0,6084 7,28
30% 0,0729 | 0,0484 | 0,1369 | 0,0169 | 0,1089 | 0,1089 | 0,0289 | 0,0169 | 0,0169 7,73
40% 0,09 0,09 0,09 0,09 0,64 0,49 0,64 0,64 0,49 73
50% 0,0361 | 0,0841 | 0,1521 | 0,5041 | 0,3721 | 0,0001 | 0,5041 | 0,2401 | 0,4761 7,69
60% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
70% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
80% 0,4624 | 0,4624 | 0,1764 | 0,4624 | 2,9584 | 0,6724 | 0,4624 | 0,4624 | 0,1764 6,68
90% 0,0169 | 0,0169 | 0,0169 | 0,0169 | 0,0169 | 0,0169 | 0,0169 | 0,0169 | 1,1449 6,13
100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
Suma total de cuadrados dentro de cada grupo (STC) = 16,7559

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 13. Suma total de cuadrados dentro de cada grupo (SCD) con

los cuadrados de la diferencia entre el promedio de cada

concentracion y el halo de inhibicion de cada disco de limoneno

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

[ (Dx—P)? Promedio
(%viv) D, D, Ds D, Ds Ds D Dg Dy ()
10% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
20% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
30% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
40% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
50% 0.0484 | 0.0484 | 0.0484 | 0.7225 | 0.0256 | 0.0036 | 0.1089 | 0.1089 | 0.0625 9,45
60% 8,59 8 8,3 10,2 8,42 8,91 11,38 9,28 9,28 9,15
70% 9,19 8,88 9,97 8,26 9,64 9,22 7,37 6,7 6,5 8,41
80% 9,37 9,77 8,36 10,57 8,85 8,03 9,325 9,745 8,52 9,17
90% 9,3 9,87 9,125 9,875 10,6 10,33 10 10,56 9,97 9,96
100% 11,55 10,38 9,66 10,39 9,7 10 10,77 9,88 10,03 10,26
Suma total de cuadrados dentro de cada grupo (STC) = 31,4182

Fuente: Elaboracion propia.

Calculo de los grados de libertad dentro de cada grupo (GLD)

para ambas cepas:

Donde:

GLD=mXx(n-—1)

» GLD: grados de libertad dentro de cada grupo

* m: numero de grupos

* n: numero de datos por grupo
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Entonces:

GLD =10 X (9 — 1)

GLD = 80

Tabla 14. Suma total de cuadrados entre cada grupo (SCE) con los
cuadrados del nimero de datos por grupo multiplicado por la
diferencia entre la media total (6,814) y el promedio de cada

concentracion de cada disco de limoneno frente a Escherichia coli

ATCC 8720.

(%[V]/V) Pro?;;zdlo nx (P %)
10% 7,33 2,396304
20% 7,28 1,954404
30% 7,73 7,551504
40% 7,3 2,125764
50% 7,69 6,906384
60% 6 5,963364
70% 6 5,963364
80% 6,68 0,161604
90% 6,13 4,210704
100% 6 5,963364

Suma total de
cuadrados entre 43,19676
cada grupo (SCE) =

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 15. Suma total de cuadrados entre cada grupo (SCE) con los
cuadrados del nimero de datos por grupo multiplicado por la
diferencia entre la media total (8,04) y el promedio de cada
concentracion de cada disco de limoneno frente a Staphylococcus

aureus ATCC 6538.

Promedi
(%[v]/v) 0(P?OI O | nxe-x?
10% 6 37,4544
20% 6 37,4544
30% 6 37,4544
40% 6 37,4544
50% 9,45 17,8929
60% 9,15 11,0889
70% 8,41 1,2321
80% 9,17 11,4921
90% 9,96 33,1776
100% 10,26 44,3556
Suma total de
cuadrados entre 269,0568
cada grupo (SCE) =

Fuente: Elaboracion propia.

Célculo de los grados de libertad entre cada grupo (GLE) para
ambas cepas:
GLE=m-1 (19)
Donde:
» GLE: grados de libertad entre cada grupo

* m: namero de grupos

76



Entonces:

GLE =10-1

GLE =9

(20)

(21)

Tabla 16. Resumen de los calculos obtenidos del desarrollo de la

prueba estadistica F.

