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RESUMEN

Los residuos de cascara de naranja generan problemas ambientales y economicos
debido a su descomposicion anaerdbica que produce gases de efecto invernadero y
la pérdida de residuos aprovechables, en consecuencia, la investigacion tuvo como
objetivo determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial
obtenido de la corteza de naranja valenciana (Citrus sinensis) y agria (Citrus
aurantium). Se empleo un disefio experimental AxXB (2x4) para evaluar el efecto
antimicrobiano frente a E. coli, Shigella spp., S. aureus y Bacillus cereus,
considerando el tamafio del halo como variable respuesta; para la actividad
antioxidante, se utilizo un diseno AXB (2%2), donde los factores fueron: variedad
de naranja y los métodos ABTS y FRAP. Los resultados mostraron que el aceite
obtenido mediante arrastre de vapor tuvo un rendimiento del 1,25% en ambas
variedades. Los andlisis antioxidantes expusieron que la naranja valenciana
presentd una capacidad significativamente mayor que la naranja agria, con valores
de 438,08 umolET/L (ABTS)y 187,21 umolET/L (FRAP); asimismo, el método
ABTS resultd ser mas sensible para detectar antioxidantes. La actividad
antimicrobiana del aceite esencial de naranja agria reveld inhibicion significativa
contra todas las bacterias evaluadas, con halos de 30 mm, mientras que la variedad
valenciana no presentd actividad. La concentracion minima inhibitoria evaluada
mediante E-test, determind que la amoxicilina tiene mayor efectividad
antimicrobiana en comparacion con la ceftriaxona, especialmente contra E. coli y
Shigella spp., donde alcanzé halos de inhibicion de 35 mm con concentraciones de
10 pg; en Bacillus spp., la amoxicilina mostré un halo de 30 mm a 10 pg, mientras
que la ceftriaxona alcanz6 25 mm a la misma concentracion, finalmente, para S.
aureus, ambos antibidticos presentaron una efectividad similar, con halos de 35 mm
a 10 pg. Se concluye que este estudio contribuye al desarrollo de aplicaciones del
aceite esencial en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética, promoviendo
el aprovechamiento de residuos agroindustriales y reduciendo su impacto
ambiental.

Palabras clave: Naranja valenciana, naranja agria, ABTS, FRAP, E-test, CMI,
actividad antioxidante, actividad antimicrobiana
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SUMMARY

Orange peel waste generates environmental and economic issues due to its
anaerobic decomposition, which produces greenhouse gases and leads to the loss of
valuable resources. Consequently, this research aimed to determine the antioxidant
and antimicrobial activity of essential oil obtained from the peel of Valencia orange
(Citrus sinensis) and sour orange (Citrus aurantium). An AXB (2x4) experimental
design was employed to evaluate the antimicrobial effect against Escherichia coli,
Shigella spp., Staphylococcus aureus, and Bacillus cereus, considering inhibition
halo size as the response variable. For antioxidant activity, an AXB (2x2) design
was used, with orange variety and the ABTS and FRAP methods as factors. Results
showed that steam distillation yielded 1.25% oil for both varieties. Antioxidant
analysis revealed that Valencia orange exhibited significantly higher capacity than
sour orange, with values of 438.08 umol ET/L (ABTS) and 187.21 pumol ET/L
(FRAP), and that the ABTS method was more sensitive in detecting antioxidants.
The antimicrobial activity of sour orange essential oil demonstrated significant
inhibition against all tested bacteria, with halos reaching 30 mm, whereas the
Valencia variety showed no activity. The minimum inhibitory concentration,
evaluated using the E-test, determined that amoxicillin had higher antimicrobial
effectiveness compared to ceftriaxone, particularly against E. coli and Shigella spp.,
with inhibition halos of 35 mm at 10 pg. Against Bacillus spp., amoxicillin achieved
a 30 mm halo at 10 ug, while ceftriaxone reached 25 mm at the same concentration.
Finally, for S. aureus, both antibiotics exhibited similar effectiveness, with
inhibition halos of 35 mm at 10 pg. This study contributes to the development of
essential oil applications in the food, pharmaceutical, and cosmetic industries,
promoting the utilization of agro-industrial waste and reducing its environmental
impact.

Keywords: Valencia orange, sour orange, ABTS, FRAP, E-test, MIC, antioxidant
activity, antimicrobial activity
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CAPITULO I

1.1. INTRODUCCION

Los desechos de céscara de naranja causan problemas ambientales, economicos y
sociales, como la liberacidon de gases que contribuyen al efecto invernadero, pérdida
de recursos valiosos y atractivo de plagas (Bhatia et al., 2023). La naranja
valenciana (Citrus sinensis) es una fruta muy conocida por su delicioso sabor y
valor nutricional. En la ciudad de Caluma, ubicada en la provincia de Bolivar,
Ecuador, cuenta con aproximadamente 1300 hectareas de naranja siendo mas del
60% de la poblacion que se dedica a este cultivo (Segovia et al., 2022). Las naranjas
agrias han sido muy valoradas por sus propiedades nutricionales y medicinales
durante siglos, en la antigua China, se utilizaban para tratar los nervios en casos de

insomnio (Stampella, 2021).

La eleccion de estas variedades de naranjas como tema de investigacion se debe a
su relevancia tanto a nivel local como global. Caluma con su clima favorable y sus
tierras fértiles proporciona un entorno ideal para el cultivo de esta fruta, cuyo aceite
esencial ha demostrado tener una composicion quimica Unica. Sin embargo, a pesar
de su potencial, ain no se conocen bien los aspectos de sus efectos antioxidantes,
antimicrobianos frente a cuatro cepas de bacterias y la concentracion inhibitoria
mediante E-test, lo que motiva desarrollar este estudio por lo que se aplicara
métodos para determinar el efecto antimicrobiano y el efecto antioxidante del aceite

de la naranja.

Escherichia coli y Shigella spp. son patdégenos comunes transmitidos por los
alimentos responsables de los brotes de enfermedades, mientras que
Staphylococcus aureus y Bacillus spp, son responsables de infecciones de la piel,
heridas y enfermedades respiratorias (Sanchez, 2024). La capacidad del aceite
esencial de naranja de variedad valencia para inhibir el crecimiento de estas cepas
bacterianas podria ser relevante para evitar enfermedades infecciosas, asi como en

la preservacion de alimentos (Morales, 2021).



Debido a los multiples beneficios que posee, se vio la necesidad de realizar estudio
de la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial obtenido de la

corteza de naranja valenciana (Citrus sinensis) y naranja agria (Citrus aurantium).
1.2. PROBLEMA
1.2.1. Planteamiento del problema

Los residuos de la naranja radican en su aprovechamiento, si bien tienen un gran
potencial para producir diferentes subproductos, el manejo ineficiente puede

resultar en impactos negativos como la contaminacion de las fuentes de agua y suelo

(Grasso & Diaz-Zorita, 2020).

Alrededor del 50% del peso de naranja son los desechos, la piel de alrededor del
30-40%, si estos desechos se almacenan en un vertedero, pueden pudrirse
anaerobicamente y producir metano, gases de efecto invernadero con un
calentamiento global potencial 25 veces mayor que el CO», el uso de una corteza
naranja para obtener aceites esenciales puede reducir significativamente esta
emision evitando la descomposicion anaerdbica, convirtiendo los residuos en

productos ttiles y reduciendo las trazas de carbono relacionadas (Granda, 2021).

El aceite extraido de la corteza de naranja es un subproducto valioso con una
extensa linea de aplicaciones en la industria y el comercio, contiene compuestos
como limoneno, terpenos y antioxidantes que lo hacen util para elaborar productos
de limpieza, saborizantes, cosméticos y productos farmacéuticos (Gamarra, 2022).
Franco & Acufia (2023), menciona que también es conocido por sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, estas propiedades se atribuyen a la existencia de
compuestos bioactivos, tales como flavonoides y terpenos, que poseen la
competencia de neutralizar los radicales libres responsables del estrés oxidativo, asi
como de inhibir el crecimiento de microorganismos patogenos. Por lo expuesto, se
decidio realizar el presente estudio para determinar la actividad antioxidante y
antimicrobiana del aceite esencial extraido de la corteza de naranja variedad

valenciana (Citrus sinensis) y naranja agria (Citrus aurantium).



1.2.2. Formulacion del problema

Segun lo expuesto, se considera que la presente investigacion debe abordar el
estudio de la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial obtenido
de la corteza de naranja valenciana (Citrus sinensis) y de la naranja agria (Citrus

aurantium), a lo que surge la siguiente pregunta:

(Como determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial
obtenido de la corteza de naranja variedad valenciana (Citrus sinensis) y naranja

agria (Citrus aurantium)?.



1.3.0BJETIVOS
1.3.1. Objetivo general

Determinacion de la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial
obtenido de la corteza de naranja variedad valenciana (Citrus sinensis) y naranja

agria (Citrus aurantium).
1.3.2. Objetivos especificos

e Extraer el aceite de la corteza de la naranja por arrastre de vapor.

e Estudiar la capacidad antioxidante del aceite obtenido por el método ABTS Y
FRAP.

e Determinar el efecto antimicrobiano del aceite en cuatro cepas de bacterias (E.
coli, Shigella, Staphylococcus aureus y Bacillus) mediante difusion disco placa.

e Evaluar la concentracion minima inhibitoria del mejor tratamiento mediante E-

test.



1.4. HIPOTESIS
1.4.1. Hipétesis Nula (H,)

El aceite esencial obtenido de la corteza de naranja variedad valenciana (Citrus
sinensis) y naranja agria (Citrus aurantium) no influye en la actividad antioxidante

y antimicrobiana.
Hy=T1=T2=T3=T4= ......=Tn
1.4.2. Hipétesis Alterna (Ha)

El aceite esencial obtenido de la corteza de naranja variedad valenciana (Citrus
sinensis) y naranja agria (Citrus aurantium) influye en la actividad antioxidante y

antimicrobiana.

Hy#T1#T2#T3#T4%# ....Tn
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2. MARCO TEORICO
2.1. Naranja valenciana (Citrus sinensis)

Es una variedad de naranja dulce muy apreciada en el mercado internacional y
ocupa el segundo lugar en importancia dentro del grupo de naranjas blancas,
después de la Valencia Late; su origen se atribuye a una mutacion espontanea de
yema en un arbol de la variedad Comuna en la provincia de Valencia, Espaia
(Entonado, 2022). Es importante mencionar que esta variedad es una de las mas
cultivadas y reconocidas a nivel mundial, desempefiando un papel fundamental en
la economia de numerosos paises debido a su amplio uso en la industria de los

citricos (Tardio et al., 2022).

Figura 1

Naranja Valenciana (Citrus sinensis)

Nota. El color puede variar por tipo de clima donde se la esta cultivando. Tomado de la investigacion
de (Tardio et al., 2022).

2.2. Generalidades de la naranja

Es una especie subtropical que muestra cierta resistencia al frio; sin embargo, tanto
las flores como los frutos son vulnerables a estas condiciones climaticas; para
garantizar una adecuada maduracion de los frutos, requiere temperaturas céalidas

durante el verano (Pilco, 2020).



2.2.1. Taxonomia de la naranja

La naranja valenciana, cientificamente conocida como Citrus sinensis pertenece a

la siguiente taxonomia.

Tabla 1

Taxonomia del naranjo de variedad Valenciana (Citrus sinensis)

Taxonomia y morfologia de la naranja Valenciana (Citrus sinensis)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindae
Familia Rutaceae
Género Citrus
Especie Citrus sinensis

Nota. Tomado y modificado del articulo de (Pilco, 2020).

Esta variedad de naranja dulce surgi6 a partir de una mutacidon espontanea en las
yemas de un naranjo de la variedad Comuna, originada en la provincia de Valencia,
Espatfia, es la que mas demanda presenta por las industrias dedicadas a la produccion

de zumos (Tardio et al., 2022).
2.2.2. Caracteristicas de la naranja

El naranjo es un arbol frutal alto que generalmente mide entre 3 y 5 metros, aunque
puede llegar a los 13 metros de alto, robusto y de copa ancha, sus hojas son de color
verde oscuro, ovaladas y con bordes dentados, las flores son blancas con el centro
amarillo y tienen un aroma intenso, los frutos son redondos de color anaranjado y
de piel fina, en el interior de la fruta estd lleno de gajos jugosos (Alfonso et al.,
2023). El fruto es ligeramente acido y tiene un pH entre 2,5 - 3, dependiendo de su
madurez, tamafio, debido a su nivel de azlcar simple, la acidez no es tan

sobresaliente (Moya, 2021).



