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RESUMEN

Objetivo: Comparar la efectividad antibacteriana del aceite esencial de la cascara de Citrus
limon (limdn) y cascara de Citrus x sinensis (naranja) frente al Staphilococcus aureus cepa
ATCC 25923 in vitro. Método: Estudio experimental con enfoque comparativo prolectivo, los
aceites fueron realizados por el método de hidrodestilacion, para luego ser diluido en tres
concentraciones: 50%, 75% y 100%, y asi medir su eficiencia antibacteriana frente al
Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923 a través de los halos de inhibicion formados en cada
pocillo medidos por un caliper digital. Resultados: La propiedad antibacteriana de los aceites
esenciales de citrus x sinensis y citrus l[imon, a través de la prueba de estadistica inferencial de
T de Student, se comprobd que existe diferencia estadisticamente significativa entre los
resultados obtenidos al presentar un p<0.05, donde el aceite esencial de citrus x sinensis superod
al aceite esencial de citrus limon, con una media de 22.5 mm sobre una de 16.2 mm, ambas en
sus diluciones al 100% a las 24 hrs, acercandose al grupo control de Clorhexidina al 0.12%, el
cual obtuvo una media de 23.9 mm . Conclusiones: El aceite esencial de citrus x sinensis
demostro6 ser mas efectivo en sus tres diluciones al 50%, 75% y 100% frente al aceite esencial
de citrus limoén, a las 24 y 48 hrs, igualando valores al del grupo control que fue Clorhexidina
al 0.12%.

Palabras clave: efectividad antimicrobiana, aceite esencial, Citrus limon, Citrus x

sinensis, Staphilococcus aureus ATCC 25923
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ABSTRACT

Objective: Compare the antibacterial effectiveness of the essential oil of the peel of Citrus
lemon (lemon) and peel of Citrus x sinensis (orange) against Staphylococcus aureus strain
ATCC 25923 in vitro. Method: Experimental study with a comparative prolective approach,
the oils were made by the hydrodistillation method, to then be diluted in three concentrations:
50%, 75%b and 100%, and thus measure their antibacterial efficiency against Staphylococcus
aureus strain ATCC 25923 through the inhibition halos formed in each well measured by a
digital caliper. Results: The antibacterial property of citrus x sinensis and citrus limon essential
oils, through the inferential statistical test of Student's T, it was found that there is a statistically
significant difference between the results obtained when presenting a p<0.05, where citrus x
sinensis essential oil surpassed citrus limon essential oil, with a mean of 22.5 mm over one of
16.2 mm, both in their 100% dilutions at 24 hours, approaching the control group of
Chlorhexidine at 0.12%, which obtained a mean of 23.9 mm. Conclusions: Citrus x sinensis
essential oil proved to be more effective in its three dilutions at 50%, 75% and 100% compared
to citrus limon essential oil, at 24 and 48 hrs, equaling values to the control group which was
0.12% chlorhexidine.

Keywords: antimicrobial effectiveness, essential oil, Citrus limén, Citrus x sinensis,

Staphylococcus aureus ATCC 25923



I. INTRODUCCION

El microbiota bucal esta constituido por diferentes microorganismos, en los cuales
tenemos bacterias, hongos, virus, y parasitos, y se estima un alrededor de setecientos
macroorganismos. Que, cuando existe un desequilibrio en el microbiota bucal, se presentan
ciertos cuadros patoldgicos.

El ser humano desde épocas pasadas como es el caso del incanato, utilizaba ciertas
plantas y frutas como elementos para aliviar ciertas afectaciones en su salud, como es el caso
de la coca como elemento anestésico o como la hoja de la pimienta que se usaba para curar
enfermedades de la piel.

La actividad antimicrobiana de los aceites tiene relacion con sus componentes quimicos
estudios al respecto han demostrado su eficacia frente a varios agentes patogenos, como es el
caso del Staphilococcus Aureus, esto propone una alternativa natural en el alivio de ciertas
alteraciones patologicas de la cavidad bucal.

La fitoterapia a sido y sigue siendo una alternativa gracias a sus propiedades
fitoquimicos y flavonoides que contienen la céscara de algunos frutos como por ejemplo
naranja, limén, toronjas, mandarina; las cuales tienen propiedades analgésicas,
antiinflamatorias, antimicrobianas, entre otras.

Por lo cual, gracias a las propiedades de estos frutos, se realizo un estudio comparativo
de la efectividad antibacteriana del aceite esencial de la cascara de citrus limon (limon) y céscara
de citrus x sinensis (naranja) frente al Staphylococcus aureus. Mediante el proceso de
hidrodestilacion obtuvimos el aceite de ambas cascaras para luego inocular el microorganismo
Staphilococcus aureus en agares de cultivo en las cuales se medira su concentracion minima
inhibitoria a través de los halos de inhibicion por medio de un caliper digital por intervalos de
tiempo de 24 y 48 hrs a distintas concentraciones para poder relaciones los datos y averiguar

su eficacia bactericida y bacteriostatica.



1.1.  Descripcion y formulacion del problema

Existen muchos productos quimicos para combatir determinadas enfermedades en este
caso de la cavidad bucal, pero que muchas veces tienen efectos colaterales que afectan al ser
humano, por esto se busca alternativas naturales para combatir ciertas patologias.

El proposito de esta investigacion es determinar la efectividad antimicrobiana de dos
aceites obtenidos de dos frutos citricos como el limén y la naranja mediante un estudio in Vitro.
Esta investigacion es esencialmente comparativa y experimental la cual se realizara en un total
16 muestras por cada porcentaje de cada aceite.