Suma total de Grados de Suma Grados de
Suma Grados . total de .
cuadrados libertad libertad
total de de cuadrados
Cepa . dentro de dentro de entre cada
cuadrados libertad cada grupo cada grupo entre cada griipo
(STC) (GL) grupo
(SCD) (GLD) (SCE) (GLE)
Escherichia coli
ATCC 8720 59,87514 16,67838 43,19676
Staphylococcus 89 80 9
aureus ATCC 300,876 31.8192 269,0568
6538

Fuente: Elaboracion propia.

Se plantean las siguientes hipotesis:

<« Hipaotesis nula (Ho): La concentracion no produce una variacion en

el diametro los halos de inhibicion.

U1 = Uy =

= Hao

(22)

< Hipotesis alternativa (Hi): La concentracion si produce una

variacion en el diametro los halos de inhibicion.

MUy F Uy F 0 F U0

(23)

Se asume que la hipétesis nula (Ho) es verdadera. Se emplea la

prueba estadistica F:
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Con un nivel de significancia de 0.05 y con 9 grados de libertad
del numerador y 80 grados de libertad del denominador, segun la
Imagen 4, el valor critico para F es:

Foos = 1,999 (25)

Con un nivel de significancia de 0.01 y con 9 grados de libertad
del numerador y 80 grados de libertad del denominador, segun la
Imagen 5, el valor critico para F:

Foo1 = 2,637 (26)

El valor F viene dado por:
F=4 (27)

El valor F para los halos de inhibiciébn del limoneno frente a

Escherichia coli ATCC 8720 es:

43,19676

F = w5 (28)

80
F = 23,022092 (29)
El valor F para los halos de inhibicién del limoneno frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538 es:

269,0568

F = 5157 (30)

80

F =75,162669 (31)
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Prueba de hipotesis

Se plantean las siguientes hipotesis para los halos de inhibicion

del limoneno frente a ambas cepas:

<« Hipotesis nula (Ho): La variacion de la concentracion del limoneno

no produce una variacion en el diametro de los halos de inhibicion.

U1 = Hz == U0 (32)

< Hipotesis alternativa (Hi): La variacion de la concentracion del

limoneno si produce una variacion en el diametro de los halos de
inhibicién.

My F Uy F 0 F Hio (33)

Se emplea la prueba estadistica F que dice que, si el valor de F

es mayor al valor de Fc para cierto nivel de significancia, existe la

probabilidad a dicho nivel de significancia de que la hip6tesis nula sea

verdadera. Es decir:

F > F, (se rechaza la hip6tesis nula) (34)

F < F, (se aprueba la hip6tesis nula) (35)
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Prueba de hipoétesis de los halos de inhibicion del limoneno

frente a Escherichia coli ATCC 8720

A un nivel de significancia de 0.05, F es mayor a Fo.os:

23,022092 > 1,99 (36)

A un nivel de significancia de 0.01, F es mayor a Fo.o1:

23,022092 > 2,637 (37)

Por lo tanto, F es mayor para ambos niveles de significancia.

En conclusién, se rechaza la hipétesis nula y se aprueba la

hipétesis alternativa:

“La variacion de la concentracién del limoneno si produce una
variaciéon en el diametro de los halos de inhibicion frente a

Escherichia coli ATCC 8720.”
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Prueba de hipoétesis de los halos de inhibicion del limoneno

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538

A un nivel de significancia de 0.05, F es mayor a Fo.os:

75,162669 > 1,99 (38)

A un nivel de significancia de 0.01, F es mayor a Fo.o1:

75,162669 > 2,637 (39)

Por lo tanto, F es mayor para ambos niveles de significancia.

En conclusién, se rechaza la hipétesis nula y se aprueba la

hipétesis alternativa:

“La variacioén de la concentracion del limoneno si produce una
variacion en el diametro de los halos de inhibicién frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538.”
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CAPITULO V

DISCUSION

El aprovechamiento de los residuos organicos puede ser, ademas de
una actividad ecoldgica, una forma muy barata y rentable de produccion,
todo dependera del conocimiento que se tenga y de las herramientas
disponibles.