Figura 2

Naranjo de variedad Valenciana (Citrus sinensis)

Nota. Tomado de (Moya, 2021).

2.2.3. Valor nutricional de la naranja
La naranja valenciana es una excelente fuente de nutrientes esenciales para la salud:

Tabla 2
Valor nutricional promedio por cada 100 gramos de naranja valenciana (Citrus

sinensis)

100g de naranja contiene

Calorias 43keal
Carbohidratos 9g
Fibra 248
Azucares 8,2g
Proteinas 0.9¢
Grasas 0,2¢

. ' 53mg
Vitamina C 60,70% ingesta diaria
Vitamina A 225 Ul
Potasio 181mg
Calcio 40 mg
Hierro 0,1mg

Nota. Tomado y modificado de (Suarez, 2023).

Ademas de estos nutrientes contienen una diversidad de antioxidantes, como los

flavonoides, que logran ofrecer beneficios para el bienestar del organismo.



2.3.Naranja agria (Citrus aurantium)

El naranjo amargo, un arbol citrico de la familia Rutaceas, es un hibrido entre Citrus
maxima 'y Citrus reticulata; se trata de un arbol perenne que logra una altura entre
7 y 8 m, con espinas axilares puntiagudas; sus hojas son de forma eliptica, de
dimensiones de 50-115 x 30-55 mm, presentan un color verde oscuro brillante, son
fragantes y cuentan con peciolos alados con alas obovadas. Las flores, son
bisexuales, aparecen en cimas axilares, son blancas, extremadamente aromaticas,
con pétalos carnosos y glandulares. El fruto es esférico, de 7 x 7,5 cm, con una base
y una punta ligeramente aplanadas; su cascara madura es rugosa y glandular,

mientras que la pulpa tiene un sabor agridulce (Herndndez-Amasifuen et al., 2021).

Figura 3

Naranja Agria

Nota. Este tipo de naranja se caracteriza por tener abundantes semillas. Fuente (Suarez, 2023).

2.4.Produccion de la naranja
2.4.1. Produccion mundial de la naranja

En 2022, la produccién mundial de naranjas registro 47,5 millones de tn, lo que
implica una reduccion de 2,5 millones de tn en comparacion con el afio previo; es
relevante sefalar que, desde 2012, el volumen de produccion de esta fruta no ha
superado los 60 millones de toneladas; a nivel mundial, la naranja ocupa el cuarto
lugar en produccion, ubicandose por debajo de frutas como la manzana (Orts,

2024).



Figura 4

Produccion anual de naranjas a nivel mundial 2011 - 2022
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Nota. Tomado del informe de (Orus, 2024)

2.4.2. Produccion de naranja en Ecuador

La produccion de naranja se concentra en la region sierra en la parte montafiosa que
registro un aumento de produccion a 6.136.823 ton, mientras que la regidon costera

produjo 59.414ton, y en la region amazodnica la produccion alcanzd 9.301 ton

(Suarez, 2023).

La region costera del pais tiene un enorme potencial de produccion de citricos para
satisfacer el consumo nacional, esto se debe a las condiciones climaticas y de suelo
del Ecuador, esto se debe a la baja infraestructura para esta especie, a diferencia del

banano, lo que ha generado pérdidas al intentar lograr grandes producciones de

citricos (Granda, 2021).
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2.4.3. Produccion de naranja en la provincia Bolivar

El Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) menciona que en Bolivar se
concentra 10 500 de las 50 000 ha destinadas al cultivo de naranja en el pais, lo que
representa el 21% de la produccién nacional; los cantones Las Naves, Balsapamba,
Caluma y Echeandia, son los principales productores de este citrico (Moreta, 2022).
En particular, el cantéon Caluma cuenta con 2 650 ha de cultivos, lo que equivale

aproximadamente al 4,73% de la produccion nacional de naranjas (T. Lopez, 2022).
2.5. Aprovechamiento de los residuos biomasicos
2.5.1. Cascara de la naranja

Existe poco conocimiento sobre la piel o cascara de naranja, que tiene muchas
propiedades cuyo efecto en el organismo previene el desarrollo de diversas
enfermedades como el cancer (Dosed¢l et al., 2021). La piel de naranja tiene un
contenido de sacarosa del 24,585%, celulosa del 69,096% y hemicelulosa del
9,015%; el principal nutriente antioxidante de la piel de naranja es la hesperidina
en 33,39 mg/g, tiene grandes beneficios para la salud humana, especialmente para
el sistema nervioso central (Moya, 2021). Las cascaras de naranja son ricas en fibra
soluble y las de limon también son buenas fuentes de flavonoides, sin embargo, la
mayoria de personas desconocen estas propiedades de las cascaras de naranja y por

ello tienden a tirarlas (Ortiz et al., 2023).

Figura 5

Cascara de naranja

Nota. La céscara de naranja es la parte externa del fruto, fuente (Naranjasdongusto, 2021).
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2.5.2. Composicion quimica de la cascara de la naranja

El género Citrus se distingue por su elevada acumulacion de glicésidos de
flavonona, compuestos poco comunes en otras frutas, junto con vitamina C y
carotenoides, los cuales juegan un rol fundamental en la prevencién de
enfermedades degenerativas como el cancer, las afecciones cardiovasculares y las

cataratas, al neutralizar procesos oxidativos (Alarcon et al., 2022).

Segun analisis, la composicion de 100 g de piel de naranja contiene 2,4 mg de
fenoles; 0,038 mg de flavonoides totales; 2,9 g de glucosa; 2,3 g de fructosa, 0,9 g
de sacarosay 14,25 mg de 4cido ascorbico, determinados mediante HPLC. Ademas,
la fermentacién anaerdbica de 2 kg de cascaras de naranja con Saccharomyces
cerevisiae gener6 20 ml de etanol al 90%, energia suficiente para accionar un termo-
motor; estos resultados respaldan la viabilidad del uso de cascaras de naranja como
fuente para producir biocombustibles o aditivos alimentarios (Alarcon et al., 2022;

Mendoza-Espinoza et al., 2022)
2.5.3. Beneficios de la cascara de naranja

La piel de naranja tiene muchos beneficios culinarios y para la salud. Rico en fibra
y antioxidantes como la vitamina C, ayuda a favorecer la digestion regular y
fortalece el sistema inmunoldgico, previniendo enfermedades cronicas y
promoviendo un envejecimiento saludable (Parra, 2020). Segun Gamarra (2022),
menciona que puede disminuir el riesgo de padecer enfermedades coronarias y
aliviar el dolor de articulaciones, debido a sus propiedades antiinflamatorias, su
aroma citrico lo convierte en un valioso aditivo culinario y repelente de insectos
natural, ademas, el contenido de fibra favorece la saciedad, ayudando a controlar el

peso, y los antioxidantes protegen y embellecen la piel.
2.5.4. Parametros de seleccion de la cascara de naranja

Los parametros de seleccion incluyen varios aspectos importantes: en primer lugar,
se tiene en cuenta el color, se busca una tonalidad caracteristica y uniforme, ademas
se examina el olor para detectar cualquier signo de descomposicion o cambio,

también se analiza la presencia de plagas y cualquier material; esto puede afectar la
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calidad, la deteccion de hongos es otro aspecto fundamental y finalmente se analiza
el nivel de pH el cual debe estar en el rango de 4,34 a 4,78 asi como el contenido

de cenizas que debe estar en el rango de 4,21% a 6,78% (Castillo, 2020).
2.5.5. Industrializacion de los residuos biomasicos de la naranja

Los residuos de la naranja constituyen entre el 50% y el 70% del total, generando
un alto nivel de desperdicio, esto se debe a las industrias dedicadas a la producciéon
de pulpas y jugos, que consideran los subproductos biomasicos de esta fruta como
desechos, sin valorar su potencial aprovechamiento; sin embargo, algunas empresas
han comenzado a implementar diversas técnicas para reutilizar estos residuos,
destacandose la extraccion de aceites, entre otros usos. (Aucatoma & Santillan,

2023).

Los desechos agricolas, como las cédscaras de citricos, son una fuente valiosa de
materiales naturales, economicos y respetuosos con el medio ambiente que pueden
usarse como adsorbentes para eliminar contaminantes acuosos, ayudando asi a
reducir la contaminacion, este enfoque no solo ayuda a reducir los desechos
agricolas, sino que también ofrece oportunidades para agregar valor a estos

materiales y promover practicas sustentables dentro de la industria (Sarabia, 2023)
2.6. Método de extraccion
2.6.1. Proceso de arrastre de vapor

M¢étodo utilizado para extraer el aceite esencial de las cascaras, este método consiste
en generar vapor de agua que se introduce en un tanque con las cascaras preparadas,
arrastrando los compuestos volatiles donde se separan en dos fases una acuosa y la
otra oleosa obteniendo asi el aceite esencial (Pefia & Guasca, 2023). Para realizar
un arrastre de vapor se utiliza un matraz de destilacion, conectado a un refrigerante

que condensa el vapor (Civallero et al., 2021).
2.7. Maceracion

Proceso fundamental para la extraccion de compuestos y la preparacion de muestras

solido-liquido, en este método se colocan sustancias sélidas como frutas, hierbas o
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alimentos en liquidos como agua, vinagre, alcohol u otros liquidos con el objetivo
de conseguir los resultados deseados, extraer compuestos solubles presentes en

solidos (Duarte et al., 2020).
2.7.1. Proceso de maceracion

El proceso comienza colocando las materias primas vegetales previamente picadas
en un depodsito adecuado de vidrio o plastico, luego se afiade agua ya sea normal o
destilada y se cierra herméticamente el recipiente a temperatura ambiente durante
un tiempo (Iriarte, 2019). Durante este periodo es importante agitar el recipiente en
funcion del tiempo de maceracion y del tipo de materia prima, al finalizar, se
procede a decantar el liquido obtenido y a filtrar el producto para confirmar el

volumen alcanzado (Armijos, 2023).

Figura 6

Proceso de maceracion

Nota. Maceracion de cascaras de naranja en agua.

2.8. Aceites esenciales

El aceite esencial es una fraccion liquida, volatil y densa, cuya coloracion varia
segun la especie vegetal de la que proviene; estos aceites se obtienen cominmente
mediante destilacion al vapor o extraccion liquido-liquido de diferentes partes de
plantas, como hojas, flores, raices, semillas, frutos y madera (Chagua, 2024). Su
composicion quimica es altamente compleja y diversa, destacandose la presencia

de compuestos alifaticos (como alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y
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acidos), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos, que son los principales

grupos funcionales encontrados en ellos (J. Lopez, 2020).
2.8.1. Clasificacion de los aceites esenciales

Se estima que existen aproximadamente 3000 tipos de aceites esenciales, de los
cuales solo 300 se mercantilizan actualmente y son altamente empleados en la
industria quimica y farmacéutica (Paucarchuco et al., 2023). Estos aceites se
distinguen por sus propiedades fisicas, como la viscosidad, la densidad, el indice de
refraccion y la actividad Optica, las cuales pueden alterarse al combinarse con otros
tipos de aceites. En términos generales, su densidad es inferior a la del agua, excepto

en casos particulares como los aceites de perejil, canela, mostaza y clavo (Cuzco,

2020).

Tabla 3

Tipos de plantas que se extraen aceites esenciales

Clasificacion de los aceites esenciales segun su origen

Parte de la planta Plantas y Frutos
Bayas Enebro, Pimienta negra
Lavanda, Rosas, Jazmin Clavo de
Flores
Olor, Tomillo, Mejorana, Flores
Cedro, Ciprés, Sandalo, Canela,
Madera
Alcanfor
Raices Jengibre, Vetiver
Limo6n, Anis verde, Naranja,
Frutas o
Bergamota, Pomelo, Hinojo
Resina Mirra, Incienso
Romero, Arbol de té, Melisa,
Hojas Citronela, Pachuli, Geranio,

Menta, Salvia

Nota. Cada aceite esencial tiene propiedades tnicas y puede ser utilizado para diferentes propositos.

Tomado y modificado de (Cuzco, 2020).
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2.8.2. Propiedades fisicas-quimicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias volatiles y concentradas obtenidas de plantas,
que poseen una amplia variedad de propiedades fisicas y quimicas; entre sus
caracteristicas fisicas, se destaca su alta volatilidad, lo que le permite evaporarse
facilmente a temperatura ambiente, permitiéndoles liberar sus aromas
caracteristicos, ademds, su densidad puede variar lo que influye en su
comportamiento fisico y su capacidad para mezclarse con otros liquidos, también
tienen indices de refraccion unicos, lo que facilita su identificacion y

caracterizacion (Transito & Lopez, 2024).