Los resultados demostraran si las esencias de aceite de la cdscara de naranja o del limoén
son mas efectivas ante la presencia del Staphylococcus Aureus cepa ATCC 25923.

Por este fin se plantea esta pregunta ;Cudl es la efectividad antibacteriana del aceite de
cascara de citrus limon (limén) y la céscara de cifrus x sinensis (naranja) frente al
Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923 in vitro?

1.2.  Antecedentes

Santos (2025) en Brasil, recopil6 distintos articulos para realizar una revision sistémica
y asi averiguar sobre el potencial de aceites esenciales del género citrus y sus distintas
propiedades antimicrobianas. En sus resultados, los articulos confirmaron que frente a diversos
microorganismos como las bacterias y hongos mostraron una eficacia mas que aceptable,
gracias a los compuestos bioactivos como el limoneno, el linalol, y el citral, que les otorgaron
sus propiedades antimicrobianas. El autor de este articulo sugiere que, como su potencial
antimicrobiano fue alto, su uso como coadyuvante antibacteriano puede quedar en segundo
plano, y llegar a remplazar la utilizacion de compuestos quimicos elaborados por laboratorios.
Entre los microorganismos. En esta revision los principales microorganismos afectados fueron

la Escherichia coli, el Staphylococcus aureus, donde el principal mecanismo de accion de estas



biomoléculas fue la destruccion de la bicapa lipidica ubicada en la pared celular, lo que
ocasiond su destruccion.

Leon (2024) en Brasil, desarroll6o un soporte impregnado a partir del aceite esencial de
citrus sinensis, obtenido por hidrodestilacion de su pericarpio (cascara), se evalud su
composicion por medio de un espectrometro de masa. Las concentraciones del aceite fueron al
2%y 1.5%, frente a cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. En los resultados dados
por el espectrometro de masa, los monoterpenos fueron los que se encontraron en mayor
nimero, como el Limoneno, el f-merceno y el linalol. En cuenta a su actividad antibacteriana,
mostrd resultados positivos inhibiendo el crecimiento de estas bacterias y eliminandolas.

Anwar (2023) en India, estudio el poder antibacterial y antifingico del aceite esencial
de citrus sinensis, realizados por destilacion solido-liquido a través del Soxhlet. Los
microorganismos analizados fueron tres cepas bacterianas y tres fingicas, entre ellas el
Staphylococcus aureus y Aspergillus flavus, utilizando como grupo control a la Anfotericina —
b. Las pruebas para evaluar su poder antimicrobiano fueron a través de mediciones por medio
de un caliper digital a los halos inhibitorios formados alrededor de los pocillos impregnados
con el aceite esencial. Se obtuvo como resultado que el mayor halo inhibitorio fue contra la
Escherichia coli, siendo de 14 mm. Se demostr6 que el aceite esencial de citrus sinensis poseia
efectos antibacterianos.

Jiménez (2022) llevo a cabo una revision sistematica en Ecuador sobre las propiedades
antioxidantes y antimicrobianas de los aceites esenciales obtenidos de Citrus sinensis, Citrus
paradisi y Citrus reticulada. A partir del andlisis de multiples fuentes, se concluyé que su
actividad antimicrobiana podria estar relacionada con la presencia de taninos, saponinas,
compuestos fendlicos, flavonoides, entre otros componentes bioactivos. Asimismo, se
identifico que la efectividad antibacteriana de estos aceites varia en funcion del grado de

maduracion del fruto.



Sin (2021) en Argentina, desarrolld una revision sistematica enfocada en la actividad
antibacteriana de diversos aceites esenciales y su posible aplicacion en odontologia. Entre los
compuestos analizados se encontraron aceites provenientes de cascara de naranja y limoén, del
género Citrus, los cuales demostraron capacidad para interferir en la sintesis y funcion de
acidos nucleicos, afectando procesos metabolicos esenciales a través de alteraciones en la
permeabilidad de la membrana bacteriana, lo que conduce a su desintegracion. Este efecto fue
evidenciado en cepas como Streptococcus mutans'y Staphylococcus aureus.

Tupayachi (2024) en Peru, realizé estudios sobre la composicion citoquimica del aceite
esencial de citrus limon y su eficacia antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. El aceite se obtuvo a través de
hidrodestilacion, a una concentracion de 0.315 %. En la evaluacion de sus componentes
bioactivos a través de los gases por cromatografia, se encontrd que el Limoneno ocupaba el
mayor porcentaje en la composicion. Para la prueba de sensibilidad bacteriana se utilizo el
método de conteo de unidades formadoras de colonias para cada microorganismo bacteriano.
Se tuvo como resultado que a las 24 y 48 hrs de realizado el cultivo, se obtuvo una respuesta
positiva referente a su propiedad antimicrobiana.

Luque (2021) en Pert, evalud tanto la eficacia antibacteriana como el poder
antioxidante del aceite esencial de citrus sinensis frente a cepas bacterianas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 12228, donde se utilizd una muestra de 8
pocillos por grupo. Para la elaboracion del aceite esencial se utilizo el método liquido-liquido,
diluyéndolo en tres concentraciones, de 30%, 50% y 70%. Para evaluar la eficacia
antibacteriana se utilizd el método de sembrio en agar para medir los halos de inhibicion
formadas alrededor de los pocillos impregnados con aceite, y para el poder antioxidante, a

través de la prueba reactiva por el método de DPPH, la cual resultd positiva. Respecto a su



efecto bactericida, mostré buenos resultando antes las cepas bacterianas de esta investigacion,
siendo ante el S. aureus 16 mm su pico mas alto, y frente a la E. coli, 7.6 mm.