Para llevar a cabo esta tesis, el autor tuvo por bien investigar desde
afios atras diferentes tipos de aceites esenciales y realizar sus
extracciones. Para ello, el autor iba al Mercado Mayorista Grau a comprar
muestras de diferentes plantas que se sepa contengan aceite esencial. En
los puestos de venta de plantas medicinales, entre plantas como hierba
luisa, menta, eucalipto, canela, clavo de olor, el autor fijo su interés por la
composicién quimica de cada aceite esencial. No fue hasta observar en
muchas de sus idas al mercado que, en ese y muchos otros, incluso en
ferias, centros comerciales, etc., se vende jugo de naranja en cuyo proceso
se generan tiras de cdscara de naranja de alta calidad (maduras y frescas),
y de averiguar que el aceite esencial de cascara de naranja posee
alrededor de un 90% de limoneno, que el autor se animd por extraer el
aceite esencial de esta especie y comprobd, luego de numerosos intentos

y de haber probado distintos métodos de extraccion, que los residuos de



cascara de naranja de la venta de jugo poseen un alto rendimiento de aceite
esencial por kilo de peso.

Existen muchas especies de naranjas, ya especificadas en el Capitulo
I, pero sin duda solo hay una que se usa para la elaboracion de jugo. Esto
se comprob6 por medio de entrevistas con los vendedores de jugo y los
vendedores de naranjas para jugo, quienes ademas especificaron que
existen muchos fundos y, por ende, muchas marcas que producen esta
especie de naranja, es por esto que, a pesar de ser de una misma especie,
los vendedores llaman a cada una por el nombre del fundo del cual
provienen. De todas maneras, los vendedores adquieren la naranja que
puedan comprar y no son especificos respecto a la marca. Es por esto que
sé6lo resulté relevante conocer cual es la especie de la naranja que emplean

para la venta de jugo y no de qué marca es.

La especie de naranja fue certificada como Citrus sinensis [L.] Osbeck
variedad Valencia, la misma empleada en los estudios nacionales
cotejados (13) (14) (15). Sin embargo, en dichos estudios tomaron
muestras de naranjas enteras que compraron en mercados, sin ninguna
otra relevancia, para luego pelarlas e inclusive usar partes de la cascara
(como la fibra blanca llamada albedo) que no tienen utilidad. Este punto es
el que diferencia esta tesis de las otras: que se aprovecha un residuo

organico de alta calidad y se obtiene de éste un compuesto puro con
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muchas utilidades y mucho potencial econémico debido a su bajo coste de

materia prima y al alto rendimiento.

El rendimiento promedio de la extraccion del aceite esencial de la
cascara de naranja Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia por
arrastre de vapor de agua fue de 2,7%. Dicho rendimiento es mucho mayor
gue los obtenidos en otros estudios cotejados: 1,26% de Ramirez Paz y
colegas por hidrodestilacion (9), 1,14% de Luque Lipa y colegas por
arrastre de vapor de agua (13), 0,58% de Guerra y colegas por
hidrodestilaciéon (12), 0,4% de Juarez y colegas por hidrodestilacion (15) y
0,2% de Yéafiez Rueda y colegas (3). Se puede inferir entonces una mayor
eficiencia de la extraccion debido al método disefiado por el autor de esta
tesis, o una mayor concentracion de aceite esencial de las muestras
recolectadas, sea porgue el proceso de pelado disminuya las pérdidas de
aceite o porque la especie de naranja empleada posea en su cascara una
mayor concentracion de aceite esencial que las otras de los diferentes
estudios.

En el proceso de destilacién fraccionada se tuvo que emplear un
multimetro digital con termocupla debido a su mayor rango de temperatura
y mejor visualizacion de la misma en la pantalla LCD.

La primera destilacion fraccionada fue llevada a cabo con una cocina
eléctrica en donde se hizo calentar el balén con la muestra sumergido hasta

la mitad de aceite de girasol, es decir, a bafio Maria. Esto fue ineficaz, ya
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que el sistema no alcanzaba los grados necesarios para destilar el
limoneno. Asi fue que se optd por usar el mechero de Bunsen y calentar a
fuego directo, controlando de a pocos la salida de gas y la ventanilla de
oxigenacion para mantener una temperatura constante.

El limoneno es el terpeno mayoritario del aceite esencial de naranja,
incluso mas que del limon (del cual proviene su nombre). En pruebas extras
hechas por el autor, se pudo comprobar que este compuesto actiia como
solvente apolar, pudiendo disolver materiales acrilicos, esmaltes, algunos
polimeros, tintas, etc. Posee un aroma muy agradable, pudiendo ser usado
como aromatizante en humidificadores, productos de limpieza, perfumes,
aromaterapia, como excipiente de formulaciones farmacéuticas, etc. Este
enfoque es el que se espera darle al limoneno: producto base con mucha
demanda que pueda ser producido industrialmente por medio de empresas
gue se atrevan a hacerlo o, mejor dicho, a innovar.

