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RESUMEN 

Los residuos de cáscara de naranja generan problemas ambientales y económicos 

debido a su descomposición anaeróbica que produce gases de efecto invernadero y 

la pérdida de residuos aprovechables, en consecuencia, la investigación 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 empleó un diseño experimental A×B (2×4) para evaluar el efecto 

antimicrobiano frente a E. coli, Shigella spp., S. aureus y Bacillus cereus, 

considerando el tamaño del halo como variable respuesta; para la actividad 

antioxidante, se utilizó un diseño 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 análisis antioxidantes expusieron que la naranja valenciana 

presentó una capacidad significativamente mayor que la naranja agria, con valores 

de 438,08 μmolET/L  (ABTS) y 187,21 μmolET/L  (FRAP); asimismo, el método 

ABTS resultó ser más sensible para detectar antioxidantes. La actividad 

antimicrobiana del aceite esencial de naranja agria reveló inhibición significativa 

contra todas las bacterias evaluadas, con halos de 30 mm, mientras que la variedad 

valenciana no presentó actividad. La concentración mínima inhibitoria evaluada 

mediante E-test, determinó que la amoxicilina tiene mayor efectividad 

antimicrobiana en comparación con la ceftriaxona, especialmente contra E. coli y 

Shigella spp., donde alcanzó halos de inhibición de 35 mm con concentraciones de 

10 µg; en Bacillus spp., la amoxicilina mostró un halo de 30 mm a 10 µg, mientras 

que la ceftriaxona alcanzó 25 mm a la misma concentración, finalmente, para S. 

aureus, ambos antibióticos presentaron una efectividad similar, con halos de 35 mm 

a 10 µg. 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 A×B (2×4) 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 A×B (2×2) 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 μmol ET/L (ABTS) and 187.21 μmol 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 µg. Against Bacillus spp., amoxicillin achieved 

a 30 mm halo at 10 µg, 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 µg. 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. INTRODUCCIÓN 

Los desechos de cáscara de naranja causan problemas ambientales, económicos y 

sociales, como la liberación 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 Bolívar, 

Ecuador, cuenta con aproximadamente 1300 hectáreas de naranja siendo más del 

60% de la población 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 elección de estas variedades de naranjas como tema de investigación 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 composición química única. Sin embargo, a pesar 

de su potencial, aún no se conocen bien los aspectos de sus efectos antioxidantes, 

antimicrobianos frente a cuatro cepas de bacterias y la concentración 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 patógenos 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 (Sánchez, 2024). La capacidad del aceite 

esencial de naranja de variedad valencia para inhibir el crecimiento de estas cepas 

bacterianas podría ser relevante para evitar enfermedades infecciosas, así como en 

la preservación de alimentos (Morales, 2021). 
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Debido a los múltiples 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 contaminación de las fuentes de agua y suelo 

(Grasso & Díaz-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 

anaeróbicamente y producir metano, gases de efecto invernadero con un 

calentamiento global potencial 25 veces mayor que el CO2, el uso de una corteza 

naranja para obtener aceites esenciales puede reducir significativamente esta 

emisión evitando la descomposición anaeróbica, convirtiendo los residuos en 

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

El aceite extraído de la corteza de naranja es un subproducto valioso con una 

extensa línea de aplicaciones en la industria y el comercio, contiene compuestos 

como limoneno, terpenos y antioxidantes que lo hacen útil para elaborar productos 

de limpieza, saborizantes, cosméticos y productos farmacéuticos (Gamarra, 2022). 

Franco & Acuña (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, así 

como de inhibir el crecimiento de microorganismos patógenos. Por lo expuesto, se 

decidió realizar el presente estudio para determinar la actividad antioxidante y 

antimicrobiana del aceite esencial extraído de la corteza de naranja variedad 

valenciana (Citrus sinensis) y naranja agria (Citrus aurantium). 
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1.2.2. Formulación del problema 

Según lo expuesto, se considera que la presente investigación 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: 

¿Cómo determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial 

obtenido de la corteza de naranja variedad valenciana (Citrus sinensis) y naranja 

agria (Citrus aurantium)?. 
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1.3.OBJETIVOS 

1.3.1. Objetivo general 

Determinación 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 específicos 

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

• Estudiar la capacidad antioxidante del aceite obtenido por el método ABTS Y 

FRAP. 

• Determinar el efecto antimicrobiano del aceite en cuatro cepas de bacterias (E. 

coli, Shigella, Staphylococcus aureus y Bacillus) mediante difusión disco placa. 

• Evaluar la concentración mínima inhibitoria del mejor tratamiento mediante E- 

test. 
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1.4. HIPÓTESIS 

1.4.1. Hipótesis Nula (Ho) 

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. 

𝐻0 = 𝑇1 = 𝑇2 = 𝑇3 = 𝑇4 =  … … . . = 𝑇𝑛 

1.4.2. Hipótesis 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. 

𝐻a ≠ 𝑇1 ≠ 𝑇2 ≠ 𝑇3 ≠ 𝑇4 ≠  … . . 𝑇𝑛 
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CAPITULO II 

2. MARCO TEÓRICO 

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 mutación espontánea de 

yema en un árbol de la variedad Comuna en la provincia de Valencia, España 

(Entonado, 2022). Es importante mencionar que esta variedad es una de las más 

cultivadas y reconocidas a nivel mundial, desempeñando un papel fundamental en 

la economía de numerosos países debido a su amplio uso en la industria de los 

cítricos (Tardío et al., 2022). 

Figura 1 

Naranja Valenciana (Citrus sinensis) 

 

Nota. El color puede variar por tipo de clima donde se la está cultivando. Tomado de la investigación 

de (Tardío et al., 2022). 

2.2. Generalidades de la naranja 

Es una especie subtropical que muestra cierta resistencia al frío; sin embargo, tanto 

las flores como los frutos son vulnerables a estas condiciones climáticas; para 

garantizar una adecuada maduración de los frutos, requiere temperaturas cálidas 

durante el verano (Pilco, 2020). 
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2.2.1. Taxonomía de la naranja 

La naranja valenciana, científicamente conocida como Citrus sinensis pertenece a 

la siguiente taxonomía. 

Tabla 1 

Taxonomía del naranjo de variedad Valenciana (Citrus sinensis) 

Taxonomía y morfología de la naranja Valenciana (Citrus sinensis) 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Subclase Rosidae 

Orden Sapindae 

Familia Rutaceae 

Género Citrus 

Especie Citrus sinensis 

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

Esta variedad de naranja dulce surgió a partir de una mutación espontánea en las 

yemas de un naranjo de la variedad Comuna, originada en la provincia de Valencia, 

España, es la que más demanda presenta por las industrias dedicadas a la producción 

de zumos (Tardío et al., 2022). 

2.2.2. Características de la naranja 

El naranjo es un árbol 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 está lleno de gajos jugosos (Alfonso et al., 

2023). El fruto es ligeramente ácido y tiene un pH entre 2,5 - 3, dependiendo de su 

madurez, tamaño, debido a su nivel de azúcar simple, la acidez no es tan 

sobresaliente (Moya, 2021). 
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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 

Calorías 43kcal 

Carbohidratos 9g 

Fibra 2,4g 

Azúcares 8,2g 

Proteínas 0,9g 

Grasas 0,2g 

Vitamina C 
53mg  

60,70% ingesta diaria 

Vitamina A 225 UI 

Potasio 181mg 

Calcio 40 mg 

Hierro 0,1mg 

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

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

flavonoides, que logran ofrecer beneficios para el bienestar del organismo. 
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2.3.Naranja agria (Citrus aurantium) 

El naranjo amargo, un árbol cítrico de la familia Rutáceas, es un híbrido entre Citrus 

maxima y Citrus reticulata; se trata de un árbol perenne que logra una altura entre 

7 y 8 m, con espinas axilares puntiagudas; sus hojas son de forma elíptica, de 

dimensiones de 50-115 x 30-55 mm, presentan un color verde oscuro brillante, son 

fragantes y cuentan con pecíolos alados con alas obovadas. Las flores, son 

bisexuales, aparecen en cimas axilares, son blancas, extremadamente aromáticas, 

con pétalos carnosos y glandulares. El fruto es esférico, de 7 x 7,5 cm, con una base 

y una punta ligeramente aplanadas; su cáscara madura es rugosa y glandular, 

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

Figura 3 

Naranja Agria 

 

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

2.4.Producción de la naranja 

2.4.1. Producción mundial de la naranja 

En 2022, la producción mundial de naranjas registró 47,5 millones de tn, lo que 

implica una reducción de 2,5 millones de tn en comparación con el año previo; es 

relevante señalar que, desde 2012, el volumen de producción de esta fruta no ha 

superado los 60 millones de toneladas; a nivel mundial, la naranja ocupa el cuarto 

lugar en producción, ubicándose por debajo de frutas como la manzana (Orús, 

2024). 
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Figura 4 

Producción anual de naranjas a nivel mundial 2011 - 2022 

 

Nota. Tomado del informe de (Orús, 2024) 

2.4.2. Producción de naranja en Ecuador 

La producción de naranja se concentra en la región sierra en la parte montañosa que 

registró un aumento de producción a 6.136.823 ton, mientras que la región costera 

produjo 59.414ton, y en la región amazónica la producción alcanzó 9.301 ton 

(Suarez, 2023). 