Ramirez (2019) evalu¢ la actividad inhibitoria del aceite esencial de Citrus x sinensis
frente a Streptococcus mutans y Staphylococcus epidermidis. El aceite fue extraido mediante
hidrodestilacion y analizado con el método de microdilucion en caldo, determinandose que una
concentracion de 450 ug/mL era suficiente para inhibir el crecimiento de S. mutans,
estableciendo esta cifra como la concentracion minima efectiva en su estudio.

1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

. Comparar la efectividad antibacteriana del aceite esencial de la cascara de Citrus
limon (limoén) y cascara de Citrus x sinensis (naranja) frente al Staphylococcus aureus cepa
ATCC 25923 in vitro.

1.3.2. Objetivos especificos

. Determinar la concentracion inhibitoria de la cascara de Citrus x sinensis
(naranja) al 50%, 75% y 100 % en 24 hrs frente al Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923.

. Determinar la concentracion inhibitoria de la céscara de Citrus x sinensis
(naranja) al 50%, 75% y 100 % en 48 hrs frente al Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923.

o Determinar la concentracion inhibitoria de la cascara de Citrus limon (limon)
al 50%, 75% y 100 % en 24 hrs frente al Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923.

. Determinar la concentracion inhibitoria de la céscara de Citrus limon (limén)
al 50%, 75% y 100 % en 48 hrs frente al Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923.

. Comparar los aceites esenciales en sus distintas concentraciones para evaluar

su eficiencia antimicrobiana frente al Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923.



1.4.  Justificacion

Encontrar cudl de las dos cascaras de los frutos citricos (limoén y naranja) tendra mayor
efecto microbiano frente al Staphilococcus aureus que es uno de los microorganismos mas
frecuentes en enfermedades gingivales, asi mismo dando alternativa natural en los procesos
infecciones para combatirlo.

Aumentar el conocimiento que se tiene sobre estos frutos en el campo de la
investigacion relacionada a la salud dental y salud publica, ya que, al aumentar la literatura
respecto a sus beneficios, puede ser usada, a futuro, como un coadyuvante natural, en
reemplazo de los productos quimicos usados, o como parte de la composicion de productos que
ayuden en la salud oral.

Utilizar nuevos métodos que protejan el medio ambiente, como es el reciclaje de fuentes
organicas, y que también posean un potencial beneficio en la salud de las personas.

1.5.  Hipétesis

El aceite esencial de la céscara de Citrus limon serd menos efectivo que el aceite

esencial de cascara de Citrus x sinensis frente al Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923 in

vitro.



II. MARCO TEORICO
2.1. Bases teodricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Biofilm

La cavidad bucal y sus multiples estructuras, como son la lengua, encias, dientes,
paladar, etc., poseen diversas texturas, morfologia, temperaturas, y distintos mecanismos
fisiologicos propios de cada uno; gracias a estas condiciones particulares, es posible que una
gran diversidad de microorganismo desarrolle un ambiente idoneo para su proliferacion.

Esta diversidad de microorganismo, que en conjunto forman una comunidad o también
denominada microbiota oral, tiene un rol importante en la defensa del huésped. Existen mas de
setecientas especies bacterianas que conviven en este microbiota oral, los cuales son
indispensables para mantener el equilibrio bioldgico, y, por consecuencia, la salud oral.
(Sarduy, 2016).

La boca funciona como un ecosistema dinamico donde multiples microorganismos han
aprendido a convivir gracias a sus multiples métodos de adaptacion y fisiologias diversas, esto
sumado a que en la boca también existen nichos que facilitan su fijacion en este ecosistema.
Uno de esos nichos, son los tejidos del surco gingival, las superficies de las piezas dentarias,
la lengua, y las diversas mucosas que se encuentran recubriendo la cavidad oral.

Todo este proceso inicia con la formacion de una pelicula delgada, en la cual las
colonias bacterianas pueden proliferar, debido a que estd compuesta por glicoproteinas
salivales, las cuales tienen un gran poder adherente en las superficies dentales. Los
microorganismos se fijan sobre estas glicoproteinas, y realizan un intercambio entre las
adhesinas bacterianas y los receptores glicoproteicos de la biopelicula formada, este proceso
fortalece atn mas la adherencia quimica de estos microorganismos. Entre estos
microorganismos pioneros, tenemos a los Streptococcus orales, como el mutans o el mitis, o

bacilos gran negativos. Pasado el tiempo, y el biofilm ya se encuentre consolidado, es capaz de



albergar bacterias tanto gran positivas como gram negativas, lo que aumenta su proliferacion
bacteriana y desarrollo, para luego distribuirse a distintas zonas, como los tejidos blandos,
lengua, amigdalas, etc. (Fiehn, 2017).

A medida que el biofilm madura, el metabolismo de los microorganismos que la habitan
incrementa, gracias a los nutrientes proporcionados por la saliva. Esto abre paso a la formacion
de una matriz extracelular, que aumenta y facilita el proceso de adhesion sobre las superficies
dentales, y brinda proteccion al ecosistema bacteriano. Como en cualquier biofilm que se
encuentre en el organismo humano, este biofilm oral también posee un sistema de
comunicacion, llamado detecciéon de quorum, en el cual las moléculas autoinductor 1 y
autoinductor 2 cumplen roles de estructuracion y virulencia. (Marsh, 2016)

Este biofilm resultante es el principal culpable de la aparicion de patologias bucales en
las estructuras dentarias y tejidos blandos. Por ejemplo, la caries dental, la cual es la
responsable de la pérdida progresiva de los tejidos minerales de la pieza dental, que, de no ser
tratada, puede evolucionar y ocasionar infecciones en tejidos adyacentes, como son el tejido
periodontal, a través de una periodontitis apical, o una pulpitis irreversible. En el caso de
enfermedades a nivel periodontal, tenemos a la gingivitis y periodontitis; y en el caso de
implantes dentales, a la periimplantitis, ya que el biofilm ocasiona una respuesta inflamatoria
en estos tejidos de soporte. (Marsh, 2016).