En el ensayo in vitro se trabajé con el dimetilsulféxido al 10% (DMSO)
como diluyente del limoneno debido a su alta viscosidad, lo cual reduce la
capacidad de la dilucién y permite una distribucién pareja del limoneno a
través del medio. Este disolvente aprético de baja toxicidad es
recomendado por el CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) por no
presentar ninguna actividad antibacteriana y, por ende, no interferir en los

resultados.
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Usualmente, en muchos trabajos de tesis se trabaja con aceites
esenciales como antimicrobiano o antimicético, pero pocos lo hacen con
compuestos puros extraidos de estos aceites. Por ejemplo, se podria
purificar el cinamaldehido del aceite esencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum) al cual compone en un 72% (33); el eugenol del aceite esencial
del clavo de olor (Syzygium aromaticum) al cual compone en un 80% (34);
y estudiar la actividad antimicrobiana de estos compuestos puros, aunque
para fines practicos no sea de mucha utilidad econémica, debido al alto
costo (aunque alto rendimiento) de estas especies.

Estudios sobre la actividad antimicrobiana in vitro del limoneno son
muy escasos en nuestro idioma. Lo mas aproximado que se pudo encontrar
respecto a las fuentes bibliograficas es sobre la actividad antimicrobiana in
vitro del aceite esencial de cascara de naranja, del cual deriva.

En el estudio “Development of an antibacterial impregnated
support using Citrus sinensis esential oil as active ingredient” llevado
a cabo en Cartagena por Leon y colaboradores (2023), desarrollaron un
soporte antibacteriano impregnado con aceite esencial de naranja como
principio activo y observaron que la formulacién idénea a concentracion de
2% de aceite esencial de naranja presenta actividad antibacteriana frente a
cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 (6). Por otro lado, en el estudio “Antimicrobial activity of six

essential oils against a group of human pathogens: a comparative
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study” llevado a cabo en Rumania por Man y colaboradores (2019),
compararon diferentes aceites esenciales y su actividad antimicrobiana
frente a bacterias patdgenas y observaron que el monoterpeno D-limoneno
sintético y el obtenido de especies del género Citrus posee un alto indice
bactericida frente a, entre otras, Escherichia coli y Staphylococcus aureus
(8). Ambos estudios indican que, en efecto, el aceite esencial de naranja 'y
el limoneno derivado de estos poseen actividad antibacteriana,
contrariando los resultados de esta tesis.

En el estudio “Antimicrobial susceptibility and antibacterial
mechanism of limonene against Listeria monocytogenes” llevado a
cabo en China por Yingjie Han y colaboradores (2019), por medio de la
microscopia electréonica de barrido (SEM), observaron que el limoneno
causo la destruccion de la integridad celular y la estructura de la pared de
L. monocytogenes. El aumento de la conductividad y la fuga de &cidos
nucleicos y proteinas concluyeron que el limoneno tiene un efecto notable
en la permeabilidad de la membrana celular. Ademas, la disminucion del
ATP, la actividad de la ATPasa y la actividad del complejo de la cadena
respiratoria indicaron que el limoneno podria obstaculizar la sintesis de ATP
(35). Esto puede elucidar un poco mas el mecanismo de accién del
limoneno frente a ciertas bacterias grampositivas como L. monocytogenes,

pudiendo ser también el caso frente a Staphylococcus aureus.

89



En el estudio “Mechanism of bacterial inactivation by (+)-limonene
and its potential use in food preservation combined processes” llevado
a cabo por Laura Espina y colaboradores (2013), estudiaron el mecanismo
de accion del limoneno frente a E. coli BJ4 en diferentes parametros.
Respecto al pH, observaron que el limoneno es mas bactericida a pH=4
que a pH=7; respecto a la temperatura, la exposicién a un calor subletal no
disminuyo su resistencia frente al limoneno, sin embargo, la exposicion a
un shock de frio subletal si la disminuy6. Por medio de Ila
microespectroscopia infrarroja de reflectancia total atenuada (ATR-IRMS)
pudieron constatar que a pH=4 y con un shock de frio subletal se produjo
una alteracién de las proteinas y un aumento de la permeabilidad de la
membrana externa. El estudio del mecanismo de inactivacion por el
limoneno condujo al disefio de un proceso combinado sinérgico con calor
para la inactivacion del patégeno E. coli O157:H7 en jugos de frutas. El
estudio, ademas, finaliza resaltando el potencial uso del limoneno en la
preservacion de alimentos, ya sea actuando solo o en combinacién con
tratamientos térmicos letales (36).