La región costera del país tiene un enorme potencial de producción de cítricos para 

satisfacer el consumo nacional, esto se debe a las condiciones climáticas 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 

cítricos (Granda, 2021). 
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2.4.3. Producción de naranja en la provincia Bolívar 

El Ministerio de Agricultura y Ganadería (MAG) menciona que en Bolívar se 

concentra 10 500 de las 50 000 ha destinadas al cultivo de naranja en el país, lo que 

representa el 21% de la producción nacional; los cantones Las Naves, Balsapamba, 

Caluma y Echeandía, son los principales productores de este cítrico (Moreta, 2022). 

En particular, el cantón Caluma cuenta con 2 650 ha de cultivos, lo que equivale 

aproximadamente al 4,73% de la producción nacional de naranjas (T. López, 2022). 

2.5. Aprovechamiento de los residuos biomasicos 

2.5.1. Cáscara de la naranja 

Existe poco conocimiento sobre la piel o cáscara de naranja, que tiene muchas 

propiedades cuyo efecto en el organismo previene el desarrollo de diversas 

enfermedades como el cáncer (Doseděl 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 cáscaras de naranja son ricas en fibra 

soluble y las de limón también son buenas fuentes de flavonoides, sin embargo, la 

mayoría de personas desconocen estas propiedades de las cáscaras de naranja y por 

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

Figura 5 

Cáscara de naranja 

 

Nota. La cáscara de naranja es la parte externa del fruto, fuente (Naranjasdongusto, 2021). 
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2.5.2. Composición química de la cáscara de la naranja 

El género Citrus se distingue por su elevada acumulación de glicósidos de 

flavonona, compuestos poco comunes en otras frutas, junto con vitamina C y 

carotenoides, los cuales juegan un rol fundamental en la prevención de 

enfermedades degenerativas como el cáncer, las afecciones cardiovasculares y las 

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

Según análisis, la composición 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 sacarosa y 14,25 mg de ácido ascórbico, determinados mediante HPLC. Además, 

la fermentación anaeróbica de 2 kg de cáscaras de naranja con Saccharomyces 

cerevisiae generó 20 ml de etanol al 90%, energía suficiente para accionar un termo-

motor; estos resultados respaldan la viabilidad del uso de cáscaras 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 cáscara 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 digestión regular y 

fortalece el sistema inmunológico, previniendo enfermedades crónicas y 

promoviendo un envejecimiento saludable (Parra, 2020). Según 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 cítrico lo convierte en un valioso aditivo culinario y repelente de insectos 

natural, además, el contenido de fibra favorece la saciedad, ayudando a controlar el 

peso, y los antioxidantes protegen y embellecen la piel. 

2.5.4. Parámetros de selección de la cáscara de naranja 

Los parámetros de selección incluyen varios aspectos importantes: en primer lugar, 

se tiene en cuenta el color, se busca una tonalidad característica y uniforme, además 

se examina el olor para detectar cualquier signo de descomposición o cambio, 

también se analiza la presencia de plagas y cualquier material; esto puede afectar la 
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calidad, la detección 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 así como el contenido 

de cenizas que debe estar en el rango de 4,21% a 6,78% (Castillo, 2020). 

2.5.5. Industrialización 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 producción 

de pulpas y jugos, que consideran los subproductos biomásicos de esta fruta como 

desechos, sin valorar su potencial aprovechamiento; sin embargo, algunas empresas 

han comenzado a implementar diversas técnicas para reutilizar estos residuos, 

destacándose la extracción de aceites, entre otros usos. (Aucatoma & Santillan, 

2023). 

Los desechos agrícolas, como las cáscaras de cítricos, son una fuente valiosa de 

materiales naturales, económicos y respetuosos con el medio ambiente que pueden 

usarse como adsorbentes para eliminar contaminantes acuosos, ayudando así a 

reducir la contaminación, este enfoque no solo ayuda a reducir los desechos 

agrícolas, sino que también ofrece oportunidades para agregar valor a estos 

materiales y promover prácticas sustentables dentro de la industria (Sarabia, 2023) 

2.6. Método de extracción 

2.6.1. Proceso de arrastre de vapor 

Método utilizado para extraer el aceite esencial de las cáscaras, este método consiste 

en generar vapor de agua que se introduce en un tanque con las cáscaras preparadas, 

arrastrando los compuestos volátiles donde se separan en dos fases una acuosa y la 

otra oleosa obteniendo así el aceite esencial (Peña & Guasca, 2023). Para realizar 

un arrastre de vapor se utiliza un matraz de destilación, conectado a un refrigerante 

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

2.7. Maceración 

Proceso fundamental para la extracción de compuestos y la preparación de muestras 

sólido-líquido, en este método se colocan sustancias sólidas como frutas, hierbas o 
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alimentos en líquidos como agua, vinagre, alcohol u otros líquidos con el objetivo 

de conseguir los resultados deseados, extraer compuestos solubles presentes en 

sólidos (Duarte et al., 2020). 

2.7.1. Proceso de maceración 

El proceso comienza colocando las materias primas vegetales previamente picadas 

en un depósito adecuado de vidrio o plástico, luego se añade 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 

función del tiempo de maceración y del tipo de materia prima, al finalizar, se 

procede a decantar el líquido obtenido y a filtrar el producto para confirmar el 

volumen alcanzado (Armijos, 2023). 

Figura 6 

Proceso de maceración 

 

Nota. Maceración de cáscaras de naranja en agua. 

2.8. Aceites esenciales 

El aceite esencial es una fracción líquida, volátil y densa, cuya coloración varía 

según la especie vegetal de la que proviene; estos aceites se obtienen comúnmente 

mediante destilación al vapor o extracción líquido-líquido de diferentes partes de 

plantas, como hojas, flores, raíces, semillas, frutos y madera (Chagua, 2024). Su 

composición química es altamente compleja y diversa, destacándose la presencia 

de compuestos alifáticos (como alcanos, alcoholes, aldehídos, cetonas, ésteres y 
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ácidos), monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos, que son los principales 

grupos funcionales encontrados en ellos (J. López, 2020). 

2.8.1. Clasificación de los aceites esenciales 

Se estima que existen aproximadamente 3000 tipos de aceites esenciales, de los 

cuales sólo 300 se mercantilizan actualmente y son altamente empleados en la 

industria química y farmacéutica (Paucarchuco et al., 2023). Estos aceites se 

distinguen por sus propiedades físicas, como la viscosidad, la densidad, el índice de 

refracción y la actividad óptica, 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 

Clasificación de los aceites esenciales según su origen 

Parte de la planta Plantas y Frutos 

Bayas Enebro, Pimienta negra 

Flores 
Lavanda, Rosas, Jazmín Clavo de 

Olor, Tomillo, Mejorana, Flores 

Madera 
Cedro, Ciprés, Sándalo, Canela, 

Alcanfor 

Raíces Jengibre, Vetiver 

Frutas 
Limón, Anís verde, Naranja, 

Bergamota, Pomelo, Hinojo 

Resina Mirra, Incienso 

Hojas 

Romero, Árbol de té, Melisa, 

Citronela, Pachuli, Geranio, 

Menta, Salvia 

Nota. Cada aceite esencial tiene propiedades únicas y puede ser utilizado para diferentes propósitos. 

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

Los aceites esenciales son sustancias volátiles y concentradas obtenidas de plantas, 

que poseen una amplia variedad de propiedades físicas y químicas; entre sus 

características físicas, se destaca su alta volatilidad, lo que le permite evaporarse 

fácilmente a temperatura ambiente, permitiéndoles liberar sus aromas 

característicos, además, su densidad puede variar lo que influye en su 

comportamiento físico y su capacidad para mezclarse con otros líquidos, también 

tienen índices de refracción únicos, lo que facilita su identificación y 

caracterización (Tránsito & López, 2024). 