Las propiedades quimicas estan compuestas por una variedad de compuestos
organicos voléatiles, incluyendo terpenos, fenilpropanoides y otros, la composicion
quimica especifica varia segun la planta de la que se extraen y puede incluir
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y otros, ademas, muchos aceites esenciales
exhiben propiedades antimicrobianas debido a su composicion quimica, lo que los
hace ttiles en la conservacion de alimentos e insumos para el cuidado personal

(Pupiales & Torres, 2024)
2.9. Actividad antioxidante del aceite de naranja

El aceite extraido de la cascara contiene muchos compuestos bioactivos, incluidos
flavonoides, terpenos y vitamina C, que le confieren propiedades antioxidantes, la
actividad antioxidante puede contribuir a la prevenciéon de enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo (Mora et al., 2022).
2.9.1. Beneficio de los antioxidantes

Los antioxidantes presentes en el aceite de naranja ofrecen varios beneficios
significativos para la salud; estos compuestos desempefian un papel crucial al
neutralizar los radicales libres en el organismo, lo que contribuye a reducir el estrés
oxidativo y protege las células de los dafios provocados por la oxidacion; ademas,
los antioxidantes favorecen la salud cardiovascular al disminuir la inflamacién y

mejorar la funcion endotelial (Enriquez et al., 2023).
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2.9.2. Método ABTS

Este método mide la capacidad antioxidante de la muestra, midiendo su habilidad
para minimizar el ABTS cationico radical, este radical se genera por respuesta de
ABT con un agente oxidativo, generalmente produciendo una solucidon verdosa
(Arévalo & Castillo, 2023). Se agrega una muestra del antioxidante a esta solucion,
y una reduccion en la absorcion a 734 nm se mide utilizando un espectrofotometro;
una disminucidn en la absorcion es proporcional a la capacidad antioxidante de la

muestra (Herndndez-Cruz & Pedraza-Chaverri, 2022).
2.9.3. Método FRAP

El método FRAP “Potencial de reduccion de hierro Ferrik” mide la capacidad
antioxidante de las muestras en funcién de su habilidad para reducir los iones de
hierro (Fe?) a los iones de hierro (Fe*") (Pilco, 2020). En este proceso, los FRAP
reactivos, que contienen cloruro de hierro y tripiridiiltriazina “TPTZ” en soluciones
acidas, estos compuestos reaccionan con antioxidantes que estan presentes en el
aceite de las muestras, formando un complejo de azul intenso. Ledn (2023),
menciona que la intensidad del color se mide a 593 nm usando un espectrofotometro

directamente proporcional a la capacidad antioxidante de la muestra.
2.9.4. Radicales libres

Es una entidad quimica que puede existir en forma neutra o cargada y posee uno o
mas electrones no apareados en su orbital exterior, la singularidad del radical libre
radica en su notable inestabilidad cinética, a medida que aumenta la concentracién
de estos radicales surge un desequilibrio entre la tasa de produccién y la capacidad
inhibidora del sistema antioxidante enddgeno, este desequilibrio conduce a un
fenémeno conocido como estrés oxidativo que estd relacionado con diversas

enfermedades (Sosa, 2023).
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Figura 7
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Nota. Los radicales libres causan dafio al ADN, las proteinas y los lipidos, provocando mutaciones

y perjudicando asi sus funciones naturales. Fuente (Sosa, 2023).

2.9.5. Estrés oxidativo

Es un estado de estrés quimico provocado por el acaparamiento excesivo de
radicales libres en el cuerpo, derivado de una inestabilidad en la obtencion de
oxidantes, lo cual afecta negativamente a los aminoacidos que forman las proteinas
provocando una serie de cambios incluida la formaciéon de grupos carbonilo que
afectan a su estructura, funcionalidad y propiedades (Hernandez-Cruz & Pedraza-

Chaverri, 2022).
2.10. Actividad antimicrobiana

Este tipo de aceite ha demostrado la actividad antimicrobiana contra una variedad
de microorganismos, aunque su efectividad varia dependiendo del tipo de
microorganismo y el uso puede tener un efecto inhibitorio sobre bacterias y hongos

(Martinez-Aleman et al., 2019).
2.10.1. Escherichia coli

Se trata de un bacilo Gram negativo, de la familia Enterobacteriaceae, con
capacidad aerobia y anaerobia facultativa, y forma de barra, sus dimensiones tipicas
son de aproximadamente 1-3 um de longitud por 0,5 pum de ancho, y suele
presentarse en grupos, en cadenas cortas, de manera individual o en pares (Denamur

etal., 2021).
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Existen variantes de E. coli que no poseen flagelos ni capacidad de motilidad, no
forman esporas y generalmente carecen de capsula; su temperatura optima de
crecimiento es de 37°C y se inactiva a 60°C; el pH ideal para su desarrollo es de 7,
y tiene la capacidad de fermentar carbohidratos, glucosa y lactosa, produciendo
acido y gas; en agar, crea colonias de forma circular de 3 a 5 mm, con bordes
convexos, continuos o ligeramente ondulados, brillantes y de color blanco

ligeramente amarillento (Liu et al., 2020).

Las cepas toxigénicas de esta bacteria tienen la capacidad de producir enterotoxinas
termolabiles (TL), termoestables (TS) o ambas; la enterotoxina termolabil es una
proteina de alto peso molecular con una estructura bioquimica muy pareja a la
toxina de Vibrio cholerae, siendo muy toxica; se han identificado al menos cinco
grupos diferentes de E. coli que llegan a causar gastroenteritis(Montoya & Luna,

2022). Siendo estas las cepas mas comunes:

. coli enteropatogena, que afecta la mucosa intestinal.
. coli enteroinvasiva, que dafa la mucosa del colon.
. coli enterohemorrdagica, responsable de la colitis hemorragica.

. coli enteroagregativa, causa diarrea secretora de moco y sangre.

[ ]
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. coli enterotoxigénica, prevalente en paises en desarrollo.
2.10.2. Shigella

Es un patdgeno gramnegativo, su forma es de baston y es intracelular facultativo,
se encuentra distribuido mundialmente y es la principal causa de shigelosis en
territorios industrializados como Europa, América del Norte y Australia. Esta
bacteria evolucioné a partir de E. coli, dedicandose a la infeccion intracelular del
epitelio intestinal humano, y su genoma consta de un cromosoma circular que mide
4,99 Mbp y un plasmido de invasion de 216 kbp (pINV), el cual es esencial para su
virulencia (Torraca et al., 2020). En términos taxondémicos, Shigella pertenece al
reino Bacteria, filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden
Enterobacteriales y familia Enterobacteriaceae. Sin embargo, el andlisis
comparativo de su genoma sugiere que Shigella spp. son en realidad linajes de E.

coli (MacLennan et al., 2022).
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2.10.3. Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram-positiva que se encuentra comunmente en las mucosas y la
piel humana, capaz de combatir condiciones adversas y producir toxinas que causan
diversas enfermedades, desde infecciones de la piel hasta intoxicaciones
alimentarias (Monsalve, 2022). Esta bacteria es altamente patogena y causa
infecciones de leves a graves, como neumonia y sepsis, su capacidad para
desarrollar resistencia frente a antibioticos presenta un desafio importante en
entornos clinicos y de salud publica, lo que requiere medidas estrictas de prevencion

y vigilancia de infecciones (Vela, 2022).

Dentro del género Staphylococcus, Staphylococcus aureus es la especie mas
relevante desde el punto de vista clinico y de salud publica debido a su capacidad
patégena. Sin embargo, Staphylococcus aureus se puede clasificar en términos de

tipos segun su virulencia y propiedades de resistencia antimicrobiana (Leon, 2023).
2.10.4. Bacillus

Bacillus es un género de bacterias Gram positivas que se caracteriza por sus bacilos,
es decir, por tener una estructura celular alargada y cilindrica, estas bacterias son
aerdbicas o anaerobicas facultativas, lo que les permite crecer en presencia o
ausencia de oxigeno (Murillo & Pullupaxi, 2019). Se destacan principalmente por
su habilidad para generar esporas, que son extremadamente resistentes que les
posibilitan subsistir en ambientes extremos, como temperaturas elevadas,

exposicion a sustancias quimicas y sequedad (Cueva, 2022).

Algunas de las especies mas conocidas de este género incluyen Bacillus subtilis,
muy utilizado en la industria biotecnologica por su capacidad para producir enzimas
y compuestos de uso industrial, y Bacillus Anthracis, agente causante del antrax,
una grave enfermedad que afecta a los mamiferos. incluidos los humanos, aparte de
eso0, Bacillus thuringiensis es conocido por su uso en agricultura como forma de
control biologico de plagas de insectos debido a su capacidad de producir toxinas

especiales para ciertos insectos (Jurado et al., 2022). Dentro del género Bacillus
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existe una gran variedad de especies con diferentes propiedades y usos, las especies

mas conocidas y mejor estudiadas incluyen:

e  Bacillus subtilis
e Bacillus cereus
e Bacillus Anthracis

e Bacilo turingiensico
2.10.5. Reanimacion de cepas bacterianas

Las cepas de referencia son materiales orgdnicos que cuentan con un certificado
biologico otorgado por el proveedor, quien garantiza que la cepa suministrada es
un cultivo puro, previamente caracterizado mediante pruebas morfologicas,
bioquimicas y moleculares apropiadas. Estas cepas se almacenan a temperaturas
entre 0 y 5 °C hasta su utilizacion y se siembran empleando el agar adecuado,
siguiendo las condiciones de incubacion y el procedimiento especifico que se

detalla en las instrucciones para cada tipo de microorganismo (Becerra et al., 2020).
2.11. Medios de cultivo
2.11.1. Agar Salmonella-Shigella

El agar Salmonella-Shigella (S—S) se disefio con el fin de inhibir el crecimiento de
coliformes durante el aislamiento de Salmonella y Shigella spp., sus principales
agentes selectivos incluyen citrato de sodio, sales biliares y verde brillante mientras
que el sistema indicador de H.S y la fermentacion de lactosa actian como
diferenciadores. En este medio, Salmonella spp., se manifiesta como colonias
incoloras con un centro negro; para la seleccion de Shigella spp., su rigurosidad
puede dificultar el crecimiento de cepas debilitadas de esta bacteria. Ademas, una
de sus limitaciones principales es la posible aparicion de colonias falsas positivas

causadas por Proteus spp.(Neyaz et al., 2024).
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2.11.2. Agar MacConkey

El agar MacConkey (MAC), desarrollado por el bacteriologo Alfred T. MacConkey
(1861-1931), es un medio de cultivo bacteriano diferencial y selectivo disefiado
para el aislamiento y diferenciacion de bacterias Gram-negativas de rapido
crecimiento, especialmente de la familia Enterobacteriaceae (Supriatin et al.,
2021). Este medio aprovecha la fermentacion de lactosa, un proceso que genera
acidos organicos, como el acido lactico, provocando una disminucién del pH en el
agar. El MAC contiene un indicador de pH que cambia a color rosa en condiciones
acidas, de esta manera, las bacterias Gram-negativas capaces de fermentar lactosa
producen colonias rosadas, en contraste con las no fermentadoras de lactosa

generan colonias opacas o de tonalidad blanca (Jung & Hoilat, 2024).
2.11.3. Agar Manitol Salado

Este medio se utiliza para el aislamiento selectivo y el recuento de Staphylococcus
aureus en productos relacionados con la industria de alimentos, farmacéuticos y
cosmeéticos, destacandose por su alta concentracion salina, lo que lo convierte en un
medio altamente selectivo. Los estafilococos coagulasa positiva son capaces de
hidrolizar el manitol, un edulcorante derivado de la hidrogenacion del azucar
manosa, lo que provoca la acidificacion del medio; como resultado, las colonias de
estas bacterias se presentan rodeadas por una zona de color amarillo brillante,
mientras que los estafilococos coagulasa negativos forman colonias rodeadas por

una zona roja o purpura (Caycedo et al., 2021).