Para finalizar, la poca actividad antimicrobiana del limoneno puede
deberse a diversos factores, entre ellos se puede descartar el factor del
procedimiento realizado en el ensayo in vitro ya que los controles resultaron
en cada caso como se esperaba. Ademas, se debe reconocer el hecho de

gue en una planta existen diferentes principios activos, y que muchos de
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estos se sinergizan, es decir, que su actividad terapéutica no depende de
solamente un principio activo, sino de la conjuncion de todos, y el limoneno
puede que no esté exento de esto. De todas formas, los resultados de esta
tesis sirven para descartar al limoneno como un agente antibacteriano, pero
deja la puerta abierta para el estudio e investigacion de sus muchas otras

propiedades.
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Primera:

Segunda:

Tercera:

Cuarta:

CONCLUSIONES

Se determinaron los halos de inhibicion de diferentes
concentraciones del limoneno obtenido de residuos de
cascara de Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia,
resultando el mayor halo de inhibicibn de 7,73 mm con
limoneno al 30% frente a Escherichia coli ATCC 8720.

Se determinaron los halos de inhibicion de diferentes
concentraciones del limoneno obtenido de residuos de
cascara de Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia,
resultando el mayor halo de inhibicion de 10,26 mm con
limoneno al 100% frente a Staphylococcus aureus ATCC
6538.

Se determind que el limoneno obtenido de residuos de
cascara de Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia no
posee una concentracion minima inhibitoria frente a
Escherichia coli ATCC 8720.

Se determind que el limoneno obtenido de residuos de
cascara de Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia no
posee una concentracion minima inhibitoria frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538.



Quinta: Se determind que el limoneno obtenido de residuos de
cascara de Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia no
posee una concentracion minima bactericida frente a
Escherichia coli ATCC 8720.

Sexta: Se determind que el limoneno obtenido de residuos de
cascara de Citrus sinensis [L.] Osbeck variedad Valencia no
posee una concentracion minima bactericida frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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RECOMENDACIONES

Implementar con materiales, equipos Yy reactivos nuevos los
Laboratorios de la Escuela de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de
Tacna.

Valorar el alto rendimiento (2,7%) obtenido del proceso de extraccion
del aceite esencial a partir de residuos de cascara de naranja, asi como
del proceso de destilacion fraccionada que permitié obtener limoneno
con 100% de pureza segun el analisis cromatogréfico llevado a cabo.
Realizar ensayos in vitro del limoneno en otras especies de bacterias y
hongos que permitan ampliar el conocimiento respecto a su actividad
antimicrobiana.

Realizar ensayos in vivo en ratas del limoneno debido a su potencial
antitumoral descubierto en los Ultimos afios, para evaluar su efectividad
y toxicidad, asi como sus dosis terapéuticas.

Estudiar el mecanismo de accion del limoneno frente a
microorganismos susceptibles.

Evaluar modificar la estructura quimica del limoneno para desarrollar
compuestos semisintéticos con mejor efectividad o con distintas

propiedades.
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ANEXOS



Anexo 1. Carro ambulante de venta de jugo de naranja en el Mercado

Mayorista Grau.
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Anexo 2. Jaba de madera con naranjas que se expenden en los puestos

de frutas ubicados en el exterior del Mercado Mayorista Grau.

DELO DE FRUTAS D ;
PUESTO 299 Kivinaki + Chanchamawo - FJ - 942921532 / 946220738 -
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Anexo 3. Naranja dulce.
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Anexo 4. Diametro y aspecto de la naranja dulce.
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Anexo 5. Corte transversal y longitudinal de la naranja dulce.
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Anexo 6. Proceso de pelado de una naranja en un puesto ambulante.
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Anexo 7. Ancho de una tira de cascara de naranja.
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Anexo 8. Tiras de cascara de naranja.
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Anexo 9. Adquisicion de la muestra en un puesto ambulante de venta de

jugo de naranja dentro del Mercado Mayorista Grau.
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Anexo 10. Adquisicion de la muestra en un puesto ambulante de venta de

jugo de naranja dentro del Mercado Mayorista Grau.
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Anexo 11. Adquisicion de la muestra en un puesto ambulante de venta de

jugo de naranja dentro del Mercado Mayorista Grau.
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Anexo 12. Extendido de las tiras de cascara de naranja.
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Anexo 13. Corte y disposicion de la muestra dentro de las bandejas de

deshidratacion.
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Anexo 14. Deshidratacion de las muestras de cascara de naranja.
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Anexo 15. Tira de cascara de naranja deshidratada.
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Anexo 16. Muestra de cascara de naranja deshidratada.
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Anexo 17. Constancia de identificacion taxonémica de la especie de

naranja.
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Anexo 18. Equipo de extraccion de aceite esencial por arrastre de vapor

de agua.
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Anexo 19. Pesaje de muestra.
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Anexo 20. Muestra dentro de la olla luego de haberle extraido el aceite

esencial.