Las propiedades químicas están compuestas por una variedad de compuestos 

orgánicos volátiles, incluyendo terpenos, fenilpropanoides y otros, la composición 

química específica varía según la planta de la que se extraen y puede incluir 

alcoholes, aldehídos, cetonas, ésteres y otros, además, muchos aceites esenciales 

exhiben propiedades antimicrobianas debido a su composición química, lo que los 

hace útiles en la conservación de alimentos e insumos para el cuidado personal 

(Pupiales & Torres, 2024) 

2.9. Actividad antioxidante del aceite de naranja 

El aceite extraído de la cáscara contiene muchos compuestos bioactivos, incluidos 

flavonoides, terpenos y vitamina C, que le confieren propiedades antioxidantes, la 

actividad antioxidante puede contribuir a la prevención 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 desempeñan 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 daños provocados por la oxidación; además, 

los antioxidantes favorecen la salud cardiovascular al disminuir la inflamación y 

mejorar la función endotelial (Enrìquez 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 catiónico radical, este radical se genera por respuesta de 

ABT con un agente oxidativo, generalmente produciendo una solución verdosa 

(Arévalo & Castillo, 2023). Se agrega una muestra del antioxidante a esta solución, 

y una reducción en la absorción a 734 nm se mide utilizando un espectrofotómetro; 

una disminución en la absorción es proporcional a la capacidad antioxidante de la 

muestra (Hernández-Cruz & Pedraza-Chaverri, 2022). 

2.9.3. Método FRAP 

El método FRAP “Potencial de reducción de hierro Ferrik” mide la capacidad 

antioxidante de las muestras en función de su habilidad para reducir los iones de 

hierro (Fe³) a los iones de hierro (Fe²⁺) (Pilco, 2020). En este proceso, los FRAP 

reactivos, que contienen cloruro de hierro y tripiridiiltriazina “TPTZ” en soluciones 

ácidas, estos compuestos reaccionan con antioxidantes que están presentes en el 

aceite de las muestras, formando un complejo de azul intenso. León (2023), 

menciona que la intensidad del color se mide a 593 nm usando un espectrofotómetro 

directamente proporcional a la capacidad antioxidante de la muestra. 

2.9.4. Radicales libres 

Es una entidad química que puede existir en forma neutra o cargada y posee uno o 

más electrones no apareados en su orbital exterior, la singularidad del radical libre 

radica en su notable inestabilidad cinética, a medida que aumenta la concentración 

de estos radicales surge un desequilibrio entre la tasa de producción y la capacidad 

inhibidora del sistema antioxidante endógeno, este desequilibrio conduce a un 

fenómeno conocido como estrés oxidativo que está relacionado con diversas 

enfermedades (Sosa, 2023). 



18 

 

Figura 7 

Radicales libres 

 

Nota. Los radicales libres causan daño al ADN, las proteínas y los lípidos, provocando mutaciones 

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

2.9.5. Estrés oxidativo 

Es un estado de estrés químico provocado por el acaparamiento excesivo de 

radicales libres en el cuerpo, derivado de una inestabilidad en la obtención de 

oxidantes, lo cual afecta negativamente a los aminoácidos que forman las proteínas 

provocando una serie de cambios incluida la formación de grupos carbonilo que 

afectan a su estructura, funcionalidad y propiedades (Hernández-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 varía dependiendo del tipo de 

microorganismo y el uso puede tener un efecto inhibitorio sobre bacterias y hongos 

(Martínez-Alemán 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 típicas 

son de aproximadamente 1-3 μm de longitud por 0,5 μm de ancho, y suele 

presentarse en grupos, en cadenas cortas, de manera individual o en pares (Denamur 

et al., 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 cápsula; su temperatura óptima 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 

ácido 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 

termolábiles (TL), termoestables (TS) o ambas; la enterotoxina termolábil es una 

proteína de alto peso molecular con una estructura bioquímica muy pareja a la 

toxina de Vibrio cholerae, siendo muy tóxica; se han identificado al menos cinco 

grupos diferentes de E. coli que llegan a causar gastroenteritis(Montoya & Luna, 

2022). Siendo estas las cepas más comunes: 

• E. coli enteropatógena, que afecta la mucosa intestinal. 

• E. coli enteroinvasiva, que daña la mucosa del colon. 

• E. coli enterohemorrágica, responsable de la colitis hemorrágica. 

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

• E. coli enterotoxigénica, prevalente en países en desarrollo. 

2.10.2. Shigella 

Es un patógeno gramnegativo, su forma es de bastón 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 evolucionó a partir de E. coli, dedicándose a la infección intracelular del 

epitelio intestinal humano, y su genoma consta de un cromosoma circular que mide 

4,99 Mbp y un plásmido de invasión de 216 kbp (pINV), el cual es esencial para su 

virulencia (Torraca et al., 2020). En términos taxonómicos, Shigella pertenece al 

reino Bacteria, filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden 

Enterobacteriales y familia Enterobacteriaceae. Sin embargo, el análisis 

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 comúnmente 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 patógena y causa 

infecciones de leves a graves, como neumonía y sepsis, su capacidad para 

desarrollar resistencia frente a antibióticos presenta un desafío importante en 

entornos clínicos y de salud pública, lo que requiere medidas estrictas de prevención 

y vigilancia de infecciones (Vela, 2022). 

Dentro del género Staphylococcus, Staphylococcus aureus es la especie más 

relevante desde el punto de vista clínico y de salud pública debido a su capacidad 

patógena. Sin embargo, Staphylococcus aureus se puede clasificar en términos de 

tipos según su virulencia y propiedades de resistencia antimicrobiana (León, 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 cilíndrica, estas bacterias son 

aeróbicas o anaeróbicas facultativas, lo que les permite crecer en presencia o 

ausencia de oxígeno (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, 

exposición a sustancias químicas y sequedad (Cueva, 2022). 

Algunas de las especies más conocidas de este género incluyen Bacillus subtilis, 

muy utilizado en la industria biotecnológica por su capacidad para producir enzimas 

y compuestos de uso industrial, y Bacillus Anthracis, agente causante del ántrax, 

una grave enfermedad que afecta a los mamíferos. incluidos los humanos, aparte de 

eso, Bacillus thuringiensis es conocido por su uso en agricultura como forma de 

control biológico 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 

más conocidas y mejor estudiadas incluyen: 

• Bacillus subtilis 

• Bacillus cereus 

• Bacillus Anthracis 

• Bacilo turingiensico 

2.10.5. Reanimación de cepas bacterianas  

Las cepas de referencia son materiales orgánicos que cuentan con un certificado 

biológico otorgado por el proveedor, quien garantiza que la cepa suministrada es 

un cultivo puro, previamente caracterizado mediante pruebas morfológicas, 

bioquímicas y moleculares apropiadas. Estas cepas se almacenan a temperaturas 

entre 0 y 5 ºC hasta su utilización y se siembran empleando el agar adecuado, 

siguiendo las condiciones de incubación y el procedimiento específico 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 diseñó 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 H₂S y la fermentación de lactosa actúan como 

diferenciadores. En este medio, Salmonella spp., se manifiesta como colonias 

incoloras con un centro negro; para la selección de Shigella spp., su rigurosidad 

puede dificultar el crecimiento de cepas debilitadas de esta bacteria. Además, una 

de sus limitaciones principales es la posible aparición 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 bacteriólogo Alfred T. MacConkey 

(1861-1931), es un medio de cultivo bacteriano diferencial y selectivo diseñado 

para el aislamiento y diferenciación de bacterias Gram-negativas de rápido 

crecimiento, especialmente de la familia Enterobacteriaceae (Supriatin et al., 

2021). Este medio aprovecha la fermentación de lactosa, un proceso que genera 

ácidos orgánicos, como el ácido láctico, provocando una disminución del pH en el 

agar. El MAC contiene un indicador de pH que cambia a color rosa en condiciones 

ácidas, 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 

cosméticos, destacándose por su alta concentración 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 hidrogenación del azúcar 

manosa, lo que provoca la acidificación 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 púrpura (Caycedo et al., 2021). 

En este medio, el extracto de carne y la pluripeptona actúan como fuentes de 

carbono, nitrógeno, vitaminas y minerales, mientras que el manitol sirve como el 

hidrato de carbono fermentable; el cloruro de sodio actúa 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). 