En este medio, el extracto de carne y la pluripeptona actuian como fuentes de
carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales, mientras que el manitol sirve como el
hidrato de carbono fermentable; el cloruro de sodio actuia como selectivo que
impide el desarrollo de la flora no deseada, mientras que el rojo fenol se utiliza

como indicador del pH (Caycedo et al., 2021).
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2.11.4. Agar Chromogenic Bacillus

Medio basico en polvo, suplemento selectivo y de enriquecimiento para el grupo
Bacillus cereus en alimentos, sin pruebas confirmatorias. El medio chromogenic
iene un fuerte poder selectivo y permite un recuento mas facil de colonias del grupo
B.cereus incluso cuando la muestra de alimento estd muy contaminada por flora
mixta. Las especies de este grupo desarrollan colonias de color rosa-naranja debido
a la degradacion del compuesto cromogénico y estan rodeadas de un halo opaco,
producto de la actividad de la fosfolipasa. Debido al alto poder selectivo y
especificidad de la reaccién de color, las colonias tipicas del grupo B. cereus

desarrolladas en el medio no requieren pruebas confirmatorias (Biolife, 2021).
2.12. Antibiogramas

El antibiograma permite determinar la susceptibilidad de un patéogeno frente a un
farmaco, clasificando los resultados en categorias de sensible, intermedio o
resistente, segin los puntos de corte establecidos por diversos comités (Dueas et
al., 2021). Su importancia radica en multiples beneficios, como la optimizacion de
los tratamientos antimicrobianos de acuerdo con los perfiles de sensibilidad y
resistencia, el monitoreo de la sensibilidad de los microorganismos a lo largo del
tiempo y de sus mecanismos de resistencia, asi como la generacion de datos
epidemioldgicos ttiles para implementar medidas de control frente a infecciones

causadas por bacterias resistentes (Drummond et al., 2022).
2.12.1. Técnica E-test

La prueba de epsilometria, comunmente conocida como E-Test, es un método
basado en agar para evaluar la susceptibilidad microbiana. Fue desarrollada para
superar las limitaciones de los métodos tradicionales de difusion en discos y
difusion convencional. Esta prueba de laboratorio se utiliza para medir la
concentracion inhibitoria minima (CMI) de un antibidtico frente a un
microorganismo especifico. Consiste en una tira de plastico impregnada con un
gradiente de concentracion de antibidtico, la cual se coloca sobre una placa de agar

inoculada con el microorganismo en estudio (Alippi et al., 2023).
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2.12.2. Difusion en disco (Kirby-Bauer)

El método de Kirby-Bauer, conocido también como difusion en disco, es una
técnica estandarizada empleada para evaluar la sensibilidad de las bacterias frente
a diversos antibioticos. Esta prueba consiste en inocular una placa de agar con la
bacteria de interés y sobreponer sobre la superficie del agar discos saturados con
los antibidticos; después de la incubacion, se desarrollan zonas de inhibicidén
alrededor de los discos, donde el crecimiento bacteriano ha sido suprimido por el
antibidtico. La efectividad del antibidtico se determina midiendo el diametro de
estas zonas de inhibicidon y comparandolas con los estandares preestablecidos, lo
que permite clasificar a la bacteria como sensible, intermedia o resistente al

antibiotico utilizado (Sari & Febriawan, 2021).
2.12.3. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

La prueba de Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) es reconocida como el
estandar de referencia para evaluar la susceptibilidad de los microorganismos a los
antimicrobianos (Navarrete et al., 2020). Su interpretacion se basa en evaluar el
rango de concentraciones del antimicrobiano que permite clasificar la
susceptibilidad bacteriana en tres categorias principales: sensible, intermedio o
resistente. Un aislado se considera sensible cuando es inhibido in vitro por una
concentracion del antimicrobiano que predice un alto éxito terapéutico; resistente
cuando la inhibicion ocurre a una concentracion que indica un alto riesgo de fracaso
del tratamiento; e intermedio cuando la inhibicion sugiere un efecto terapéutico
incierto o posiblemente inferior al observado en las cepas sensibles (Drummond et

al., 2022).
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CAPITULO III

3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Ubicacion de la investigacion

El desarrollo de la investigacion se llevd a cabo en los Laboratorios de
Investigacion y Vinculacion, asi como en el complejo agroindustrial de la
Universidad Estatal de Bolivar, ubicada en la provincia de Bolivar, canton
Guaranda, con coordenadas este 722773 y norte 9821524.1, en la zona 17M del sur
del Ecuador.

3.1.1. Localizacion de la investigacion
La localizacion de la investigacion se presenta a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4

Localizacion de la investigacion

Provincia Bolivar

Canton Guaranda

Parroquia Gabriel Ignacio Veintimilla

Sector Laguacoto II

Direccion Laguacoto II. (Guaranda Km. 1 % via San Simoén)

3.1.2. Situacion geografica y edafoclimatica

La situacion geografica y edafoclimatica se presenta en la Tabla 5, informaciéon

tomada de la Estacion Meteorologica Laguacoto.
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Tabla 5

Aspectos generales del territorio

Parametros Valores
Altitud promedio 2 630 msnm
Latitud 01°36°52°'S
Longitud 78°59°54""W
Temperatura maxima 21°C
Temperatura minima 7°C
Temperatura media 14,4 °C
Precipitacién media anual 980 mm
Humedad relativa 70%
Heliofania promedio 900 horas/luz/afio
Velocidad de viento 6 m/s

Nota. Tomado de la Estacion Meteoroldgica Laguacoto II. UEB 2021.

3.1.3. Zona de vida

El area donde se realizo la investigacion pertenece al bosque himedo montano bajo

(BHMB), segun la clasificacion del botanico y climatologo Leslie Holdridge.
3.2. Metodologia
3.2.1. Material en estudio

Céscara de naranja de la variedad agria y valenciana proveniente del canton

Caluma, de la provincia Bolivar
3.2.2. Factores de estudio

En el presente estudio se aplicaron dos disefios de experimentos, el primero para
determinar el efecto antimicrobiano y el segundo para determinar la actividad
antioxidante. A continuacion, en la Tabla 6, se presenta los dos factores en estudio
para el efecto antimicrobiano, siendo A: Variedad de naranja con dos niveles y B:

Efecto antimicrobiano con cuatro niveles.
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Tabla 6

Factores de estudio para el efecto antimicrobiano

Factores Codigo Nivel

: . : N . V l .
Variedad de Naranja A a1 ar an]'a a e.n(:lana
a, : Naranja Agria
b1 E. COll

Efecto Antimicrobiano b, : Shigella

bs : Staphylococcus aureus

b, : Bacillus cereus

Para el segundo disefio, en la Tabla 7, se presenta los factores considerados para el
efecto antioxidante, siendo A: Variedad de naranja con dos niveles y B: Efecto

antioxidante con dos niveles.

Tabla 7

Factores considerados para el efecto antioxidante

Factores Codigo Nivel

: Naranja Valenci
Variedad de Naranja A % aranJ.a a e.n01ana
a, :Naranja Agria
o b; :FRAP
Efecto Antioxidante B b, :ABTS

3.2.3. Tratamientos

Los tratamientos se formaron mediante la mezcla de cada uno de los niveles de los
factores AxB. Por consiguiente, en la Tabla 8, se presenta las combinaciones de los

niveles correspondientes al primer disefio (efecto antimicrobiano).
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Tabla 8

Combinacion para el efecto antimicrobiano

Niveles
Tratamiento  Cddigo Variedad de Efecto
Naranja Antimicrobiano
Tl a; by  Naranja Valenciana E. coli
T2 a; b,  Naranja Valenciana Shigella
T3 a, b;  Naranja Valenciana  Staphylococcus aureus
T4 a; b,  Naranja Valenciana Bacillus cereus
T5 a, b, Naranja Agria E. coli
T6 a, b, Naranja Agria Shigella
T7 a, b; Naranja Agria Staphylococcus aureus
T8 a, b, Naranja Agria Bacillus cereus

Nota. Para el analisis inhibitorio se utilizé diferentes concentraciones de aceite esencial (5, 10y 15
pg) en un total de 16 muestras.

Para el segundo disefio, se presenta en la Tabla 9, las combinaciones de los niveles

para el efecto antioxidante.

Tabla 9

Combinacion para el efecto antioxidante

Niveles
Tratamiento Codigo Variedad de Efecto
Naranja Antioxidante
Tl a; by  Naranja Valenciana FRAP
T2 a; b,  Naranja Valenciana ABTS
T3 a, b, Naranja Agria FRAP
T4 a, b, Naranja Agria ABTS

3.2.4. Tipo de disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial AXB

(2x4) y AXB (2x2), con tres repeticiones, con el fin de determinar las diferencias

entre los tratamientos, se realizo un analisis de varianza (ANOVA), ajustandose al

modelo matematico correspondiente.
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Modelo del disefio
YijK = p+ Ai + Bj + (AB)ij + Eijk
Donde:
YijK: Variable sujeta a medicion
n: Representa la media global
Ai: Es el efecto del factor A
Bj: Efecto del factor B
(AB)ij: Efecto de la interaccion A x B
Eijk: Efecto Del Error Experimental Aleatorio.
Modelo de analisis de varianza (ANOVA)

Se realizaron andlisis comparativos entre los tratamientos para evaluar posibles
diferencias estadisticas en ambos experimentos, utilizando para ello un anélisis de

varianza (ANOVA).

Tabla 10

Andlisis de varianza (ANOVA) para el diseiio en arreglo factorial AxB

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Fo Valor-p
variabilidad  cuadrados libertad medio

Efecto A SCa a-1 CM, CMA/CMe  P(F >F{)
Efecto B SCs b-1 CMs CMg/CMEg P(F >F§)
Efecto AB SCas (a-1)(b-1) CMas CMas/CMg  P(F >F§'?)
Error SCk ab(n-1) CMg

Total SCr abn-1
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Modelo de pruebas de rangos multiples

Se utilizaron pruebas de diferencia minima significativa (LSD) para determinar el

tratamiento mas adecuado.

Modelo de LSD
LSD =t X/ 2CN
(_‘; N—k) E/n

Donde:
LSD: Valor de la diferencia minima significativa

tz: Valor de la tasa T - Student a una cierta significancia.
2

N — k: Grados de libertad que corresponden al error.
2CNg: Cuadro medio del error.

n: Numero de observaciones para los tratamientos 1y j
3.2.5. Descripcion técnica del ensayo

Se describieron las caracteristicas del experimento, incluyendo el niimero de
factores, los niveles de cada factor, el nimero de réplicas y la variable de respuesta,
basandose en los factores analizados para los disefios del estudio (efecto

antimicrobiano y efecto antioxidante).

Tabla 11

Caracteristicas del experimento para efecto antimicrobiano

Caracteristicas Cantidad

Unidad experimental 50 gr
Numeros de factores experimentales 2
Niveles Factor A 2
Niveles Factor B 4
Tratamientos 8
Numero de repeticiones 2
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Numeros de unidades experimentales 16
Variable respuesta (Tamafio Halos) 1

Tabla 12

Caracteristicas del experimento efecto antioxidante

Caracteristicas Cantidad

Unidad experimental 50 gr
Numeros de factores experimentales 2
Niveles Factor A 2
Niveles Factor B 2
Tratamientos 4
Numero de repeticiones 3
Numeros de unidades experimentales 12
Variable respuesta (AATI) 1

3.2.6. Manejo de la investigacion
3.2.6.1.Proceso de obtencion del aceite esencial de naranja
Descripcion del diagrama de flujo

El proceso consta de varias etapas que incluyen: a) recepcion y preparacion de la
materia prima; b) seleccion; c) troceado de la céscara de naranja; d) maceracion; e)
triturado; f) destilacion; g) decantacion y separacion; h) envasado y finalmente, 1)

almacenamiento. A continuacion, se detallan cada una de estas fases del proceso.

e Recepcion y preparacion de la materia prima

La materia prima provino de Caluma, ubicada en la provincia de Bolivar, Ecuador,
la cual se llevo a los predios de la Universidad Estatal de Bolivar, se coloco en cajas
para su facil manejo. Las naranjas se lavaron para eliminar cualquier residuo que
pudiera afectar la estructura del aceite esencial, para ello se sumergieron todas en

un limpiador con agua corriente.
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e Seleccion

Para este proceso, se escogieron alrededor de 40 naranjas, asegurandose de que
estuvieran en un estado 6ptimo; se eliminaron las impurezas y los tallos de la fruta

para evitar contaminantes en el producto final.

e Troceado

Para llevar a cabo este proceso, se pelaron las naranjas para extraer inicamente la
parte del flavedo que contiene el aceite esencial; una vez obtenida la cantidad
necesaria de piel de naranja, se cortd en trozos pequeios utilizando una tabla de

cortar y un cuchillo, y se pesaron 400 g de cascara.
e Maceracion

En matraces de 1 L separados, se colocaron 400 g de cascara picada y 500 ml de
agua destilada al 0,7% (3,5 g) de bicarbonato de sodio, dejandose reposar entre 8 y

12 horas para cada extraccion.
e Triturado

Se utilizé una licuadora para triturar gradualmente las céscaras, facilitando asi la
extraccion del aceite esencial; una vez triturado, se coloco el material en una bola

para iniciar la destilacion.
e Destilacion

El liquido resultante se transfiri6 a un matraz de destilacion, afiadiendo un 15% (60
ml) de agua destilada en relacion con la cascara. Luego, se encendio el equipo de

destilacion para alcanzar el punto de ebullicion, asegurdndose de no superar los 100
°C.

e Decantacion y separacion

Una vez completada la destilacion, se colocod el liquido en un embudo de
decantacion con tapa, dejandolo reposar durante 24 horas para permitir que el aceite

se separa del agua debido a la diferencia de densidad, formando dos capas.
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¢ Envasado

El aceite esencial 100% puro se transfirio a frascos de vidrio color ambar,
etiquetados con los detalles de cada tratamiento, para su posterior evaluacion de

rendimiento..
¢ Almacenamiento

Las muestras se almacenaron en un lugar fresco, seco y limpio, con una temperatura

inferior a 20 °C y superior a 4 °C.
Diagrama de flujo del proceso de la extraccion del aceite esencial

Figura 8

Diagrama de flujo de la extraccion del aceite de la cascara de naranja

Recepcion
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Seleccion

|

Troceado
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Diagrama de proceso de extraccion del aceite esencial

Figura 9

Etapas del enfoque ingenieril para la extraccion de aceite esencial

1: Naranja
2: Naranja seleccionada
3: Cascara de naranja picada - H20 - NaHCO3

—_— 4: Cascara macerada

T q M .y 5: Cascara - H20
Seleccidn roceado aceracion Triturado 6: Aceite escencial - H20
] 7: Vapor
L) 8: Hidrolato

9: Aceite escencial
10: Producto final

Envasado

Destilacion

Nota. Diagrama realizado en el programa COCO.