2.1.1.2. Microorganismos en la cavidad oral. La boca es el punto de acceso para
multiples microorganismos que se encuentras dispersos en el medio ambiente, por lo que, es
un habitat propicio para su desarrollo, formaciéon y proliferacion. Aproximadamente, se
encuentran alrededor de 6 mil millones de microorganismos entra bacterias y virus. Entre estos
microorganismos hay una relacion que les permite obtener ventajas para su desarrollo y
evolucion, formando asi comunidades bacterianas. (Cruz, 2016)

Debido a los multiples microrganismos que habitan la cavidad oral, y sus diferentes



metabolismos y variables, es muy dificil saber la composicion microbiana de estos micro
ecosistemas. Se han logrado aislar hasta 200 microorganismos distintos de la cavidad oral, la
mayoria de estos, se encontraban de forma transitoria, solo el 20% eran residentes de este
microbiota.

Y no unicamente es habitado por bacterias, ya que este microsistema sirve de refugio
para hongos y virus. Siendo aproximadamente alrededor de setecientas en total. La mayor parte
de este grupo de microorganismos son comensales, y el menor porcentaje, es considerado
patogeno oportunista alojado en el biofilm oral, y dentro de este pequefio porcentaje, algunos
microorganismos pueden ocasionar infecciones sistémicas. Entre los microorganismos
patogenos a considerar presentes en el biofilm oral, tenemos a la Candida albicans, a la
Pseudomona aeruginosa, el Enterococcus faecalis, alos Streptococcus mutans'y Streptococcus
pyogenes, y al Staphilococcus aureus. (Arweiler, 2016)

La literatura actual sobre los microrganismos y sus interrelaciones vinculadas al biofilm
dental, fueron obtenidos a través de estudios de laboratorios por medio de cultivos y pruebas
de sensibilidad y pruebas de biologia molecular. Gracias a estas pruebas, las ultimas
investigaciones explican que aproximadamente solo el cincuenta por ciento de los
microorganismos que habitan en el biofilm oral, pueden ser identificados por estos métodos,
ya que los microorganismos que se encuentran en el biofilm oral varian tanto en personas como
en ubicaciones de la cavidad oral.

Por este motivo, las enfermedades causadas en la cavidad oral raramente son dadas por
patogenos externos, sino mas bien, ocasionadas por las propias bacterias patdogenas que se
encuentran en el biofilm orales que, debido a ciertas circunstancias, se volvieron dominantes,
y su desarrollo y proliferacion aumentaron, y por ende, su virulencia. Esto toma el nombre de
hipotesis del biofilm/ placa ecoldgica, donde diversos factores locales llevaron a cambios en el

bioma oral, por ejemplo, los relacionas a la caries dental, o a las enfermedades periodontales.



10

Estos cambios son diferentes para cada patologia que se presente en la cavidad oral
(Winkelhoff, 2016).
2.1.2. Staphylococcus aureus

Es la bacteria mas comun residente en el cuerpo y causante de multiples infecciones,
dependiendo la cepa bacteriana y el foco de la infeccion, puede ocasionar infeccionas invasivas
y enfermedades dirigidas por toxinas. La fisiopatologia también va a varias dependiendo de la
zona y el tipo de infeccion. Este microorganismo se encuentra en el medio ambiente y en los
epitelios como la piel, y las membranas mucosas que revisten a la cavidad oral, como huésped
en personas sanas. (Espejo, 2019).

El medio por el cual se transporta esta bacteria es a través de las mucosas de las fosas
nasales. Este microrganismo, puede estar presente en el huésped, siendo este portador
persistente, intermitente y no portador, dependiendo de cudnto tiempo este con el
microorganismo. Pero pese haya esta division, todos son propensos a la colonizacion
bacteriana. Las infecciones causadas por esta bacteria tienen una gran tasa de morbilidad y
mortalidad tanto en ambientes médicos como en sitios de uso comun para la comunidad. En el
caso de consultorios odontoldgicos, esta transmision puede empezar por pacientes portadores
del virus que entraron en contacto por medio de saliva con algun instrumento o insumo
contaminandolo, o por el aerosol de la pieza de mano durante un tratamiento dental. (Luque,
2021).

Este bacteria no inicia su patogénesis de forma directa, puesto que necesita de factores
predisponentes para su virulencia, como son las manifestaciones clinicas de la bacteriemia, por
medio de focos infecciosos, ya que estos favorecen los medios de transporte para su
diseminacion, ya que estos microorganismos por si solos no son patogénicos y se encuentran
en la piel y mucosas y pueden ocasionar procesos secundarios a distancia, pero si hay una

lesion, esta bacteria activa su virulencia en este foco de microorganismos, causando una



11

infeccion.