  



23 

 

2.11.4. Agar Chromogenic Bacillus 

Medio básico 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 más fácil de colonias del grupo 

B.cereus incluso cuando la muestra de alimento está muy contaminada por flora 

mixta. Las especies de este grupo desarrollan colonias de color rosa-naranja debido 

a la degradación del compuesto cromogénico y están rodeadas de un halo opaco, 

producto de la actividad de la fosfolipasa. Debido al alto poder selectivo y 

especificidad de la reacción de color, las colonias típicas 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 patógeno frente a un 

fármaco, clasificando los resultados en categorías de sensible, intermedio o 

resistente, según los puntos de corte establecidos por diversos comités (Dueñas et 

al., 2021). Su importancia radica en múltiples beneficios, como la optimización 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, así como la generación de datos 

epidemiológicos útiles 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 epsilometría, comúnmente 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 difusión en discos y 

difusión convencional. Esta prueba de laboratorio se utiliza para medir la 

concentración inhibitoria mínima (CMI) de un antibiótico frente a un 

microorganismo específico. Consiste en una tira de plástico impregnada con un 

gradiente de concentración de antibiótico, 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. Difusión en disco (Kirby-Bauer) 

El método de Kirby-Bauer, conocido también como difusión en disco, es una 

técnica estandarizada empleada para evaluar la sensibilidad de las bacterias frente 

a diversos antibióticos. 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 antibióticos; después de la incubación, se desarrollan zonas de inhibición 

alrededor de los discos, donde el crecimiento bacteriano ha sido suprimido por el 

antibiótico. La efectividad del antibiótico se determina midiendo el diámetro de 

estas zonas de inhibición y comparándolas con los estándares preestablecidos, lo 

que permite clasificar a la bacteria como sensible, intermedia o resistente al 

antibiótico utilizado (Sari & Febriawan, 2021). 

2.12.3. Concentración mínima inhibitoria (CMI) 

La prueba de Concentración Inhibitoria Mínima (CMI) es reconocida como el 

estándar de referencia para evaluar la susceptibilidad de los microorganismos a los 

antimicrobianos (Navarrete et al., 2020). Su interpretación se basa en evaluar el 

rango de concentraciones del antimicrobiano que permite clasificar la 

susceptibilidad bacteriana en tres categorías principales: sensible, intermedio o 

resistente. Un aislado se considera sensible cuando es inhibido in vitro por una 

concentración del antimicrobiano que predice un alto éxito terapéutico; resistente 

cuando la inhibición ocurre a una concentración que indica un alto riesgo de fracaso 

del tratamiento; e intermedio cuando la inhibición 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 METODOLÓGICO 

3.1. Ubicación de la investigación 

El desarrollo de la investigación  se llevó a cabo en los Laboratorios de 

Investigación y Vinculación, así como en el complejo agroindustrial de la 

Universidad Estatal de Bolívar, ubicada en la provincia de Bolívar, cantón 

Guaranda, con coordenadas este 722773 y norte 9821524.1, en la zona 17M del sur 

del Ecuador. 

3.1.1. Localización de la investigación 

La localización de la investigación se presenta a continuación en la tabla 4. 

Tabla 4 

Localización de la investigación 

Provincia Bolívar 

Cantón  Guaranda  

Parroquia  Gabriel Ignacio Veintimilla 

Sector  Laguacoto II 

Dirección  Laguacoto II. (Guaranda Km. 1 ½ vía San Simón) 

 

3.1.2. Situación geográfica y edafoclimática 

La situación geográfica y edafoclimática se presenta en la Tabla 5, información 

tomada de la Estación Meteorológica Laguacoto. 
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Tabla 5 

Aspectos generales del territorio 

Parámetros Valores 

Altitud promedio 2 630 msnm 

Latitud  01º 36´52´´S 

Longitud  78º 59´54´´W 

Temperatura máxima 21 ºC 

Temperatura mínima  7 ºC 

Temperatura media 14,4 ºC 

Precipitación media anual 980 mm 

Humedad relativa 70% 

Heliofanía promedio  900 horas/luz/año 

Velocidad de viento  6 m/s 

Nota. Tomado de la Estación Meteorológica Laguacoto II. UEB 2021. 

3.1.3. Zona de vida 

El área donde se realizó la investigación pertenece al bosque húmedo montano bajo 

(BHMB), según la clasificación del botánico y climatólogo Leslie Holdridge. 

3.2. Metodología 

3.2.1. Material en estudio 

Cáscara de naranja de la variedad agria y valenciana proveniente del cantón 

Caluma, de la provincia Bolívar 

3.2.2. Factores de estudio 

En el presente estudio se aplicaron dos diseños de experimentos, el primero para 

determinar el efecto antimicrobiano y el segundo para determinar la actividad 

antioxidante. A continuación, 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 Código Nivel 

Variedad de Naranja A 
𝑎1    : Naranja Valenciana 

𝑎2    : Naranja Agria 

Efecto Antimicrobiano 
B 

𝑏1    : E. Coli 

𝑏2    : Shigella 

𝑏3    : Staphylococcus aureus 

 𝑏4    : Bacillus cereus 

 

Para el segundo diseño, 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 Código Nivel 

Variedad de Naranja A 
𝑎1    : Naranja Valenciana 

𝑎2    : Naranja Agria 

Efecto Antioxidante B 
𝑏1    : FRAP 

𝑏2    : 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 diseño (efecto antimicrobiano). 
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Tabla 8 

Combinación para el efecto antimicrobiano 

Tratamiento Código 

Niveles 

Variedad de 

Naranja 

Efecto 

Antimicrobiano 

T1 𝑎1 𝑏1 
 

Naranja Valenciana E. coli 

T2 𝑎1 𝑏2 Naranja Valenciana Shigella 

T3 𝑎1 𝑏3 Naranja Valenciana Staphylococcus aureus 

T4 𝑎1 𝑏4 Naranja Valenciana Bacillus cereus 

T5 𝑎2 𝑏1 Naranja Agria E. coli 

T6 𝑎2 𝑏2 Naranja Agria Shigella 

T7 𝑎2 𝑏3 Naranja Agria Staphylococcus aureus 

T8 𝑎2 𝑏4 Naranja Agria Bacillus cereus 

Nota. Para el análisis inhibitorio se utilizó diferentes concentraciones de aceite esencial (5, 10 y 15 

µg) en un total de 16 muestras. 

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

para el efecto antioxidante. 

Tabla 9 

Combinación para el efecto antioxidante 

Tratamiento Código 

Niveles 

Variedad de 

Naranja 

Efecto 

Antioxidante 

T1 𝑎1 𝑏1 
 

Naranja Valenciana FRAP 

T2 𝑎1 𝑏2 Naranja Valenciana ABTS 

T3 𝑎2 𝑏1 Naranja Agria FRAP 

T4 𝑎2 𝑏2 Naranja Agria ABTS 

 

3.2.4. Tipo de diseño experimental 

Se utilizó un diseño 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 realizó un análisis de varianza (ANOVA), ajustándose al 

modelo matemático correspondiente. 
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Modelo del diseño 

YijK =  μ + Ai + Bj + (AB)ij + Eijk  

Donde: 

𝐘𝐢𝐣𝐊: Variable sujeta a medición 

𝛍: Representa la media global 

𝐀𝐢: Es el efecto del factor A 

𝐁𝐣: Efecto del factor B 

(𝐀𝐁)𝐢𝐣: Efecto de la interacción A x B 

𝐄𝐢𝐣𝐤: Efecto Del Error Experimental Aleatorio. 

Modelo de análisis de varianza (ANOVA) 

Se realizaron análisis comparativos entre los tratamientos para evaluar posibles 

diferencias estadísticas en ambos experimentos, utilizando para ello un análisis de 

varianza (ANOVA). 

Tabla 10 

Análisis de varianza (ANOVA) para el diseño en arreglo factorial AxB 

Fuente de 

variabilidad 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Cuadrado 

medio 

F0 Valor-p 

Efecto A  SCA a-1 CMA CMA/CME P(F >𝐹0
𝐴) 

Efecto B  SCB b-1 CMB CMB/CME P(F >𝐹0
𝐵) 

Efecto AB  SCAB (a-1)(b-1) CMAB CMAB/CME P(F >𝐹0
𝐴𝐵) 

Error  SCE ab(n-1) CME   

Total  SCT abn-1    
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Modelo de pruebas de rangos múltiples 

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

tratamiento más adecuado. 

Modelo de LSD 

𝐿𝑆𝐷 = 𝑡
(

𝛼
´2

 𝑁−𝑘)
𝑥√2𝐶𝑁𝐸 𝑛⁄  

Donde: 

𝑳𝑺𝑫: Valor de la diferencia mínima significativa 

𝒕𝜶

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

𝑵 − 𝒌: Grados de libertad que corresponden al error. 

𝟐𝑪𝑵𝑬: Cuadro medio del error. 

𝒏: Número de observaciones para los tratamientos i y j 

3.2.5. Descripción técnica del ensayo 

Se describieron las características del experimento, incluyendo el número de 

factores, los niveles de cada factor, el número de réplicas y la variable de respuesta, 

basándose en los factores analizados para los diseños del estudio (efecto 

antimicrobiano y efecto antioxidante).  