3.2.6.2. Rendimiento del aceite esencial

Después de obtener el aceite esencial de las cascaras de la naranja por el método de
destilacion simple, se evalu6 el rendimiento, mediante la metodologia de Melo,

(2020), por lo que se aplico la siguiente ecuacion.

p-= (M1> % 100
- (5

Donde:

P: Rendimiento

M : Es la masa final del aceite esencial
M: La masa inicial del follaje

100: Es una constante matematica
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3.2.6.3.Determinacion de la actividad antimicrobiana y antioxidante
3.2.6.3.1. Determinacion de la actividad antimicrobiana

Las cepas bacterianas que se utilizaron fueron de Escherichia coli, Staphylococus
aureus, Shigella spp y Bacillus previamente caracterizadas del banco de
microorganismos del laboratorio General de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
y del laboratorio de Investigacion y Vinculacion de la Universidad Estatal de

Bolivar.

Para la reanimacion bacteriana de las cepas se utilizaron los siguientes medios de
cultivo especificos: el agar MacConkey, selectivo para bacterias gramnegativas y
que contiene lactosa para identificar la fermentacion, fue empleado para E. coli
(Hinenoya et al., 2020). Para Staphylococcus aureus, se utilizo agar sal manitol, un
medio selectivo y diferencial que permite identificar esta bacteria por su capacidad
de fermentar el manitol (Montero-Recalde et al., 2019). En el caso de Shigella spp.,
se empled el medio SS (Salmonella-Shigella), que es selectivo e inhibe el
crecimiento de bacterias grampositivas (Yesigat et al., 2020) Finalmente, para
Bacillus spp., se utilizd el Chromogenic bacillus, conocido por favorecer un

crecimiento rapido.

Todas las cepas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Los medios de cultivo fueron
preparados en matraces siguiendo las especificaciones del fabricante,
posteriormente esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y luego
vertidos de forma equitativa en cajas Petri. Estas se dejaron en reposo durante 10
minutos para permitir la gelificacion. El proceso de preparacion, control de calidad
y almacenamiento de los medios sigui6 las directrices establecidas en la norma

UNE-EN ISO 7218 (2008).
Analisis de la actividad antimicrobiana

Para determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial frente a los
microorganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella spp. y Bacillus
spp., se empled el método de difusion en disco, para lo cual, se empled discos de

antibiograma de 6 mm de didmetro que fueron impregnados con el aceite esencial

35



de naranja a concentraciones de 5, 10 y 15 pg, posteriormente, los discos se
colocaron sobre los medios inoculados con las respectivas bacterias, para lo cual se
considero6 la escala de dilucidén de McFarland al 0,5. La actividad antimicrobiana se
evalu6 midiendo el halo de inhibicién en milimetros; un mayor tamafio del halo

indica una mayor efectividad antimicrobiana del aceite esencial (Rojas, 2022).
3.2.6.3.2. Determinacion de la actividad antioxidante
Método ABTS

Inicialmente, se preparo la solucion del radical ABTS* mezclando 5 mL de solucion
ABTS (7 mM) con 88 uL de persulfato de potasio (140 mM); la mezcla se dejo
reaccionar en la oscuridad durante 12 horas, posterior, la solucion se diluyé con un
buffer de acido acético-acetato de sodio (pH 5) hasta alcanzar una absorbancia de
0.7 nm. A partir de esta dilucion, se tomaron 190 uL, a los que se afadieron 10 uL
del aceite esencial, esta mezcla se dejo reaccionar durante 5 minutos a temperatura
ambiente, y la absorbancia se midié a una longitud de onda de 734 nm utilizando
un espectrofotdometro NanoDrop (Thermo Scientific). Para la construccion de la
curva patron, se empleo trolox como estandar antioxidante en un rango de 0 a 200

umol/L (Huaraca et al., 2022).
Método FRAP

Para preparar el reactivo FRAP, se mezclaron 2.5 mL de tampon de acetato de sodio
anhidro, 2.5 mL de FeCls, y 2.5 mL de TPTZ, obteniendo una coloracion caramelo
como indicativo de la correcta preparacion; la mezcla se incub6 durante 30 minutos
en un bafio termostatado a 37 °C, protegido de la luz. Posteriormente, se prepararon
tubos eppendorf de 1.5 mL, a las que se afiadieron 30 pL de agua destilada, 30 uL
de muestra de aceite esencial y 900 uL del reactivo FRAP. Para el control blanco,
se sustituy6 la muestra por 30 pL de etanol. Los tubos se incubaron nuevamente a
37 °C durante 30 minutos y se midi6 la absorbancia a 595 nm; para la curva de
calibracion se construy6 empleando distintas concentraciones de Trolox disueltas

en etanol al 96% (Martinez, 2020).
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3.2.6.4.Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria mediante E- test.

Para esta prueba se utilizo agar Mueller-Hinton como medio de cultivo;
inicialmente, se prepararon las soluciones de los antibidticos Ceftriaxona y
Amoxicilina a concentraciones de 5 pg, 10 pgy 15 ug mediante diluciéon con agua
destilada estéril. En placas Petri con el agar previamente gelificado, se sembraron
las bacterias de interés y las placas fueron incubadas durante 48 horas a una
temperatura de 30 °C. A continuacion, se depositaron fragmentos de pléstico
esterilizado y discos de papel filtro impregnados con las soluciones de los
antibidticos sobre el agar; una vez concluido el periodo de incubacion, se midieron
los halos de inhibicion alrededor de las tiras para evaluar la efectividad de las

concentraciones utilizadas. (Lim et al., 2020).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUCION
4.1.Interpretacion de resultados
4.1.1. Extraccion del aceite de la corteza de la naranja por arrastre de vapor.

En esta etapa del procedimiento se emplearon 3,5 g de NaHCOs3, 200 g de cascara
de naranja, 180 mL de alcohol, 60 g de H>O. Durante el proceso, se observé que la
temperatura fue de 23°C, 45°C, 60°C y 70°C en un tiempo de condensacion de 65
min, para la cascara de naranja valenciana, mientras que en la céscara de naranja
agria la temperatura fue de 10°C, 30°C, 60°C y 70°C en un tiempo de condensacion

de 65 min.

En cuanto al rendimiento de aceite esencial, la cascara de naranja agria produjo 5
mL de igual manera, la cascara de naranja valenciana gener6é 5 mL. El rendimiento

porcentual (P) fue de 1,25% para las dos variedades de naranja estudiadas.

Se calcul6 utilizando la férmula:

P = (Ml) x 100
= (32

5
Pnaranja agria = (m) X 100 = 1,25%

5
Pnaranja valenciana = (m) x 100 = 1;25%

Los resultados del proceso de destilacion se presentan en la Figura 10, indicando la
obtencion de dos productos principales: el hidrolato y el aceite esencial, ambos
extraidos a partir de la cascara de naranja agria y valenciana. Estos productos se
separaron mediante el proceso de decantacion, aprovechando la diferencia de

densidades entre las fases acuosa (hidrolato) y oleosa (aceite esencial)..
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Figura 10

Obtencion del aceite esencial a partir de la cascara de naranja

Nota. Se observa la separacion de aceite esencial

Esto indica que tanto la cascara de naranja agria y valenciana obtuvieron el mismo
rendimiento de aceite esencial; segun el estudio de Mayo & Dias (2023), al extraer
aceite esencial de la cascara de naranja valenciana ( Citrus sinensis) mediante pulsos
de vapor a una temperatura de 97 °C y 207 pulsos, se obtuvo un rendimiento del
3,04%. Por otro lado, Diaz (2020), reportd un rendimiento del 0,249% al extraer
aceite esencial de subproductos del jugo de naranja (Citrus sinensis L.) mediante
arrastre por vapor, utilizando un tiempo de extraccion de 68 minutos y una relacion

masa: solvente de 1:5.

Estos resultados destacan cémo las condiciones del proceso y el método de
extraccion influyen significativamente en el rendimiento de aceite esencial

obtenido.
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4.1.2. Capacidad antioxidante del aceite esencial de naranja por el método
ABTS Y FRAP

A continuacion, se presenta los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante
de los aceites esenciales extraidos de las variedades de naranja valenciana (Citrus
sinensis) y agria (Citrus aurantium), analizados mediante los métodos FRAP y

ABTS.

Tabla 13

Tratamientos de la capacidad antioxidante de la naranja valenciana y agria

Tratamiento Variedad de Efecto Capacidad
Naranja Antioxidante antioxidante

Tl Naranja Valenciana ~ FRAP 200,31

T2 Naranja Valenciana ~ ABTS 431,58

T3 Naranja Agria FRAP 69,27

T4 Naranja Agria ABTS 158,514

Tl Naranja Valenciana  FRAP 187,21

T2 Naranja Valenciana ~ ABTS 438,08

T3 Naranja Agria FRAP 69,27

T4 Naranja Agria ABTS 152,012

Tl Naranja Valenciana  FRAP 174,1

T2 Naranja Valenciana ~ ABTS 444,582

T3 Naranja Agria FRAP 75,82

T4 Naranja Agria ABTS 158,514

La Tabla 13 presenta las combinaciones evaluadas entre las variedades de naranja
(valenciana y agria) y su respectivo efecto antioxidante, expresado en pmol
ET/muestra; en este analisis se utilizo un factor de diluciéon de 1 para garantizar la
precision de las mediciones. Los resultados reflejan las diferencias en la capacidad
antioxidante de las muestras obtenidas de ambas variedades de naranja, evaluadas

mediante los métodos ABTS y FRAP.
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Analisis de Varianza para Capacidad antioxidante

Tabla 14

ANOVA AxB para capacidad antioxidante

Suma de Cuadrado

Fuent 1 Razon-F  Valor-P
uente Cuadrados G Medio azon ator
Efectos principales

A:Variedad de Naranja 118497, 1 118497, 1955,42  0,0000%**

B:Efecto antioxidante 84554.,8 1 84554.,8 139531 0,0000**
Interacciones

AB 20662,2 1 20662,2 340,96 0,0000%**
Residuos 484,794 8 60,5992
Total (corregido) 224199, 11

Nota. **: Diferencia estadistica altamente significativa; Todas las razones-F se calculan a partir del
cuadrado medio del error residual.

La Tabla 14 muestra tres valores de p menores a 0.05, lo que indica que los factores
evaluados tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la capacidad
antioxidante, con un nivel de confianza del 95%. Este hallazgo evidencia que ambas
variedades de naranja presentan propiedades antioxidantes medibles y

diferenciables mediante los métodos de analisis utilizados.

Pruebas de Multiple Rangos para Capacidad antioxidante por Variedad de

Naranja

Tabla 15

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD (Capacidad antioxidante por Variedad de Naranja)

Variedad de Naranja Casos Media LS Sigma LS  Grupos Homogéneos
Naranja Agria 6 113,9 3,17803 X
Naranja Valenciana 6 312,644  3,17803 X

La Tabla 15, se muestran las diferencias significativas entre las medias de las
capacidades antioxidantes de las variedades de naranja, determinadas mediante el
método de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Se destaca que la

comparacion entre las dos variedades presenta una diferencia significativa de -
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198.744, lo cual resalta una mayor capacidad antioxidante en la variedad valenciana

en comparacion con la variedad agria.