Las infecciones por Staphylococcus aureus en boca no suelen ser muy comunes, pero
estan presentes en los abscesos dentales, los cuales son acumulaciones de pues las cuales se
desarrollaron alrededor de las piezas dentarias, producto de una infeccidon bacteriana
ocasionada por enfermedad periodontal o caries dental encontrandose en un quince porciento
de los casos estudiados, provocando sintomas como dolor, enrojecimiento del area infectada,
sensacion de ardor, etc. Como este organismo se encuentra como huésped natural del
microbiota bucal, no se toma en cuenta en las tomas de muestras de saliva, ya que su
participacion como agente principal en enfermedades como la periodontitis tiene muy bajas
probabilidades. Por ende, el odontologo al tratar enfermedades de origen infecciosas en la
cavidad oral se enfoca en contrarrestar a microorganismos como la Porphyromona gingivalis
o la Prevotella intermedia, u otros de alta virulencia, mas no a al Staphylococcus aureus,
ocasionando un fracaso terapéutico, iniciando posibles patologias sistémicas, como es la
endocarditis infecciosa. (Mobili, 2017)

2.1.2.1. Mucositis estafilococica. De acuerdo con los estudios de la doctora Luque
(2017) la mucositis estafilococica tiene como principal caracteristica la ulceracion e
inflamacion de los tejidos mucosos que revisten al tracto digestivo, ocurrido debido a
tratamientos contra el cancer como son la quimioterapia o la radioterapia. En algunas
circunstancias, estas ulceraciones sirven de foco para la proliferacion y desarrollo de
microorganismo, que aprovechando la solucién de continuidad que se encuentra en las
mucosas, se puede movilizar a distintos tejidos, como, por ejemplo, a la mucosa de la cavidad
oral.

2.1.3. Fitoterapia
El uso de plantas y sus derivados con fines medicinales ha sido una practica ancestral

en distintas regiones del mundo. Ya que fue, durante mucho tiempo, la tinica forma de medicina
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que existia, trasmitida de generacion en generacion a los médicos. Esto dio como resultados
que los médicos de aquellos tiempos se especializaran en el uso y la identificacion de las
distintas propiedades que poseian las diferentes plantas, hasta estos tiempos.

Los investigadores de la comunidad cientifica siempre han mostrado un interés profuso
por las propiedades de las biomoléculas presentes en las plantas y sus subproductos, como los
frutos y hojas, debido, a su amplio uso a través del tiempo en la prevencion y tratamientos de
distintas patologias. En la actualidad, multiples investigaciones han demostrados los efectos
farmacologicos de las plantas y su utilizacion para controlar inflamaciones, tratar infeccion y
aliviar el dolor, eficacia antioxidante, y, hasta poder antitumoral. Respecto al area de
odontologia, la utilizacion de aceites esenciales ha sido probado y estudiado en distintas
especialidades, como son la endodoncia, la periodoncia y el area de materiales dentales,
respecto a su poder antimicrobiano y bacteriostatico para tratas ciertas patologias como la
caries dental y las afecciones gingivales. (Meccatti, 2022)

Los principios que trata la homeopatia hablan sobre enfrentar la enfermedad que se
padezca, consumiendo sustancias que produzcan las mismas respuestas de defensas, que las
que produces el sistema inmunitario del cuerpo humano cuando se estd viendo atacado por
algiin patogeno. De esta manera, el organismo soluciona este problema patologico viéndose
estimulado para reaccionar y defenderse por los efectos provocados por la sustancia consumida,

Esto es el resultado de las reacciones ocasionadas por los distintos componentes que se
encuentran en las plantas y sus subproductos, variando en sus propiedades, cantidades y
composicion, dependiendo de su género y especie, o al habitad donde se encuentre. Los
Componentes mencionados a continuacion son los que se encuentras en mayor concentracion
en el género citrus.

Flavonoides: Se encuentran en muchas especies vegetales cumpliendo multiples

funciones. Estos tienen propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y son muy eficaces para
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producir una buena irrigacion sanguinea. Tenemos multiples flavonoides, entre estos los mas
importantes son las antocianinas, los polifenoles y los taninos, con gran impacto nutricional y
medicinal. Se encuentran en frutas como el camu camu, los arandanos, la vid, el limoén, etc.

Cumarinas: Posee diversas propiedades en el organismo y se encuentras en la mayoria
de las plantas medicinales. Una de sus principales funciones es la regular el flujo sanguineo,
por ejemplo, con el meliloto. Otro ejemplo, seria su accion cuando se consume apio. Ya que
cumple el rol de protector solar, o en la biznaga, cumpliendo el rol de relajando muscular de
los musculos lisos

Terpenos: Este compuesto bioldgico perteneciente al grupo de los hidrocarburos,
presenta multiples propiedades, como su poder antimicrobiano y bacteriostatico, asi como
antiinflamatorio, uno de sus principales representantes es el limoneno, que se encuentras en las
cascaras de la lima, limon, naranja, etc. Otro representativo en el mirceno, que esta incluido en
multiples aceites esenciales de varias plantas, posee efectos analgésicos y antiinflamatorios, se
encuentra principalmente en hongos, cdscaras, lipulo, yerba limoén, etc.

Fenoles: Esta biomolécula también esta presente en una gran cantidad de plantas, como
el sauce blanco, y es utilizado en la fabricacion de aspirinas, ya que uno de los insumos para
su preparacion, es el acido salicilico. Otro fenol de gran importancia es el timol, el cual se
encuentra en el tomillo. Las propiedades principales de este grupo su capacidad antiséptica y
su poder antiinflamatorio, si son utilizados dentro del organismo, puesto que tienen un efecto
irritante en la piel y mucosas expuestas. (Echegaray, 2017)

2.1.4. Aceites esenciales

Los aceites esenciales, son un conjunto de compuestos de biomoléculas extraidas por
distintos métodos de hidrodestilacion obtenidas de diversas partes de las plantas.

Este producto obtenido por hidrodestilacién posee ciertas propiedades significativas,

como son sus efectos antimicrobianos, antioxidantes, antifungicos, entre otras. En los ultimos
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afos, los estudios relacionados al area de la fitoterapia han aumentado, entiendo esta terapia
como la utilizacion de productos naturales cuyas propiedades ayudan en el tratamiento y
control de distintas patologias, con el proposito de disminuir el consumo y utilizaciéon de
farmacos de origen quimico y sintéticos. (Tupayachi, 2024).