Tabla 11 

Características del experimento para efecto antimicrobiano 

Características  Cantidad  

Unidad experimental 50 gr 

Números de factores experimentales 2 

Niveles Factor A 2 

Niveles Factor B 4 

Tratamientos 8 

Número de repeticiones 2 
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Números de unidades experimentales 16 

Variable respuesta (Tamaño Halos) 1 

 

Tabla 12 

Características del experimento efecto antioxidante 

Características Cantidad 

Unidad experimental 50 gr 

Números de factores experimentales 2 

Niveles Factor A 2 

Niveles Factor B 2 

Tratamientos 4 

Número de repeticiones 3 

Números de unidades experimentales 12 

Variable respuesta (AATI) 1 

 

3.2.6. Manejo de la investigación 

3.2.6.1.Proceso de obtención del aceite esencial de naranja 

Descripción del diagrama de flujo 

El proceso consta de varias etapas que incluyen: a) recepción y preparación de la 

materia prima; b) selección; c) troceado de la cáscara de naranja; d) maceración; e) 

triturado; f) destilación; g) decantación y separación; h) envasado y finalmente, i) 

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

• Recepción y preparación de la materia prima 

La materia prima provino de Caluma, ubicada en la provincia de Bolívar, Ecuador, 

la cual se llevó a los predios de la Universidad Estatal de Bolívar, se colocó en cajas 

para su fácil 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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• Selección 

Para este proceso, se escogieron alrededor de 40 naranjas, asegurándose de que 

estuvieran en un estado óptimo; se eliminaron las impurezas y los tallos de la fruta 

para evitar contaminantes en el producto final. 

• Troceado 

Para llevar a cabo este proceso, se pelaron las naranjas para extraer únicamente la 

parte del flavedo que contiene el aceite esencial; una vez obtenida la cantidad 

necesaria de piel de naranja, se cortó en trozos pequeños utilizando una tabla de 

cortar y un cuchillo, y se pesaron 400 g de cáscara. 

• Maceración 

En matraces de 1 L separados, se colocaron 400 g de cáscara picada y 500 ml de 

agua destilada al 0,7% (3,5 g) de bicarbonato de sodio, dejándose reposar entre 8 y 

12 horas para cada extracción. 

• Triturado 

Se utilizó una licuadora para triturar gradualmente las cáscaras, facilitando así la 

extracción del aceite esencial; una vez triturado, se colocó el material en una bola 

para iniciar la destilación. 

• Destilación 

El líquido resultante se transfirió a un matraz de destilación, añadiendo un 15% (60 

ml) de agua destilada en relación con la cáscara. Luego, se encendió el equipo de 

destilación para alcanzar el punto de ebullición, asegurándose de no superar los 100 

°C. 

• Decantación y separación 

Una vez completada la destilación, se colocó el líquido en un embudo de 

decantación con tapa, dejándolo 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 transfirió a frascos de vidrio color ámbar, 

etiquetados con los detalles de cada tratamiento, para su posterior evaluación 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 extracción del aceite esencial 

Figura 8 

Diagrama de flujo de la extracción del aceite de la cáscara de naranja 
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Diagrama de proceso de extracción del aceite esencial 

Figura 9 

Etapas del enfoque ingenieril para la extracción de aceite esencial 

 

Nota. Diagrama realizado en el programa COCO. 

3.2.6.2. Rendimiento del aceite esencial 

Después de obtener el aceite esencial de las cáscaras de la naranja por el método de 

destilación simple, se evaluó el rendimiento, mediante la metodología de Melo, 

(2020), por lo que se aplicó la siguiente ecuación. 

𝑷 = (
𝑴𝟏

𝑴𝟐
) × 𝟏𝟎𝟎 

Donde: 

𝑷: Rendimiento 

𝑴𝟏: Es la masa final del aceite esencial 

𝑴𝟐: La masa inicial del follaje 

𝟏𝟎𝟎: Es una constante matemática 
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3.2.6.3.Determinación de la actividad antimicrobiana y antioxidante 

3.2.6.3.1. Determinación 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 Investigación y Vinculación de la Universidad Estatal de 

Bolívar. 

Para la reanimación bacteriana de las cepas se utilizaron los siguientes medios de 

cultivo específicos: el agar MacConkey, selectivo para bacterias gramnegativas y 

que contiene lactosa para identificar la fermentación, fue empleado para E. coli 

(Hinenoya et al., 2020). Para Staphylococcus aureus, se utilizó 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 empleó el medio SS (Salmonella-Shigella), que es selectivo e inhibe el 

crecimiento de bacterias grampositivas (Yesigat et al., 2020) Finalmente, para 

Bacillus spp., se utilizó el Chromogenic bacillus, conocido por favorecer un 

crecimiento rápido. 

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 gelificación. El proceso de preparación, control de calidad 

y almacenamiento de los medios siguió las directrices establecidas en la norma 

UNE-EN ISO 7218 (2008). 

Análisis 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 empleó el método de difusión en disco, para lo cual, se empleó discos de 

antibiograma de 6 mm de diámetro que fueron impregnados con el aceite esencial 
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de naranja a concentraciones de 5, 10 y 15 µg, posteriormente, los discos se 

colocaron sobre los medios inoculados con las respectivas bacterias, para lo cual se 

consideró la escala de dilución de McFarland al 0,5. La actividad antimicrobiana se 

evaluó midiendo el halo de inhibición en milímetros; un mayor tamaño del halo 

indica una mayor efectividad antimicrobiana del aceite esencial (Rojas, 2022). 

3.2.6.3.2. Determinación de la actividad antioxidante 

Método ABTS 

Inicialmente, se preparó la solución del radical ABTS⁺ mezclando 5 mL de solución 

ABTS (7 mM) con 88 µL de persulfato de potasio (140 mM); la mezcla se dejó 

reaccionar en la oscuridad durante 12 horas, posterior, la solución se diluyó con un 

buffer de ácido acético-acetato de sodio (pH 5) hasta alcanzar una absorbancia de 

0.7 nm. A partir de esta dilución, se tomaron 190 µL, a los que se añadieron 10 µL 

del aceite esencial, esta mezcla se dejó reaccionar durante 5 minutos a temperatura 

ambiente, y la absorbancia se midió a una longitud de onda de 734 nm utilizando 

un espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Scientific). Para la construcción de la 

curva patrón, se empleó trolox como estándar antioxidante en un rango de 0 a 200 

µmol/L (Huaraca et al., 2022). 

Método FRAP 

Para preparar el reactivo FRAP, se mezclaron 2.5 mL de tampón de acetato de sodio 

anhidro, 2.5 mL de FeCl₃, y 2.5 mL de TPTZ, obteniendo una coloración caramelo 

como indicativo de la correcta preparación; la mezcla se incubó durante 30 minutos 

en un baño termostatado a 37 °C, protegido de la luz. Posteriormente, se prepararon 

tubos eppendorf de 1.5 mL, a las que se añadieron 30 µL de agua destilada, 30 µL 

de muestra de aceite esencial y 900 µL del reactivo FRAP. Para el control blanco, 

se sustituyó la muestra por 30 µL de etanol. Los tubos se incubaron nuevamente a 

37 °C durante 30 minutos y se midió la absorbancia a 595 nm; para la curva de 

calibración se construyó empleando distintas concentraciones de Trolox disueltas 

en etanol al 96% (Martínez, 2020). 
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3.2.6.4.Evaluación de la concentración mínima inhibitoria mediante E- test. 

Para esta prueba se utilizó agar Mueller-Hinton como medio de cultivo; 

inicialmente, se prepararon las soluciones de los antibióticos Ceftriaxona y 

Amoxicilina a concentraciones de 5 µg, 10 µg y 15 µg mediante dilución 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 continuación, se depositaron fragmentos de plástico 

esterilizado y discos de papel filtro impregnados con las soluciones de los 

antibióticos sobre el agar; una vez concluido el período de incubación, se midieron 

los halos de inhibición 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 DISCUCIÓN 

4.1.Interpretación de resultados 

4.1.1. Extracción del aceite de la corteza de la naranja por arrastre de vapor. 

En esta etapa del procedimiento se emplearon 3,5 g de NaHCO3, 200 g de cáscara 

de naranja, 180 mL de alcohol, 60 g de H2O. Durante el proceso, se observó que la 

temperatura fue de 23°C, 45°C, 60°C y 70°C en un tiempo de condensación de 65 

min, para la cáscara de naranja valenciana, mientras que en la cáscara de naranja 

agria la temperatura fue de 10°C, 30°C, 60°C y 70°C en un tiempo de condensación 

de 65 min. 