Figura 11

Grdfica de interacciones y medias para variedad de naranja

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD

Efecto Antioxidante
—— ABTS
—— FRAP
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Variedad de Naranja

La Figura 11 ilustra que la capacidad antioxidante de la naranja valenciana (Citrus
sinensis) es mayor en ambas metodologias evaluadas, este resultado es consistente
tanto para el método ABTS, donde se registré el mayor efecto antioxidante, como

para el método FRAP.

Pruebas de Multiple Rangos para Capacidad antioxidante por Efecto

Antioxidante

Tabla 16

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD (Capacidad antioxidante por Efecto Antioxidante)

Efecto Antioxidante Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
FRAP 6 129,33 3,17803 X
ABTS 6 297,214 3,17803 X

La Tabla 16, se muestran las diferencias significativas entre las medias de las
capacidades antioxidantes por el efecto antioxidante, determinadas mediante el

método de LSD de Fisher. Los resultados evidencian una diferencia significativa de
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167.884 unidades entre los valores obtenidos con los métodos ABTS y FRAP. Este
resultado pone de manifiesto la superioridad del método ABTS para detectar la

capacidad antioxidante en las muestras analizadas.

La diferencia observada puede atribuirse a la mayor sensibilidad del método ABTS,
que evalua tanto antioxidantes hidrofilicos como lipofilicos, ampliando asi el rango
de compuestos detectados en comparacion con FRAP, el cual se centra inicamente
en la transferencia de electrones. Este aspecto es especialmente relevante en
muestras como los aceites esenciales, donde predominan compuestos lipofilicos

con alta actividad antioxidante (Enriquez, 2021).

Figura 12

Grdfica de interacciones y medias para efecto antioxidante

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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La Figura 12 muestra los resultados obtenidos para la capacidad antioxidante de las
diferentes variedades de naranja evaluadas mediante el método ABTS. Este
método, conocido por su capacidad para medir antioxidantes tanto hidrofilicos
como lipofilicos, demuestra ser mas sensible para evaluar la capacidad antioxidante
en comparacion con otros métodos como el FRAP. En particular, se observa que la
variedad valenciana presenta una capacidad antioxidante superior en relacion con

la variedad de naranja agria.
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Tabla 17

Capacidad antioxidante de la naranja valenciana y agria evaluada por el método

FRAP y ABTS
T Met
Codigo d‘e Muestra Analisis ¢ (3d-0. de Unidad Resultado
laboratorio analisis
Aceite esencial
de naranja
INV 276 . . 438,08
valenciana ABTS (Acido2,2’- mol
(Citrus sinensis) ~ Actividad ~ azino-bis-(3- H
. . .. . . . ET/
Aceite esencial antioxidante etilbenzotiazolina)-
de naranja agria 6-sulfonico) muestra
INV 277 naran) 156,35
(Citrus
aurantium)
Aceite esencial
INV 276 dzlencian;arama 187,21
v
. . . . FRAP (poder umol
(Citrus sinensis)  Actividad ..
. . L antioxidante ET/
Aceite esencial antioxidante .
reductor férrico) muestra

de naranja agria
(Citrus
aurantium)

INV 277 71,45

La Tabla 17 presenta los resultados del analisis de la actividad antioxidante de
aceites esenciales de dos variedades de naranja: valenciana (Citrus sinensis) y agria
(Citrus aurantium), utilizando los métodos ABTS y FRAP. Los resultados estan

expresados en umol equivalentes de Trolox por litro de muestra (umol ET/L).

Por el método ABTS, el aceite de naranja valenciana presenta una capacidad
antioxidante significativamente mayor (casi 2,8 veces superior) en comparacion
con el aceite de naranja agria. Por el método FRAP, de manera similar, la capacidad
antioxidante medida también es mayor en el aceite de naranja valenciana, siendo
aproximadamente 2.6 veces superior a la de la naranja agria. Sin embargo, los
valores absolutos obtenidos por FRAP son menores que los obtenidos por ABTS,
lo cual es consistente con la menor sensibilidad de este método para detectar

antioxidantes no reductores.
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De acuerdo con la investigacion de Gonzales & Pérez (2023), la naranja agria
presentd una capacidad antioxidante de 179,21 puMTroloxeq./mL de muestra
evaluada mediante el método ABTS. Ademas, Higueras (2024), realiz6 un estudio
sobre la extraccion so6lido-liquido de la naranja valenciana, considerando factores
como la temperatura, la relacion solido/liquido, la viscosidad, y el tiempo de
extraccion, la muestra fue secada al vacio y triturado. A partir de esto se obtuvieron
resultados de 44,8 = 1,9 pg/mL y 30,6 = 1,2 ug/mL para el radical DPPH, y 2,90
mg GAE/gy 3,61 mg GAE/g para los fenoles totales. Los resultados indican que el
extractante cloruro de colina y etilenglicol en proporcién 1:4 mostré la mayor

capacidad antioxidante.
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4.1.3. Efecto antimicrobiano del aceite en cepas de E. coli, Shigella,

Staphylococcus aureus y Bacillus mediante difusion disco placa.

A continuacion, se presenta los resultados obtenidos para el efecto antimicrobiano
de los aceites esenciales extraidos de las variedades de naranja valenciana ( Citrus

sinensis) y agria (Citrus aurantium), analizados mediante difusion disco-placa.

Tabla 18

Tratamientos del efecto antimicrobiano de la naranja valenciana y agria

Tratamiento Variedad de Efecto Tamafio del
Naranja antimicrobiano halo

T1 Naranja Agria E. Coli 20
T2 Naranja Agria Shigella 16
T3 Naranja Agria Staphylococcus a 30
T4 Naranja Agria Bacillus cereus 30
T5 Naranja Valenciana  E. Coli 0
T6 Naranja Valenciana  Shigella 0
T7 Naranja Valenciana  Staphylococcus a 0

T8 Naranja Valenciana  Bacillus cereus 0

T1 Naranja Agria E. Coli 19
T2 Naranja Agria Shigella 16
T3 Naranja Agria Staphylococcus a 29
T4 Naranja Agria Bacillus cereus 29
T5 Naranja Valenciana  E. Coli 0
T6 Naranja Valenciana  Shigella 0

T7 Naranja Valenciana  Staphylococcus a 0

T8 Naranja Valenciana  Bacillus cereus 0

La Tabla 18 presenta las combinaciones evaluadas entre las variedades de naranja
(valenciana y agria) y su efecto antimicrobiano medido mediante el tamafnio del
halo, expresado en mm. Los resultados reflejan que la variedad de naranja agria
(Citrus aurantium) tiene un efecto antimicrobiano en contraste con la valenciana
(Citrus sinensis) que tiene nula concentracion de compuestos con capacidad

antimicrobiana.
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Analisis de Varianza para Efecto antimicrobiano

Tabla 19

ANOVA AxB para efecto antimicrobiano

Suma de Cuadrado
Fuent 1 Razon-F  Valor-P
uente Cuadrados G Medio azon alor

Efectos principales
A:Variedad de Naranja 2232,56 1 2232,56 11907,00 0,0000%**

B:Efecto 144,188 3 48,0625 256,33 0,0000%*

antimicrobiano

Interacciones

AB 144,188 3 48,0625 256,33 0,0000%**
Residuos 1,5 8 0,1875

Total (corregido) 252244 15

Nota. **: Diferencia estadistica altamente significativa; Todas las razones-F se calculan a partir del
cuadrado medio del error residual.

La Tabla 19 muestra tres valores de p menores a 0.05, lo que indica que los factores
evaluados tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el efecto
antimicrobiano, con un nivel de confianza del 95%. Este hallazgo evidencia que la

el aceite de la variedad de naranja presenta inhibicion frente a diferentes bacterias.
Pruebas de Miltiple Rangos para Tamaiio del halo por Variedad de Naranja

Tabla 20

Método: 95,0 porcentaje LSD (Tamario del halo por Variedad de Naranja)

Variedad de Naranja Casos Media LS Sigma LS  Grupos Homogéneos
Naranja Valenciana 8 0 0,153093 X
Naranja Agria 8 23,625 0,153093 X

La Tabla 20, se muestran las diferencias significativas entre las medias del tamafio
del halo de los aceites esenciales de las variedades de naranja, determinadas
mediante el método de LSD. Se destaca que la comparacion entre las dos variedades
presenta una diferencia significativa de 23,625, lo cual resalta un mayor efecto

antimicrobiano en la variedad agria en comparacion con la variedad valenciana.
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Figura 13

Grdfica de interacciones y medias para variedad de naranja por tamaiio del halo

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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La Figura 13 ilustra el efecto antimicrobiano de la naranja agria (Citrus aurantium),

donde se observa que existe un mayor tamafo del halo de inhibicion con la bacteria

Staphylococus y Bacillus cereu.

Pruebas de Multiple Rangos para Tamafio del halo por Efecto Antimicrobiano

Tabla 21

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD (Tamario del halo por Efecto Antimicrobiano)

Efecto Antimicrobiano Casos Media LS Sigma LS  Grupos Homogéneos
Shigella 4 8,0 0,216506 X

E. Coli 4 9,75 0,216506 X
Staphylococcus 4 14,75 0,216506 X
Bacillus 4 14,75 0,216506 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Bacillus cereu - E. Coli * 5,0 0,706068
Bacillus cereu - Shigella * 6,75 0,706068
Bacillus cereu - Staphylococcus 0 0,706068

E. Coli - Shigella * 1,75 0,706068
E. Coli - Staphylococcus * -5,0 0,706068
Shigella - Staphylococcus * -6,75 0,706068

Nota. * indica una diferencia significativa.

48



La Tabla 21 muestra las diferencias significativas entre las medias del efecto
antimicrobiano en diferentes tipos de bacterias; los resultados evidencian una
diferencia significativa especialmente para E. Coli, Staphylococcus y Bacillus,

siendo Shigella la de menor media.

Figura 14

Grdfica de interacciones y medias para efecto antimicrobiano

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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La Figura 14 presenta los resultados del efecto antimicrobiano de los aceites
esenciales extraidos de diferentes variedades de naranja frente a diversos tipos de
microorganismos. Los datos evidencian que Bacillus y Staphylococcus mostraron
los mayores halos de inhibicion al ser tratados con el aceite esencial de naranja
agria, este efecto fue seguido por E. coli, que presentd una inhibicion moderada, y
finalmente por Shigella spp., que mostr6 el menor halo de inhibicion en

comparacion con las otras bacterias evaluadas.
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Tabla 22
Actividad antimicrobiana del aceite esencial de la naranja valenciana (Citrus sinensis)

vy naranja agria (Citrus aurantium)

Bacterias Medio de Muestra Antibiograma Muestra Antibiograma
cultivo 1 2
Bacillus spp. Chromogenic Naranja  Presenta Naranja  No presenta
bacillus agria actividad valencian actividad
Antibacteriana  a
halo de
inhibicion
(30mm)
Escherichia. MacConkey  Naranja  Presenta Naranja ~ No presenta
Coli agria actividad valencian actividad
Antibacteriana a
halo de
inhibicion
(20mm)
Staphylococcus  Manitol Naranja  Presenta Naranja  No presenta
aureus salado agria actividad valencian actividad
Antibacteriana  a
halo de
inhibicion
(30mm)
Shigella spp Salmonella Naranja  Presenta Naranja ~ No presenta
Shigella Agar agria actividad valencian actividad
Antibacteriana a
halo de
inhibicion
(16mm)

La Tabla 22 presenta un resumen detallado de la actividad antimicrobiana de aceites
esenciales extraidos de naranja agria (Citrus aurantium) y naranja valenciana
(Citrus sinensis) frente a cuatro tipos de bacterias: Bacillus spp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, y Shigella spp.. Las muestras fueron analizadas en medios
de cultivo especificos para cada bacteria, utilizando el método de antibiograma,
donde se mide el halo de inhibicion como indicador de la efectividad

antimicrobiana.
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Donde, el aceite esencial de naranja agria presenta actividad significativa contra
todas las bacterias evaluadas, con halos de inhibicién que varian entre 16 mm
(Shigella spp.) y 30 mm (Bacillus spp. y Staphylococcus aureus), por lo cual, el
aceite contiene compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas. En el
aceite de naranja valenciana no se detect6 actividad antimicrobiana en ninguna de
las bacterias analizadas, por tanto, indica que el aceite esencial de esta variedad
tiene una baja o nula concentracion de compuestos con capacidad antimicrobiana,

al menos bajo las condiciones experimentales de este estudio.