En el area de la odontologia, el uso de aceites esenciales ha tomado mucha importancia
debido a las propiedades que presentan las plantas y sus frutos, gracias a sus componentes
bioactivos y las propiedades antimicrobianas que presentan frente a miltiples microorganismos
patogenos que se encuentran en la cavidad oral y son partes de biofilm oral. Los estudios
actuales recopilados dan detalle del uso de estos aceites esenciales como parte de la fabricacion
en elementos de la higiene oral diarios como son los enjuagues bucales o las pastas dentales.
Las funciones de estos productos fueron ayudar a la remocidon quimica y mecanica del biofilm
en las superficies dentarias y encias, y mitigas la halitosis, inhibiendo los desagradables
compuestos volatiles producidos por microorganismos huéspedes de la cavidad oral.

2.1.5. Citrus limon

Conocido comunmente como limén, procede del arbol limonero, el cual es de tamafio
mediano y su tronco posee espinas, Posee flores de colores blancas y purpuras, con hojas ovalas
y bordes acerrados con puntas elipticas. Su fruto, el limoén, es de color amarillo verdoso cuando
este maduro, posee una forma ovalada con diez segmentos la mayoria de las veces. Procede de
Asia, especificamente del area sureste. Es cultivada en la Amazonia. Su composicion quimica
estd conformada principalmente por limoneno, terpeno, sabinero, entre otras. (Klimek, 2020)

La principal materia prima de este fruto es su jugo, y los aceites esenciales que se
pueden obtener a través de su cascara y jugo. Se conoces sus propiedades en el dmbito
nutricional y de medicina tradicional, pero sus verdaderas capacidades bactericidas y
bacteriostaticas no se aprovechan debidamente, siendo subestimada en distintas areas, como en

la odontologia.
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El jugo de este fruto se a utilizado a través de muchos aflos como tratamiento para el
escorbuto, antes del descubrimiento de los beneficios de la vitamina C. Estos conocimientos
ancestrales han sido respaldados por investigaciones actuales en multiples estudios cientificos.
Otros beneficios en la medicina tradicional que se le da a este jugo de limon son el tratamiento
de la presion arterial, la menstruacion irregular, los refriados, etc. (Clemente, 2015)

2.1.6. Citrus x sinensis

Conocida cominmente como naranja dulce, pertenece a la familia de las Rutdceas, la
cual tiene mas de mil setecientas especies aproximadamente, y son residentes de paises con
clima templado y tropical. Los més conocidos de esta familia, son los citricos, con el género
Citrus, a donde pertenece la naranja dulce. (Favela, 2016)

La naranja dulce es el fruto del arbol de naranjo, el cual se caracteriza por tener un
tronco corto y espinoso, con hojas y ramas vigorosas, de forma eliptica y agudas, en las ramas
también posee espinas delgadas que no son muy visibles, y unas flores aromaticas de 5 pétalos
de color blanco, que se encuentran agrupadas en ocasiones junto a las hojas, llegando asi a su
fruto, la naranja, el cual es jugoso y de sabor agrio dulce, que consta de tres partes, el exocarpo,
o también llamado céscara, la cual posee vesiculas con aceites esenciales; el mesocarpio o
albedo, que tiene una textura pomposa de color blanca; y el endocarpo o pulpa, la cual posee
gajos o jugo. (Dominguez, 2016)

Las biomoléculas del aceite esencial de céscara de naranja le otorgan propiedades
antibacterianas ya que interfieren en la bicapa fosfolipidica de la membrana celular,
ocasionando el incremento de la permeabilidad y pérdida de sus componentes celulares, y
destruyendo el sistema de enzimas responsables de la respiracion celular y de la elaboracion

de energia. (Ledn, 2024)



16

IIl. METODO

3.1. Tipo de investigacion

Enfoque: Comparativo

Disefio: Experimental puro

Tiempo de ocurrencia de los hechos: Prolectivo

Periodo y secuencia de estudio: Longitudinal
3.2. Ambito temporal y espacial

El aceite esencial de cascara de Citrus limon (limén) y céscara de Citrus x sinensis
(naranja) fueron realizados en facultad de Quimica de la UNMSM, y el cultivo de
Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923, las pruebas de sensibilidad antimicrobiana,
bacteriostatica, se realizaron en el Centro de Control Analitico de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la UNMSM.
3.3. Variables
3.3.1. Variable dependiente

Didmetro de halo de inhibitorio
3.3.2. Variable independiente

Agente microbiano (Staphilococcus aureus)
3.3.3. Covariable

Concentracion del aceite de limon y la naranja



3.3.4. Operacionalizacion de variables

17

VARIABLES DEFINICION INDICADORES ESCALA VALOR
Concentracion inhibitoria Capacidad de inhibir el Tamano del didmetro del halo de inhibicién Razon Mm
crecimiento de determinada cepa
Concentracion del aceite Cantidad del aceite esencial Concentraciones del aceite por cada Razon Mm
esencial de la cascara de minima para el efecto muestra
limon

Concentracion del aceite Cantidad del aceite esencial Concentraciones del aceite por cada Razon Mm

esencial de la cascara de la minima para el efecto muestra
naranja
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3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion

Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
3.4.2. Muestra

Cantidad de muestra por cada disolucion de aceite esencial al 50%, 75% y 100%: 16
muestras. Dando como resultado 48 muestras de aceite esencial de naranja, 48 muestras de
aceite esencial de limon, 16 muestras del grupo control positivo, y 16 muestras del grupo

control negativo, siendo un total de 128 pocillos.

n=2(1,96 +0,842) > (1,0)

(1)
N=16

3.5. Instrumentos

Los datos recolectados se anotaron en una ficha de recoleccion de datos disefiada por
el investigador, la cual fue dividida en grupos experimentales y los grupos de controles
positivos y negativos, donde se coloco los niimeros de concentraciones de cada aceite esencial
de cascara de naranja y limon frente al Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923, el cual se
subdivide en concentraciones al 50%, 75% y 100% y en intervalos de tiempos de 24 y 48 hrs.