En cuanto al rendimiento de aceite esencial, la cáscara de naranja agria produjo 5 

mL de igual manera, la cáscara de naranja valenciana generó 5 mL. El rendimiento 

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

Se calculó utilizando la fórmula: 

𝑃 = (
𝑀1

𝑀2
) × 100 

𝑃𝑛𝑎𝑟𝑎𝑛𝑗𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑖𝑎 = (
5 

400
) × 100 = 1,25% 

𝑃𝑛𝑎𝑟𝑎𝑛𝑗𝑎 𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑛𝑎 = (
5

400
) × 100 = 1,25% 

Los resultados del proceso de destilación se presentan en la Figura 10, indicando la 

obtención de dos productos principales: el hidrolato y el aceite esencial, ambos 

extraídos a partir de la cáscara de naranja agria y valenciana. Estos productos se 

separaron mediante el proceso de decantación, aprovechando la diferencia de 

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

Obtención del aceite esencial a partir de la cáscara de naranja 

 

Nota. Se observa la separación de aceite esencial 

Esto indica que tanto la cáscara de naranja agria y valenciana obtuvieron el mismo 

rendimiento de aceite esencial; según el estudio de Mayo & Días (2023), al extraer 

aceite esencial de la cáscara 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, Díaz (2020), reportó 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 extracción de 68 minutos y una relación 

masa: solvente de 1:5. 

Estos resultados destacan cómo las condiciones del proceso y el método de 

extracción 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 continuación, se presenta los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante 

de los aceites esenciales extraídos 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 

Naranja 

Efecto 

Antioxidante 

Capacidad 

antioxidante 

T1 Naranja Valenciana FRAP 200,31 

T2 Naranja Valenciana ABTS 431,58 

T3 Naranja Agria FRAP 69,27 

T4 Naranja Agria ABTS 158,514 

T1 Naranja Valenciana FRAP 187,21 

T2 Naranja Valenciana ABTS 438,08 

T3 Naranja Agria FRAP 69,27 

T4 Naranja Agria ABTS 152,012 

T1 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 µmol 

ET/muestra; en este análisis se utilizó un factor de dilución de 1 para garantizar la 

precisión 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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Análisis de Varianza para Capacidad antioxidante 

Tabla 14 

ANOVA AxB para capacidad antioxidante 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

Medio 
Razón-F Valor-P 

Efectos principales      

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

 B:Efecto antioxidante 84554,8 1 84554,8 1395,31 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 estadística 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 estadísticamente 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 análisis utilizados. 

Pruebas de Múltiple Rangos para Capacidad antioxidante por Variedad de 

Naranja 

Tabla 15 

Método: 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 mínima significativa (LSD) de Fisher. Se destaca que la 

comparación 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 comparación con la variedad agria. 

Figura 11 

Gráfica de interacciones y medias para variedad de naranja 

 

La Figura 11 ilustra que la capacidad antioxidante de la naranja valenciana (Citrus 

sinensis) es mayor en ambas metodologías evaluadas, este resultado es consistente 

tanto para el método ABTS, donde se registró el mayor efecto antioxidante, como 

para el método FRAP. 

Pruebas de Múltiple Rangos para Capacidad antioxidante por Efecto 

Antioxidante 

Tabla 16 

Método: 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 evalúa tanto antioxidantes hidrofílicos como lipofílicos, ampliando así el rango 

de compuestos detectados en comparación con FRAP, el cual se centra únicamente 

en la transferencia de electrones. Este aspecto es especialmente relevante en 

muestras como los aceites esenciales, donde predominan compuestos lipofílicos 

con alta actividad antioxidante (Enríquez, 2021). 

Figura 12 

Gráfica de interacciones y medias para efecto antioxidante 

 

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 hidrofílicos 

como lipofílicos, demuestra ser más sensible para evaluar la capacidad antioxidante 

en comparación con otros métodos como el FRAP. En particular, se observa que la 

variedad valenciana presenta una capacidad antioxidante superior en relación 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 

Código de 

laboratorio 
Muestra Análisis 

Método de 

análisis 
Unidad Resultado 

INV 276 

Aceite esencial 

de naranja 

valenciana 

(Citrus sinensis) Actividad 

antioxidante 

ABTS (Acido2,2´-

azino-bis-(3-

etilbenzotiazolina)-

6-sulfónico) 

μmol 

ET/l 

muestra 

438,08 

INV 277 

Aceite esencial 

de naranja agria 

(Citrus 

aurantium) 

156,35 

INV 276 

Aceite esencial 

de naranja 

valenciana 

(Citrus sinensis) Actividad 

antioxidante 

FRAP (poder 

antioxidante 

reductor férrico) 

μmol 

ET/l 

muestra 

187,21 

INV 277 

Aceite esencial 

de naranja agria 

(Citrus 

aurantium) 

71,45 

 

La Tabla 17 presenta los resultados del análisis 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 están 

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

Por el método ABTS, el aceite de naranja valenciana presenta una capacidad 

antioxidante significativamente mayor (casi 2,8 veces superior) en comparación 

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 investigación de Gonzales & Pérez (2023), la naranja agria 

presentó una capacidad antioxidante de 179,21 μMTroloxeq./mL de muestra 

evaluada mediante el método ABTS. Además, Higueras (2024), realizó un estudio 

sobre la extracción sólido-líquido de la naranja valenciana, considerando factores 

como la temperatura, la relación sólido/líquido, la viscosidad, y el tiempo de 

extracción, la muestra fue secada al vacío y triturado. A partir de esto se obtuvieron 

resultados de 44,8 ± 1,9 µg/mL y 30,6 ± 1,2 µg/mL para el radical DPPH, y 2,90 

mg GAE/g y 3,61 mg GAE/g para los fenoles totales. Los resultados indican que el 

extractante cloruro de colina y etilenglicol en proporción 1:4 mostró 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 difusión disco placa. 

A continuación, se presenta los resultados obtenidos para el efecto antimicrobiano 

de los aceites esenciales extraídos de las variedades de naranja valenciana (Citrus 

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

Tabla 18 

Tratamientos del efecto antimicrobiano de la naranja valenciana y agria 

Tratamiento Variedad de 

Naranja 

Efecto 

antimicrobiano 

Tamaño del 

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 tamaño 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 concentración de compuestos con capacidad 

antimicrobiana. 
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Análisis de Varianza para Efecto antimicrobiano 

Tabla 19 

ANOVA AxB para efecto antimicrobiano 

Fuente 
Suma de 

Cuadrados 
Gl 

Cuadrado 

Medio 
Razón-F Valor-P 

Efectos principales      

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

 B:Efecto 

antimicrobiano 
144,188 3 48,0625 256,33 0,0000** 

Interacciones      

 AB 144,188 3 48,0625 256,33 0,0000** 

Residuos 1,5 8 0,1875   

Total (corregido) 2522,44 15    

Nota. **: Diferencia estadística 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 estadísticamente 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 inhibición frente a diferentes bacterias. 

Pruebas de Múltiple Rangos para Tamaño del halo por Variedad de Naranja 

Tabla 20 

Método: 95,0 porcentaje LSD (Tamaño 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 tamaño 

del halo de los aceites esenciales de las variedades de naranja, determinadas 

mediante el método de LSD. Se destaca que la comparación entre las dos variedades 

presenta una diferencia significativa de 23,625, lo cual resalta un mayor efecto 

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

Gráfica de interacciones y medias para variedad de naranja por tamaño del halo 

 

La Figura 13 ilustra el efecto antimicrobiano de la naranja agria (Citrus aurantium), 

donde se observa que existe un mayor tamaño del halo de inhibición con la bacteria 

Staphylococus y Bacillus cereu. 

Pruebas de Múltiple Rangos para Tamaño del halo por Efecto Antimicrobiano 

Tabla 21 

Método: 95,0 porcentaje LSD (Tamaño 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 +/- Límites 

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. 
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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 

Gráfica de interacciones y medias para efecto antimicrobiano 

 

La Figura 14 presenta los resultados del efecto antimicrobiano de los aceites 

esenciales extraídos de diferentes variedades de naranja frente a diversos tipos de 

microorganismos. Los datos evidencian que Bacillus y Staphylococcus mostraron 

los mayores halos de inhibición al ser tratados con el aceite esencial de naranja 

agria, este efecto fue seguido por E. coli, que presentó una inhibición moderada, y 

finalmente por Shigella spp., que mostró el menor halo de inhibición en 

comparación con las otras bacterias evaluadas.  
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Tabla 22 

Actividad antimicrobiana del aceite esencial de la naranja valenciana (Citrus sinensis) 

y naranja agria (Citrus aurantium) 

Bacterias  Medio de 

cultivo  

Muestra 

1  

Antibiograma  Muestra 

2  

Antibiograma  

Bacillus spp.  Chromogenic 

bacillus  

Naranja 

agria  

Presenta 

actividad 

Antibacteriana 

halo de 

inhibición 

(30mm)  

Naranja 

valencian

a  

No presenta 

actividad  

Escherichia. 