Figura 15
Siembra de la bacteria Shigella spp. con discos impregnados de aceites esenciales

de diferentes variedades de naranja

Nota. Se evidencia que el halo de inhibicion generado por el aceite esencial de la naranja agria es
significativamente mayor en comparacion con el producido por el aceite esencial de la naranja
valenciana.

Se destaca que el aceite esencial de la naranja agria presenta halos de inhibicion
mas grandes en bacterias que son gram positivo, como es el caso de Bacillus cereus
y Staphylococcus aureus, en contraste, con las bacterias gran negativa, en las cuales

si presenta inhibicion pero en menor medida.

Los factores que pudieron haber influido en esta investigacion estan relacionados
con las caracteristicas individuales de cada tipo de naranja; segun Almache &
Villacres (2021), el pH de Citrus sinensis y Citrus aurantium fue de 3,89 y 3,67,

respectivamente, lo que indica que la naranja agria es mas acida, asimismo, los

51



solidos solubles totales (°Brix) fueron de 9,40 y 8,30, lo que indica que la naranja
agria es menos dulce, ademas, el indice de madurez fue de 6,43 en C. sinensis y

5,35 en C. aurantium, lo cual influye en los parametros mencionados anteriormente.

De igual manera, Jiménez et al. (2022), mencionan que el efecto antibacteriano del
aceite esencial varia segun la etapa de maduracion de la fruta, en este sentido, los
altos contenidos de polifenoles (Flavonoides, flavonas, isoflavonas) serian los
principales responsables de su actividad antibacteriana, de igual manera, segin
Dongre et al. (2023), esta actividad antibacteriana se debe principalmente a la

presencia del limoneno, linalol y eugenol.

De acuerdo con la investigacion de Rojas (2022), la variedad Citrus aurantium
presenta un notable grado de inhibicidn frente a diversos organismos, en particular,
se destaca que a una concentracion de 0,8 pL/mL, muestra una alta efectividad
inhibiendo el crecimiento de Staphylococcus aureus y moderada para el resto de

microorganismos.

Tabla 23
Halos de inhibicion obtenidos para distintos microorganismos utilizando aceite

esencial de naranja.

Nombre . Concentracion Resultado: Didmetro
. - Organismo . C ol s
comun Yy Actividad inhibido de aceite de zona de inhibicion
cientifico esencial (mm)
Escherichia coli 0,8 uL /mL 15
Staphyl,
apriyrococcus 0,8 uL /mL 16
aureus
Klebsiell
eosteria 0.8uL/mL 14
pneumoniae
. Bacillus cereus 0,8 uL / mL 15
Naranja .
(Cit Antibacteriana Micrococcus luteus 0,8 uLL / mL 14
itrus
) Proteus vulgaris 0,8 uL / mL 15
aurantivm) Mycobacterium
yeooact 0,8 uL / mL 14
smegmatis
Listeria
0,8 uL / mL 15
monocytogenes
Pseudomonas
) 0,8 uL / mL 11
aeruginosa

Fuente: (Rojas, 2022)
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La investigacion de Abud et al. (2021), evalud la accidon bactericida de aceites
esenciales diluidos a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a E. coli y
Staphylococcus aureus utilizando el método de disco - placa. Los resultados
mostraron que, a una concentracion del 100%, los aceites esenciales tuvieron mayor
efectividad, con halos inhibitorios promedio de 15 mm, 13 mm y 20 mm para E.
coliy 16 mm, 14 mm y 20 mm para S. aureus. A una concentracion del 75%, se
observaron halos de menor tamafio (12 mm, 10 mm y 13 mm para E. coli; 14 mm,
13 mm y 15 mm para S. aureus). Por el contrario, las concentraciones del 50% y

25% no mostraron actividad bactericida frente a ninguna de las cepas analizadas.

Por tanto, se destaca que la eficacia de los aceites esenciales depende directamente
de su concentracion, siendo necesaria una mayor concentracion para lograr una

accion bactericida significativa.
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4.1.4. Concentracion minima inhibitoria del mejor tratamiento mediante E-

test

A continuacidn, se presenta, la tabla con los resultados de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) evaluada por el método E-test en cuatro bacterias (Bacillus spp.,
Escherichia coli, Shigella spp., Staphylococcus aureus). Las bacterias fueron
tratadas con dos antibidticos diferentes, Ceftriaxona y Amoxicilina, a diversas
concentraciones, y se midi6 el halo de inhibicion en milimetros (mm) como

indicador de efectividad antimicrobiana.

Tabla 24

Concentracion minima inhibitoria del mejor tratamiento mediante E- test

Bacterias Muestra Halo de  Antibidtico Muestra Halo de Antibiotico
1 inhibicion 2 inhibicion
Sug 20 mm 15 ug 20 mm
Bacillus spp 10 ug 25 mm Ceftriaxona 10 ug 30 mm Amoxicilina
15 ug 20 mm Sug 20 mm
Muestra Halo de  Antibidtico Muestra  Halo de Antibiotico
1 inhibicion 2 inhibicion
Lo Sug 20 mm 15 ug 30 mm
E
sc.herzchza 10 ug 30 mm Ceftriaxona 10 ug 35 mm Amoxicilina
coli.
15 ug 25 mm Sug 25 mm
Muestra Halo de  Antibidtico Muestra  Halo de Antibiotico
1 inhibicion 2 inhibicion
Sug 20 mm 15 ug 30 mm
Shigella spp. 10 ug 30 mm Ceftriaxona 10 ug 35 mm Amoxicilina
15 ug 25 mm Sug 25 mm
Muest Halo d Muest Halo d
uestra - HA0CE  Antibistico oo DAOMC A ntibistico
1 inhibicién 2 inhibicion
Sug 25 mm 15 ug 30 mm
Staphyl. . -
ApIYIococclls ug 35 mm Ceftriaxona 10 ug 35 mm Amoxicilina
aureus
15 ug 25 mm Sug 25 mm

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) mediante el método E-test muestran que Amoxicilina presenta una mayor
efectividad antimicrobiana en comparaciéon con Ceftriaxona para las bacterias
Bacillus spp., Escherichia coli, y Shigella spp., mientras que ambas presentaron una
efectividad comparable frente a Staphylococcus aureus. La mayor susceptibilidad

fue registrada en Staphylococcus aureus y Shigella spp., donde se alcanzaron halos
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de hasta 35 mm, mientras que Bacillus spp. mostré una menor susceptibilidad, con
un halo méximo de 30 mm; por tanto, la amoxicilina es una opcidon mas efectiva

para el tratamiento de estas bacterias.

Figura 16

Barras agrupadas de Halo de inhibicion por Bacteria por Concentracion

Concentracién
s
m0
W15

Halo de inhibicion

Bacillus spp Escherichia coli Shigella spp Staphylococcus
aureus

Bacteria

Filtrado por la variable Antibidtico

Se observd que la concentracion de antibiotico de 10 pg generd un halo de
inhibicién mas grande en las cuatro cepas bacterianas en comparacién con la
concentracion de 15 pg, que mostrd halos de menor tamafo. La bacteria que
presentd la menor resistencia al antibiotico fue Staphylococcus aureus, en contraste
con Bacillus spp exhibio los halos mas pequefios. Se destaca que la ceftriaxona es
mas eficaz contra bacterias gramnegativas, mientras que la amoxicilina es mas

eficaz contra bacterias grampositivas (Guz et al., 2023)
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Figura 17

Siembra en placa método E-test

Nota. Se observa la siembra de los microorganismos de interés y su respuesta frente a los diferentes
antibioticos evaluados

En el estudio de la eficacia de antibidticos frente a diversas bacterias realizado por
Fuentala (2024), se observo que E. coli mostro resistencia a amoxicilina, con halos
inhibitorios pequefos en las muestras; en cambio, ceftriaxona destaco por su alta
eficacia, mostrando una sensibilidad del 100% contra esta bacteria. Para
Staphylococcus spp., la amoxicilina presentd una sensibilidad del 50%, mientras
que en el caso de Bacillus, también mostrd una resistencia total, sin actividad
antimicrobiana detectable. Por tanto, Amoxicilina presenté menor eficacia en todos
los casos, destacandose su resistencia frente a Bacillus, asi como una menor
sensibilidad frente a Staphylococcus spp., por otro lado, ceftriaxona resulté ser uno

de los antibidticos mas efectivos, frente a E. coli y Staphylococcus spp..
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4.2. COMPROBACION DE LAS HIPOTESIS

Para evaluar las hipotesis planteadas, se realizaron analisis estadisticos sobre la
actividad antioxidante y antimicrobiana de los aceites esenciales obtenidos de la
corteza de naranja variedad valenciana (Citrus sinensis) y naranja agria (Citrus

aurantium).
Actividad antioxidante:

Se verifico la influencia de la variedad de naranja y del efecto antioxidante sobre la
capacidad antioxidante, utilizando el analisis de varianza (ANOV A); los resultados
mostraron que tanto la variedad de naranja (F' = 1955,42; p = 0,0000) como el efecto
antioxidante (F = 1395,31; p = 0,0000) tuvieron un impacto significativo en la
capacidad antioxidante. Ademas, la interaccion entre ambos factores también fue
significativa (F' = 340,96; p = 0,0000). A través de las pruebas de Multiple Rangos,
se observé que la variedad de naranja valenciana presentd una capacidad
antioxidante significativamente superior a la de la naranja agria, con medias de
312,64 y 113,9, respectivamente (Tabla 15). Asimismo, el efecto antioxidante
ABTS mostr6 una mayor capacidad en comparacion con el FRAP, con medias de

297,21y 129,33 (Tabla 16).
Actividad antimicrobiana:

En el andlisis de la actividad antimicrobiana, se encontrd que tanto la variedad de
naranja como el efecto antimicrobiano influyeron significativamente en el tamafo
del halo de inhibicion (£ = 11907,00; p = 0,0000 para la variedad de naranjay F' =
256,33; p = 0,0000 para el efecto antimicrobiano). En cuanto a la interaccion, se
evidenci6 también una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,0000). Segin
las pruebas de Multiple Rangos, la naranja agria mostré una mayor actividad
antimicrobiana en comparacion con la naranja valenciana (Tabla 20). En relacioén
con los efectos antimicrobianos, las bacterias Shigella, E. coli, Staphylococcus y
Bacillus fueron afectadas significativamente por el aceite esencial, con diferencias

entre los tamafios de halo de inhibicion (Tabla 21).
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Por consiguiente, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa,
confirmando que el aceite esencial obtenido de la corteza de naranja variedad
valenciana y naranja agria influye de manera significativa en la actividad

antioxidante y antimicrobiana.
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CAPITULO V

5.1.CONCLUSIONES

e Se logro extraer aceite esencial a partir de cascaras de naranja agria y valenciana
mediante arrastre de vapor, obteniendo un rendimiento del 1,25% en ambos
casos. El proceso mostr6 diferencias en las temperaturas iniciales de
condensacion: 10°C y 23°C para las céscaras de naranja agria y valenciana,
respectivamente, lo que indica una mayor volatilidad de los compuestos en la
cascara de naranja agria; Este rendimiento muestra que ambos tipos de céscara
son adecuados para la extraccion de aceite esencial bajo estas condiciones
experimentales.

e Elmétodo ABTS detectd una capacidad antioxidante significativamente mayor
en el aceite de naranja valenciana (438,08 pmol ET/L) que en el aceite de
naranja agria (156,35 pmol ET/L). Por su parte, el método FRAP mostr6 valores
inferiores, pero también evidencid la superioridad antioxidante del aceite de
naranja valenciana (187,21 pumol ET/L frente a 71,45 pmol ET/L). Esto
confirma que los compuestos bioactivos antioxidantes estan presentes en mayor
proporcion en la naranja valenciana y que el método ABTS es mds sensible para
la deteccion de antioxidantes.

e El aceite esencial de naranja agria presentd una actividad antimicrobiana
significativa contra las cuatro bacterias evaluadas, con halos de inhibicion que
oscilaron entre 16 mm (Shigella spp.) y 30 mm (Bacillus spp. y Staphylococcus
aureus). En contraste, el aceite de naranja valenciana no mostr6 actividad
antimicrobiana bajo las condiciones del estudio, lo que indica diferencias en la
concentracion y tipo de compuestos bioactivos entre las variedades, por tanto,
se resalta el potencial del aceite de naranja agria como un agente antimicrobiano
natural.

e La amoxicilina mostr6 una mayor efectividad antimicrobiana frente a Bacillus
spp., Escherichia coli, y Shigella spp., con halos de inhibiciéon méximos de 35
mm en concentraciones de 10 pg. Ambas opciones de antibidtico presentaron

una efectividad comparable frente a Staphylococcus aureus, por tanto, la
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amoxicilina es una alternativa eficiente para el tratamiento de infecciones

bacterianas especificas.