Los halos de inhibicion fueron medidos en milimetros por medio de un caliper digital.
3.5.1. Materiales

Placas Petri de vidrio 90 mm de didmetro x 15mm de altura

Asa de Drigalsky de vidrio

Tubos 150 mm con tapa rosca

Viales de vidrio de SmL de capacidad

Puntas para micropipeta de 20-200 pL

Puntas para micropipeta de 0.5-5 mL



Micropipeta calibrada de 20-200 pnL
Micropipeta calibrada de 0.5-5 mL
Frascos de vidrio de 500 mL de capacidad con tapa rosca
Frascos de vidrio de 200 mL de capacidad con tapa rosca
Viales de vidrio de 10 mL de capacidad.
Sacabocado con didmetro interno de 6mm
Asa bacteriologica
Escala de Mac Farland
Indicador multiparametro de esterilizacion.
Vernier digital
3.5.2. Insumos
Limon 5 Kilogramos
Naranja 5 kilogramos
Caldo de TSB marca OXOID
Agar de TSA marca BD
Agar Mueller Hinton marca OXOID
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Cloruro de sodio grado bacteriolégico marca Oxoid
Incubadora 35°C EQ-CCA-026 Labor LP-11 S: 69-6315/4
Autoclave Vertical Digital EQ-CCA-054 Reles AL/D 50L S: 476-15
Potencidometro EQ-CCA-005 Inolab 730 S: 10380849
Bafio Maria EQ-CCA-009 Memmert WNE-10 S: L307.0363
Balanza analitica EQ-CCA-037 AND HR 250 AZ S: GA7702480

Estufa EQ-CCA-001 Memmert UNSS5 S: B215-2490
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3.6. Procedimientos
3.6.1. Elaboracion de aceite esencial

Para la elaboracion de los aceites esenciales de citrus sinensis y citrus limon, se obtuvo
5 kilogramos de cada fruto, recolectados de la provincia de Chanchamayo, en el departamento
de Junin, para asi obtener por cada fruto, 6ml de naranja, y 3 ml de limoén.

El método utilizado para la obtencion del aceite, fue el de hidrodestilacion, se pelaron
las naranjas y limones, obteniendo 2 kg de cascara por cada fruta, luego, las cascaras fueron
llevadas a un balén de destilacion de fondo redondo, con capacidad para 250 mg., fue calentada
mediante una estufa donde se le agrego el disolvente, que en esta ocasion fue agua destilada,
para luego ser calentada hasta la temperatura de ebullicion, por medio de una fuente directa de
calefaccion a través de una resistencia eléctrica.

El baloén de destilacion debe ir conectado a un condensador recto, el cual estara
ensamblado en el otro extremo con un sistema de enfriamiento, el cual puede ser una fuente de
agua fresca.

Terminado el proceso de ebullicion, el vapor resultante pasard por un el aparato de
Clevenger, hasta el condensador, donde su fase cambiard, y se vera la separacion entre aceite
y fase acuosa, tomando un tiempo de 3 horas, para luego ser retirada por medio de una pipeta
y almacenada en un frasco ambar, alejado de la luz solar, y a temperatura ambiente.

Después de terminado el proceso de obtencion de los aceites esenciales, seguimos con
las pruebas de sensibilidad bacteriana, utilizando el método de Kirby Bauer, a través del
método de difusion por placa, para probar el poder de antibidticos frente a un microorganismo
especifico, y asi comprobar su actividad antimicrobiana. Este método fue modificado para asi
reemplazar el antibidtico por el uso de aceite esencial y asi evaluar sus propiedades

antimicrobianas frente al Staphylococcus aureus.
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3.6.2. Fase pre analitica

3.6.2.1. Preparacion de materiales. Las placas petris fueron forradas con papel de
grado médico y llevadas a esterilizar en calor seco a una estufa por dos horas a 180°C. A calor
huimedo fueron llevados los tubos con tapa rosca, las micropipetas, los viales, durante 15
minutos a 121°C y 15 1b/pg2

3.6.2.2. Preparacion de los medios de cultivo. En dos tubos de ensayo, previamente
esterilizados, se prepard 20 mL de agar Tryptic Soy Broth, dosificando 30 gr por cada litro de
agua destilada utilizada. Al mismo tiempo, se prepar6 en un frasco de vidrio, 100 mL de agar
Tripticasa Soya, diluyendo 40 gramos en un litro de agua destilada, para luego ser esterilizado
en calor himedo. Una vez esterilizado, se llevo a bafio a maria a cuarenta y cinco grados
Celsius, para luego ser vertidas en placas petris.

Por ultimo, se elabor¢ el tercer agar, el de Mueller Hinton, diluyendo treinta y cuatro
gramos por cada litro de agua destilada, para poder obtener 1.6 litros de agar. Para luego ser
autoclavado durante quince minutos a 121°C'y 15 Ib/pulg?. Finalizado la esterilizacion, se llevo
a enfriar a bano a maria a cuarenta y cinco grados Celsius, una vez llegada a la temperatura
optimo, fue vertido en placas petris esterilizada, de manera uniforme, llegando a un fonde de
4mm de altura por placa, equivaliendo a treinta mililitros por placa petri, las cuales tienen un
didmetro de 90 mm, Terminado esto, se dejo solidificar a temperatura ambiente.