Anexo 21. Bomba de agua del sistema de refrigeracion.
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Anexo 22. Cubeta con hielo, detras el balde del sistema de refrigeracion.

127



Anexo 23. Destilado y separacion de fases siendo realizadas al mismo

tiempo.
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Anexo 24. Muestra de aceite esencial extraido en un dia.
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Anexo 25. Paginas de la bitacora con el registro de las extracciones de

aceite esencial.
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Anexo 26. Total de aceite esencial obtenido luego de 20 extracciones.
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Anexo 27. Equipo de destilacidon fraccionada Glassco de 250 mL.
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Anexo 28. Primera destilacion fraccionada del limoneno en pleno proceso.
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Anexo 29. Toma de muestra de las fracciones.
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Anexo 30. Segunda destilacién fraccionada llevada a cabo a 175 °C.
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Anexo 31. Paquete de envio con la muestra de la fraccion destilada a 175

°C.

Remitente:
Nombre: Enzo Javier Montoya Carita DNI: 73880926
Celular: 952011734 Direccién: Asoc. Promuvi Villa Incldn Mz. 86 Lt 01

Distrito: Tacna Provincia: Tacna Departamento: Tacna

2 SANTA MARIA
ol de Calidad
rsitario, Pavellén H-264

Departamento: Arequips.
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Anexo 32. Calculo de la densidad del limoneno.
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Anexo 33. Ensayo de solubilidad del limoneno en diferentes alcoholes.
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Anexo 34. Agitacion de la mezcla para la determinaciéon de la solubilidad

del limoneno en diferentes alcoholes.
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Anexo 35. Tubos de ensayo con la mezcla en emulsion (etanol) al lado de

otros tubos de ensayo con mezclas completamente solubilizadas.
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Anexo 36. Vestimenta del autor en el desarrollo de los trabajos dentro del

laboratorio de Microbiologia.
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Anexo 37. Medios de cultivo empleados en el ensayo: caldo Infusién
Cerebro Corazén (izquierda), agar Mieller Hinton (centro) y agar Nutritivo

(derecha).
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Anexo 38. Tubos de ensayo con caldo BHI.

P

143



Anexo 39. Preparacion del agar Mueller Hinton.
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Anexo 40. Preparacion de las placas con agar Mieller Hinton.
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Anexo 41. Preparacion de agar Nutritivo en viales con un angulo de

inclinacion de 45°.
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Anexo 42. Preparaciones de los medios de cultivo forradas y rotuladas.
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Anexo 43. Proceso de esterilizacion en autoclave.
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Anexo 44. Viales con Escherichia coli (izquierda) y Staphylococcus aureus

(derecha).
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Anexo 45. Primer paso: preparacion de la suspension del agente

bacteriano.
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Anexo 46. Proceso de incubacion.
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Anexo 47. Segundo paso: preparacion de cultivo en vial con la suspension

del agente bacteriano por siembra en estria y agotamiento.
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Anexo 48. Tercer paso: preparacion de la suspension final del agente

bacteriano.
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Anexo 49. Nefelometria de McFarland.
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Anexo 50. Discos de sensibilidad inactivados.
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Anexo 51. Preparacion de los discos de sensibilidad con las diluciones de

limoneno.
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Anexo 52. Inoculacion de la suspension bacteriana.
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Anexo 53. Siembra por diseminacion en superficie.



Anexo 54. Colocacion de los discos de sensibilidad en las placas.
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Anexo 55. Medicion de los halos de inhibicion (en la imagen, control

positivo para S. aureus).
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Anexo 56. Placas de control positivo y negativo para E. coli.
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Anexo 57. Placas de control positivo y negativo para S. aureus.
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Anexo 58. Preparacion de las diluciones para la determinacion de la CMI.
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Anexo 59. Resultados de la determinacion de la CMI para E. coli.
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Anexo 60. Resultados de la determinacion de la CMI para S. aureus.
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