Coli  

MacConkey  Naranja 

agria  

Presenta 

actividad 

Antibacteriana 

halo de 

inhibición 

(20mm) 

Naranja 

valencian

a 

No presenta 

actividad 

Staphylococcus 

aureus 

Manitol 

salado 

Naranja 

agria  

Presenta 

actividad 

Antibacteriana 

halo de 

inhibición 

(30mm) 

Naranja 

valencian

a 

No presenta 

actividad 

Shigella spp Salmonella 

Shigella Agar 

Naranja 

agria  

Presenta 

actividad 

Antibacteriana 

halo de 

inhibición 

(16mm) 

Naranja 

valencian

a 

No presenta 

actividad 

 

La Tabla 22 presenta un resumen detallado de la actividad antimicrobiana de aceites 

esenciales extraídos 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 específicos para cada bacteria, utilizando el método de antibiograma, 

donde se mide el halo de inhibición 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 inhibición que varían 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 detectó actividad antimicrobiana en ninguna de 

las bacterias analizadas, por tanto, indica que el aceite esencial de esta variedad 

tiene una baja o nula concentración 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 inhibición generado por el aceite esencial de la naranja agria es 

significativamente mayor en comparación con el producido por el aceite esencial de la naranja 

valenciana. 

Se destaca que el aceite esencial de la naranja agria presenta halos de inhibición 

más 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 inhibición pero en menor medida. 

Los factores que pudieron haber influido en esta investigación están relacionados 

con las características individuales de cada tipo de naranja; según 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 más ácida, asimismo, los 
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sólidos solubles totales (°Brix) fueron de 9,40 y 8,30, lo que indica que la naranja 

agria es menos dulce, además, el índice de madurez fue de 6,43 en C. sinensis y 

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

De igual manera, Jiménez et al. (2022), mencionan que el efecto antibacteriano del 

aceite esencial varía según la etapa de maduración de la fruta, en este sentido, los 

altos contenidos de polifenoles (Flavonoides, flavonas, isoflavonas) serían los 

principales responsables de su actividad antibacteriana, de igual manera, según 

Dongre et al. (2023), esta actividad antibacteriana se debe principalmente a la 

presencia del limoneno, linalol y eugenol. 

De acuerdo con la investigación de Rojas (2022), la variedad Citrus aurantium 

presenta un notable grado de inhibición frente a diversos organismos, en particular, 

se destaca que a una concentración de 0,8 μL/mL, muestra una alta efectividad 

inhibiendo el crecimiento de Staphylococcus aureus y moderada para el resto de 

microorganismos. 

Tabla 23 

Halos de inhibición obtenidos para distintos microorganismos utilizando aceite 

esencial de naranja. 

Nombre 

común y 

científico 

Actividad 
Organismo 

inhibido 

Concentración 

de aceite 

esencial  

Resultado: Diámetro 

de zona de inhibición 

(mm) 

Naranja 

(Citrus 

aurantium) 

Antibacteriana 

Escherichia coli 0,8 μL / mL 15 

Staphylococcus 

aureus 
0,8 μL / mL 16 

Klebsiella 

pneumoniae 
0,8 μL / mL 14 

Bacillus cereus 0,8 μL / mL 15 

Micrococcus luteus 0,8 μL / mL 14 

Proteus vulgaris 0,8 μL / mL 15 

Mycobacterium 

smegmatis 
0,8 μL / mL 14 

Listeria 

monocytogenes 
0,8 μL / mL 15 

Pseudomonas 

aeruginosa 
0,8 μL / mL 11 

Fuente: (Rojas, 2022) 
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La investigación de Abud et al. (2021), evaluó la acción 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 concentración del 100%, los aceites esenciales tuvieron mayor 

efectividad, con halos inhibitorios promedio de 15 mm, 13 mm y 20 mm para E. 

coli y 16 mm, 14 mm y 20 mm para S. aureus. A una concentración del 75%, se 

observaron halos de menor tamaño (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 concentración, siendo necesaria una mayor concentración para lograr una 

acción bactericida significativa.  
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4.1.4. Concentración mínima inhibitoria del mejor tratamiento mediante E- 

test 

A continuación, se presenta, la tabla con los resultados de la concentración mínima 

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 antibióticos diferentes, Ceftriaxona y Amoxicilina, a diversas 

concentraciones, y se midió el halo de inhibición en milímetros (mm) como 

indicador de efectividad antimicrobiana. 

Tabla 24 

Concentración mínima inhibitoria del mejor tratamiento mediante E- test 

Bacterias Muestra 

1 

Halo de 

inhibición 

Antibiótico Muestra 

2 

Halo de 

inhibición 

Antibiótico 

Bacillus spp 

5 ug 20 mm 

Ceftriaxona 

15 ug 20 mm 

Amoxicilina 10 ug 25 mm 10 ug 30 mm 

15 ug 20 mm 5 ug 20 mm 

 
Muestra 

1 

Halo de 

inhibición 

Antibiótico Muestra 

2 

Halo de 

inhibición 

Antibiótico 

Escherichia 

coli. 

5 ug 20 mm 

Ceftriaxona 

15 ug 30 mm 

Amoxicilina 10 ug 30 mm 10 ug 35 mm 

15 ug 25 mm 5 ug 25 mm 

 
Muestra 

1 

Halo de 

inhibición 

Antibiótico Muestra 

2 

Halo de 

inhibición 

Antibiótico 

Shigella spp. 

5 ug 20 mm 

Ceftriaxona 

15 ug 30 mm 

Amoxicilina 10 ug 30 mm 10 ug 35 mm 

15 ug 25 mm 5 ug 25 mm 

 
Muestra 

1 

Halo de 

inhibición 
Antibiótico 

Muestra 

2 

Halo de 

inhibición 
Antibiótico 

Staphylococcus 

aureus 

5 ug 25 mm 

Ceftriaxona 

15 ug 30 mm 

Amoxicilina 10 ug 35 mm 10 ug 35 mm 

15 ug 25 mm 5 ug 25 mm 

 

Los resultados obtenidos en la evaluación de la concentración mínima inhibitoria 

(CMI) mediante el método E-test muestran que Amoxicilina presenta una mayor 

efectividad antimicrobiana en comparación 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. mostró una menor susceptibilidad, con 

un halo máximo de 30 mm; por tanto, la amoxicilina es una opción más efectiva 

para el tratamiento de estas bacterias.  

Figura 16 

Barras agrupadas de Halo de inhibición por Bacteria por Concentración 

 

Se observó que la concentración de antibiótico de 10 µg generó un halo de 

inhibición más grande en las cuatro cepas bacterianas en comparación con la 

concentración de 15 µg, que mostró halos de menor tamaño. La bacteria que 

presentó la menor resistencia al antibiótico fue Staphylococcus aureus, en contraste 

con Bacillus spp exhibió los halos más pequeños. Se destaca que la ceftriaxona es 

más eficaz contra bacterias gramnegativas, mientras que la amoxicilina es más 

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 

antibióticos evaluados 

En el estudio de la eficacia de antibióticos frente a diversas bacterias realizado por 

Fuentala (2024), se observó que E. coli mostró resistencia a amoxicilina, con halos 

inhibitorios pequeños en las muestras; en cambio, ceftriaxona destacó por su alta 

eficacia, mostrando una sensibilidad del 100% contra esta bacteria. Para 

Staphylococcus spp., la amoxicilina presentó una sensibilidad del 50%, mientras 

que en el caso de Bacillus, también mostró una resistencia total, sin actividad 

antimicrobiana detectable. Por tanto, Amoxicilina presentó menor eficacia en todos 

los casos, destacándose su resistencia frente a Bacillus, así como una menor 

sensibilidad frente a Staphylococcus spp., por otro lado, ceftriaxona resultó ser uno 

de los antibióticos más efectivos, frente a E. coli y Staphylococcus spp.. 
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4.2. COMPROBACIÓN DE LAS HIPÓTESIS  

Para evaluar las hipótesis planteadas, se realizaron análisis estadísticos 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 verificó la influencia de la variedad de naranja y del efecto antioxidante sobre la 

capacidad antioxidante, utilizando el análisis de varianza (ANOVA); 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. Además, la interacción entre ambos factores también fue 

significativa (F = 340,96; p = 0,0000). A través de las pruebas de Múltiple Rangos, 

se observó que la variedad de naranja valenciana presentó 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 mostró una mayor capacidad en comparación con el FRAP, con medias de 

297,21 y 129,33 (Tabla 16). 