5.2. RECOMENDACIONES

Optimizar las condiciones del proceso, como el tiempo de extraccion, la
relacion materia prima/solvente, y la temperatura de condensacion, para
maximizar el rendimiento del aceite esencial.

Realizar andlisis cromatograficos (HPLC o GC-MS) para identificar y
cuantificar los compuestos responsables de la actividad antioxidante y
antimicrobiana, con el fin de relacionar directamente los compuestos bioactivos
con los resultados obtenidos.

Se recomienda llevar a cabo estudios adicionales con un rango mas amplio de
concentraciones del aceite esencial de Citrus sinensis con el objetivo de
determinar si su actividad antimicrobiana es dependiente de la concentracion.
Esto se debe a que, en las concentraciones previamente evaluadas, no se observo
un efecto antimicrobiano significativo.

Considerar medir los halos de inhibicién en diferentes tiempos (12, 24, 48

horas) para evaluar como varia la efectividad de los antibioticos con el tiempo.
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ANEXOS

Anexo 1

Mapa de ubicacion de la investigacion
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“Google Maps”
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Anexo 2

Cronograma de actividades

ANO 2024 — MES

FASE LABORATORIO - CAMPO

Mes 6 | Mes 7 Mes 8 Mes 9
Actividad | Detalle 1/2/3{4|1/2(3/4|1/2(3(4|1|2|3

e Extraer el

aceite de la
Objetivo corteza de la
1 naranja por

destilacion

simple.

e Estudiar la

Objetivo capacidad

) antioxidante
del aceite
obtenido.

e Determinar el
efecto
microbiano del
aceite en cuatro

Objetivo cepas de

3 bacterias  (E.
coli, Shigella,
Staphylococcus
aureus y
Bacillus).

e Evaluar la

concentracion
Objetivo minima
4 inhibitoria del
mejor
tratamiento.




Anexo 3

Presupuesto de anteproyecto

ANO 2024 - MES
PRESUPUESTO DEL PROYECTO
Mes 6 Mes 7 Mes 8 Mes 9 Mes 10
Actividad | Detalle Monto [1(2]3 1123 112)13]|4(1]2]3 11213
Extraer el aceite
de la corteza de
Objetivo
la naranja por|$100
! destilacion
simple.
Estudiar la
Objetivo | capacidad
2 antioxidante del 520
aceite obtenido.
Determinar el
efecto
microbiano del
aceite en cuatro
Objetivo | cepas de
3 bacterias (E. 5450
coli, Shigella,
Staphylococcus
aureus y
Bacillus).
Evaluar la
concentracion
Objetivo | minima
4 inhibitoria  del 5350
mejor
tratamiento.
Total, de Inversion $1150




Anexo 4

Recoleccion de las materias Primas

Recoleccion de las Materias Primas

Peso de la
Fecha de . . Cantid
Ne° ., Hora Codigo materia
Recoleccion . ad
Prima
Naranja variedad
valenciana (citrus
sinensis)

Naranja agria (citrus
aurantium)




Anexo 5

Informes de resultados

‘ Codigo

Version

Ano

Pagina | Pagina1de1

Cadigo asignado UEB
| Estado de la muestra
| Envase de recepcion

Analisis requerido(s)

Fecha de recepcion

Fecha de analisis

| Fecha de informe
Técnico (s) asignado

INV 276, INV 277
Liquida

Actividad antioxidante

07 de octubre de 2024
07-08 de octubre de 2024
09 de octubre de 2024
MFQM

de naranja agria (Citrus aurantium).

Frasco de vidrio con aprox 10 ml de contenido

INFORME DE ENSAYOS N° 242

LABORATORIOS DE
P DIRECCION DE INVESTIGACION Y VINCULACION
UEB |NVEST|GAC]ON Laguacota Il Knl‘lu‘f\‘\r‘:;‘lcﬂ!’\:;“l"!nmm: Santon Guaranda
UnNERS . 1Y VINCULACION INFORME DE RESULTADOS
— “DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Solicitante Sthefany Gaibor, Stalyn Flores
Muestras Aceite esencial de naranja va

\enciana (Citrus sinensis) y Aceite esencial

de muestra

RESULTADOS OBTENIDOS

| S W B e -
Cadigo de [ ] |
| 1aboratorio | M,”es““__ | 2 "a"js L
Aceite esencial de ‘
INV 276 naranja valenciana
fc’tf”‘_s s'"‘j"’lsfs) Actividad
Aceite esencial de | 2ntioxidante
INV 277 1 naranja agria (Citrus
| aurantium)
_t— e .
‘ | Aceite esenmaL de |
| INV276 | naranja valenciana | \
L | (Citrus ;Tnsrs_)_ | Actividad .‘
Aceite  esencial de | antioxidante |
INV 277 | naranja agria (Citrus
aurantium) \

Los resuiiados de los analis's corresponden a 3 determinaciones por muesira

- e
Método de Umdad " Resultado |
analisis ik | i
‘ | ]
ABTS (Acido | | 43808 lL
B 'a(zé’fo'b's’ umolET/L|
etilbenzotiazotin | Muestra N \I
2)-6- sulfonico) | | 15635 |

|
| T o
—— | | 18721 |

AP (poder |

antioxidante | »MO ET/1 \; N
| reductor ferrico) | muesira.

\ | 7145 :'\
N B B

via Ba.yas PhD

DirectofF DIVIUEB

Nota. Informe de resultados para actividad antioxidante



VICERRECTORADO DE
INVESTIGACION
¥ VINCULACION

UNVERSIDAD.
| Simouvan

LABORATORIOS DE —
INVESTIGACION Y VINCULACION Codigo | BBM202401
Laguacoto Il Km 1 1/2, via a San Simén, Cantén Guaranda, Y

Provincia Balivar, Ecuadar. Version 1
INFORME DE RESULTADOS Afla 2024
DE TESIS Pagina 1de2

INFORMEDE ENSAYOS N.2 0249-2024

Descripcion de la muestra

Solicitantes

Muestras Bacterias de
Cadigo asignado UEB INV 249
Estado de la muestra Solida

Envase derecepcion
Andlisis requerido(s)

Fechade recepcion
Fecha de analisis
Fecha de informe

interés

Sthefany Simonne Gaibor - Brayan Stalyn Flores

Tubos eppendorf con muestras bacterianas
Analisis de resultados de la actividad antimicrobiana de la tesis denominada: Determinacién de la
actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial obtenido de la corteza de naranja variedad
valenciana (Citrus sinensis) y naranja agria (Citrus aurantium)

1de noviembre 2024

27 de noviembre de 2024

2 de diciembre del 2024

Técnico asignado SXSJ
Bacterias Medio de cultivo | Muestra 1 Antibiograma muestra 2 Antibiograma
Presenta actividad
Antibacteriana
halo de inhibicion No presenta
Bacillus spp. Chromogenic bacillus | Naranja agria (30mm) Naranja valenciana actividad
Presenta actividad No presenta
Naranja agria Antibacteriana Naranja valenciana actividad
halo de inhibicion
Escherichia. Coli MacConkey (20mm)
Presenta actividad No presenta
Naranja agria Antibacteriana Naranja valenciana actividad
halo de inhibicién
Staphylecoccus aureus Manitol salado (30mm)
Presenta actividad No presenta
Naranja agria Antibacteriana Naranja valenciana actividad
Salmonella Shigella halo de inhibicién
Shigella spp Agar (16mm)
Nota.

Se realizo los antibiogramas con discos en blanco por cada bacteria de interés.

atachelmcmante g

1S
OREJON

1 mutn sbactcimacunenta g

TDRO" FAVIAN HAYAS

Elaborado

go Santos Jara

Revisado
Dr. Favian Bayas

Nota. Informe de resultados para capacidad antimicrobiana




LABORATORIOS DE o
INVESTIGACION Y VINCULACION Codwo. | Bauzozem
j VICERRECTORADO DE Laguacoto 1| Km 1 12, via a San Simén, Cantén Guaranda, o
ERSDAD i 5 Versién 1
| BoUVAR INVESTIGACION Provincia Bolivar, Ecuador.
Y VINCULACION Afio 2024
INFORME DE RESULTADOS
DE TESIS Pagina 1de2
INFORMEDE ENSAYOS N.2 0274-2024
Descripcién de la muestra
 Solicitantes Stefany Gaibor y Stalin Flores
Muestras Bacterias de interés de estudio (Bacillus spp. Escherichia coli, Shigella spp. Staphylococcus aureus)
Codigo asignado UEB INV 274
Estadode la muestra Solida
Envase de recepcion Viales
Andlisis requerido(s) Determinacion de la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial obtenido de la
corteza de naranja variedad valenciana (Citrus sinensis) y naranja agria (Citrus aurantium)
Fecha de recepcion 9 de diciembre 2024
Fecha de andlisis 9 al 13vde diciembre 2024
Fecha deinforme 26 de diciembre del 2024
Técnico asignado SXSJ
Halo de Halo de
Bacterias N 1 inhibicié Antibidtico M a2 inhibici Antibiético
Bacillus spp. 5ug 20 mm 15ug 20 mm
10 ug 25 mm Ceftriaxona 10 ug 30 mm Amoxicilina
15 ug 20mm 5ug 20 mm
Halo de Halo de
Escherichia coli. Muestra 1 inhibicion Muestra 2 inhibicion
Sug 20 mm 15ug 30 mm
10 ug 30 mm Ceftriaxona 10 ug 35 mm Amoxicilina
15 ug 25 mm 5ug 25 mm
Halo de Halo de
Shigella spp. Muestra 1 inhibicion Muestra 2 inhibicion
5ug 20mm 15ug 30 mm
10 ug 30 mm Ceftriaxona 10ug 35 mm Amoxicilina
15 ug 25 mm 5ug 25 mm
Halo de Halo de
Staphylococcus aureus Muestra 1 inhibicion Muestra 2 inhibicion
5ug 25 mm 15ug 30 mm
10 ug 35 mm Ceftriaxona 10 ug 35 mm Amoxicilina
15ug 25 mm 5ug 25 mm

Elaborado Revisado
Ing. Santiago Santos Dr. Favian Bayas
Técnico del Laboratorio Director de | i

Nota. Informe de resultados para concentracién minima inhibitoria



Anexo 6

Fotografias de la investigacion

Obtencion del aceite esencial

Nota. Naranja valenciana (amarilla) y
Naranja agria (verde)

B | TSR
AL

Nota. Alcohol a 60% y medido 90ml
Medicion de antioxidantes
W7 BT

Nota. Preparacion del reactivo FRAP
Me¢étodo E-test

f et S
Nota. Preparacion de las concentraciones del
antibidtico



Anexo 7

Glosario de términos técnicos

Aceite esencial:

Compuesto volatil y aromatico que se encuentra en algunas plantas, generalmente
en partes como hojas, flores, frutos, corteza o raices. Se utiliza en aromaterapia,
cosmética, medicina tradicional y como complemento dietético.

Actividad antioxidante:

La capacidad de una sustancia para inhibir o reducir la oxidacion de otras moléculas
del cuerpo. Los antioxidantes son importantes para combatir el estrés oxidativo y
prevenir el dafio celular.

Actividad antimicrobiana:

La capacidad de una sustancia para inhibir o matar microorganismos como
bacterias, virus, hongos o parasitos que pueden causar enfermedades.

Citrinus:

Un nombre comun que se refiere a plantas del género Citrus, que incluyen, entre
otras, naranjas, limones, limas, pomelos y mandarinas.

Citrus aurantium:

El nombre cientifico de la naranja agria, una variedad de citricos originaria del
sudeste asiatico, ampliamente cultivada por su fruto y su uso en la medicina
tradicional.

Citrus sinensis:

Nombre cientifico de naranja dulce o naranja valenciana, un tipo de citrico muy
cultivado por su fruto jugoso y dulce.

Destilacion:

El proceso de separar los componentes volatiles de una mezcla liquida mediante
evaporacion y condensacion. En este caso hablamos de destilar plantas para extraer
aceite esencial.

Estrés oxidativo:

Un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
capacidad del sistema antioxidante del cuerpo para neutralizarlas puede provocar

dafio celular y contribuir al desarrollo de enfermedades.



Naranja valenciana:

Variedad de naranja cultivada en la region de Valencia, Espafa, conocida por su
sabor dulce y jugoso. Esta es una de las variedades mas comunes de naranjas dulces
que se utilizan para consumo en fresco y en la produccion de jugo.

Naranja agria:

Variedad de naranja conocida por su sabor amargo y utilizada en la cocina y la

medicina tradicional en diversas partes del mundo.