Actividad antimicrobiana: 

En el análisis de la actividad antimicrobiana, se encontró que tanto la variedad de 

naranja como el efecto antimicrobiano influyeron significativamente en el tamaño 

del halo de inhibición (F = 11907,00; p = 0,0000 para la variedad de naranja y F = 

256,33; p = 0,0000 para el efecto antimicrobiano). En cuanto a la interacción, se 

evidenció también una diferencia estadísticamente significativa (p = 0,0000). Según 

las pruebas de Múltiple Rangos, la naranja agria mostró una mayor actividad 

antimicrobiana en comparación con la naranja valenciana (Tabla 20). En relación 

con los efectos antimicrobianos, las bacterias Shigella, E. coli, Staphylococcus y 

Bacillus fueron afectadas significativamente por el aceite esencial, con diferencias 

entre los tamaños de halo de inhibición (Tabla 21). 
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Por consiguiente, se rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis 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 

• Se logró extraer aceite esencial a partir de cáscaras de naranja agria y valenciana 

mediante arrastre de vapor, obteniendo un rendimiento del 1,25% en ambos 

casos. El proceso mostró diferencias en las temperaturas iniciales de 

condensación: 10°C y 23°C para las cáscaras de naranja agria y valenciana, 

respectivamente, lo que indica una mayor volatilidad de los compuestos en la 

cáscara de naranja agria; Este rendimiento muestra que ambos tipos de cáscara 

son adecuados para la extracción de aceite esencial bajo estas condiciones 

experimentales. 

• El método ABTS detectó una capacidad antioxidante significativamente mayor 

en el aceite de naranja valenciana (438,08 µmol ET/L) que en el aceite de 

naranja agria (156,35 µmol ET/L). Por su parte, el método FRAP mostró valores 

inferiores, pero también evidenció la superioridad antioxidante del aceite de 

naranja valenciana (187,21 µmol ET/L frente a 71,45 µmol ET/L). Esto 

confirma que los compuestos bioactivos antioxidantes están presentes en mayor 

proporción en la naranja valenciana y que el método ABTS es más sensible para 

la detección de antioxidantes. 

• El aceite esencial de naranja agria presentó una actividad antimicrobiana 

significativa contra las cuatro bacterias evaluadas, con halos de inhibición que 

oscilaron entre 16 mm (Shigella spp.) y 30 mm (Bacillus spp. y Staphylococcus 

aureus). En contraste, el aceite de naranja valenciana no mostró actividad 

antimicrobiana bajo las condiciones del estudio, lo que indica diferencias en la 

concentración y tipo de compuestos bioactivos entre las variedades, por tanto, 

se resalta el potencial del aceite de naranja agria como un agente antimicrobiano 

natural. 

• La amoxicilina mostró una mayor efectividad antimicrobiana frente a Bacillus 

spp., Escherichia coli, y Shigella spp., con halos de inhibición máximos de 35 

mm en concentraciones de 10 µg. Ambas opciones de antibiótico 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 específicas. 

5.2. RECOMENDACIONES 

• Optimizar las condiciones del proceso, como el tiempo de extracción, la 

relación materia prima/solvente, y la temperatura de condensación, para 

maximizar el rendimiento del aceite esencial. 

• Realizar análisis cromatográficos (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 más amplio de 

concentraciones del aceite esencial de Citrus sinensis con el objetivo de 

determinar si su actividad antimicrobiana es dependiente de la concentración. 

Esto se debe a que, en las concentraciones previamente evaluadas, no se observó 

un efecto antimicrobiano significativo. 

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

horas) para evaluar cómo varía la efectividad de los antibióticos con el tiempo. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

Mapa de ubicación de la investigación 

 

Nota. Mapa y coordenadas del laboratorio de vinculación de la UEB. Toma de la ubicación mediante 

“Google Maps” 

 

Nota. Mapa y coordenadas del laboratorio general de la UEB. Toma de la ubicación mediante 

“Google Maps”



 

Anexo 2 

Cronograma de actividades 

    
AÑO 2024 – MES 

FASE LABORATORIO - CAMPO 

    Mes 6 Mes 7 Mes 8 Mes 9 Mes 10 

Actividad Detalle 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

Objetivo 

1 

• Extraer el 

aceite de la 

corteza de la 

naranja por 

destilación 

simple. 

                                        

Objetivo 

2 

• Estudiar la 

capacidad 

antioxidante 

del aceite 

obtenido. 

                                        

Objetivo 

3 

• Determinar el 

efecto 

microbiano del 

aceite en cuatro 

cepas de 

bacterias (E. 

coli, Shigella, 

Staphylococcus 

aureus y 

Bacillus). 

                                        

Objetivo 

4 

• Evaluar la 

concentración 

mínima 

inhibitoria del 

mejor 

tratamiento. 

                    



 

Anexo 3 

Presupuesto de anteproyecto 

AÑO 2024 – MES 

PRESUPUESTO DEL PROYECTO 

      Mes 6 Mes 7 Mes 8 Mes 9 Mes 10 

Actividad Detalle Monto 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

Objetivo 

1 

Extraer el aceite 

de la corteza de 

la naranja por 

destilación 

simple. 

$100                                         

Objetivo 

2 

Estudiar la 

capacidad 

antioxidante del 

aceite obtenido. 

$250                                         

Objetivo 

3 

Determinar el 

efecto 

microbiano del 

aceite en cuatro 

cepas de 

bacterias (E. 

coli, Shigella, 

Staphylococcus 

aureus y 

Bacillus). 

$450                                         

Objetivo 

4 

Evaluar la 

concentración 

mínima 

inhibitoria del 

mejor 

tratamiento. 

$350                                         

Total, de Inversión  $1150 



 

Anexo 4 

Recolección de las materias Primas 

Recolección de las Materias Primas 

N° 
Fecha de 

Recolección 
Hora Código 

Peso de la 

materia 

Prima  

Cantid

ad 

Naranja variedad 

valenciana (citrus 

sinensis) 
          

Naranja agria (citrus 

aurantium)           

 

  



 

Anexo 5 

Informes de resultados 

 

Nota. Informe de resultados para actividad antioxidante  



 

 

Nota. Informe de resultados para capacidad antimicrobiana 

 

  



 

 

Nota. Informe de resultados para concentración mínima inhibitoria 

  



 

Anexo 6 

Fotografías de la investigación 

Obtención del aceite esencial 

 
Nota. Pelado de las variedades de naranja 

 
Nota. Naranja valenciana (amarilla) y 

Naranja agria (verde) 

 
Nota. Picado de la cáscara  

Nota. Alcohol a 60% y medido 90ml 

Medición de antioxidantes 

 
Nota. Preparación del reactivo FRAP 

 
Nota. Preparación de las diluciones 

Método E-test 

 
Nota. Preparación de las concentraciones del 

antibiótico  

 

  



 

Anexo 7 

Glosario de términos técnicos 

Aceite esencial: 

Compuesto volátil y aromático que se encuentra en algunas plantas, generalmente 

en partes como hojas, flores, frutos, corteza o raíces. Se utiliza en aromaterapia, 

cosmética, medicina tradicional y como complemento dietético. 

Actividad antioxidante: 

La capacidad de una sustancia para inhibir o reducir la oxidación de otras moléculas 

del cuerpo. Los antioxidantes son importantes para combatir el estrés oxidativo y 

prevenir el daño celular. 

Actividad antimicrobiana: 

La capacidad de una sustancia para inhibir o matar microorganismos como 

bacterias, virus, hongos o parásitos que pueden causar enfermedades. 

Citrinus: 

Un nombre común que se refiere a plantas del género Citrus, que incluyen, entre 

otras, naranjas, limones, limas, pomelos y mandarinas. 

Citrus aurantium: 

El nombre científico de la naranja agria, una variedad de cítricos originaria del 

sudeste asiático, ampliamente cultivada por su fruto y su uso en la medicina 

tradicional. 

Citrus sinensis: 

Nombre científico de naranja dulce o naranja valenciana, un tipo de cítrico muy 

cultivado por su fruto jugoso y dulce. 

Destilación: 

El proceso de separar los componentes volátiles de una mezcla líquida mediante 

evaporación y condensación. En este caso hablamos de destilar plantas para extraer 

aceite esencial. 

Estrés oxidativo: 

Un desequilibrio entre la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la 

capacidad del sistema antioxidante del cuerpo para neutralizarlas puede provocar 

daño celular y contribuir al desarrollo de enfermedades. 



 

Naranja valenciana: 

Variedad de naranja cultivada en la región de Valencia, España, conocida por su 

sabor dulce y jugoso. Esta es una de las variedades más comunes de naranjas dulces 

que se utilizan para consumo en fresco y en la producción 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. 

 