El agar Mueller Hinton debe encontrarse en un rango de 7 a 7.6 respecto a su pH, el
cual se puede identificar por medio de un potencidmetro, colocando el electrodo de este, dentro
del agar, antes de su esterilizacion

Como ultimo paso en la preparacion de los medios de cultivo, se prepard cien mililitros
de suero fisiologico estéril, disolviendo novecientos gramos de cloruro de sodio en agua
destilada hasta obtener 10 mililitros, este proceso se repitio diez veces, posteriormente, se llevo

a esterilizar en calor himedo. Se separaron 40 mililitros de suero fisiologico estéril, y fueron
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distribuidos en 4 tubos de ensayo estériles.

3.6.2.3. Activacion de la cepa. Las cepas bacterianas estaban almacenadas a una
temperatura de entre cuatro y ocho grados Celsius en placas petris con agar Tripticasa Soya.
Por medio de un asa bacteriologica, se tomd una colonia de Staphylococcus aureus y se
sembraron en los tubos con caldo de agar Tryptic Soy Broth esterilizados previamente en la
fase de preparacion de indculos, y fueron llevados a una incubadora por veinticuatro horas a
una temperatura de treinta y siete grados. Por medio de una prueba de turbidez se confirmo el
crecimiento optimo de la cepa bacteriana. Pasado el tiempo de incubacion, se llevo la cepa
bacteriana de los tubos a placas petris estériles con agar Tripticasa soya, e incubada a una
temperatura de treinta y siete grados por veinticuatro horas.

3.6.2.4. Preparacion de la muestra. Para ambos aceites, se trabajé en tres
concentraciones distintas, al 50%, 75% y 100%. Para el aceite de limon, la concentracion al
75% fue obtenida diluyendo 375 uL del 100% del aceite con 125 uL de dimetilsulfoxido, y
para el 50%, se diluyo 250 uL de dimetilsulfoxido en 250uL de aceite esencial al 100%

Para el caso del aceite esencial de naranja, la obtencion del 75% de aceite se obtuvo
afiadiendo 250 uL de dimetilsulféxido a 750uL del 100% de aceite esencial de naranja; y para
el 50%, se diluyo 500 ul de dimetilsulfoxido con 500 uL de aceite esencial de naranja al 100%
3.6.3. Fase analitica

3.6.3.1. Preparacion del indculo. Se tomaron colonias puras de Staphylococus aureus
que se encontraban en las placas petris con agar Tripticasa Soya, y fueron llevadas a los 4 tubos
de ensayo estériles que tenian los 10 mL de suero fisiologico estéril, para asi medir su turbidez
a través de la escala de MacFarland, donde la disolucion tenia relacion con el tubo N° de dicha
escala, con una concentracion de 3x108 UFC/mL. A partir de esta concentracion en los tubos,
se realizd disoluciones de 1 en 3, para obtener soluciones resultantes de 1x108 UFC/mL,

diluyendo tres mililitros de solucion en nueve mililitros de suero fisioldgico estéril, y luego
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almacenados en tubos de ensayo a temperatura ambiente.

3.6.3.2. Inoculacion de las placas. En las 32 placas petris preparadas con agar Mueller
Hinton, fueron agregados 100 uL de los indculos bacterianos realizados en el paso anterior, de
concentracion 1x108 UFC/mL, luego, fueron esparcidos de manera homogénea con
movimientos paralelos por toda la placa petri con la ayuda de una espatula de Drigalsky, de
forma compacta por toda su superficie, Este procedimiento se vuelve a realizar, rotando la placa
en sesenta grados, dos veces mas. Este procedimiento debe realizarse con extremo cuidado,
pues de hacerlo de forma incorrecta puede ocasionar errores en la recopilacion de resultados y
por ende llevar al sesgo. Terminado el proceso de inoculacion, se dejo reposar por cinco
minutos, para luego colocar los pocillos.

3.6.3.3. Formacion de los pocillos. El socabacados fue esterilizado sumergiéndolo en
alcohol y luego flameado en un mechero bunsen, y luego se hicieron los pocillos con un
diametro de 6 mm, para las 16 placas donde se analizaria el aceite de limon, se colocaron 3
pocillos, y para los otros 16 donde se analizo el aceite esencial de naranja, se colocaron 5
pocillos, donde estaban incluidos el grupo control positivo y negativo. Su distribucion debe ser
tal que los halos inhibitorios no se vayan a encontrar superpuestos uno de otro, y que los
pocillos se encuentren a mas de 15mm del borde la placa petri.

3.6.3.4. Sembrado de las muestras y controles. Las 32 placas petris fueron divididas
en dos grupos de 16 placas cada aceite esencial. En el aceite esencial de céscara de limon se
utilizaron 3 pocillos por placa. Estos pocillos fueron impregnados con 30 uL cada uno,
utilizado cada una de sus concentraciones al 50%, 75% y 100%.

Para el aceite esencial de cascara de naranja, fueron necesarios 5 pocillos por placa, tres
pocillos para cada concentracion del aceite esencial (50%, 75% y 100%), un pocillo para el
grupo control positivo, el cual fue clorhexidina al 0.12%, y tltimo pocillo para el grupo control

negativo, el cual fue agua estéril. En este grupo por cada pocillo, se le agrego 40 uL de cada
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solucion.

3.6.3.5. Incubacion. Las 32 placas petris inoculadas con los grupos experimentales y
controles fueron llevadas a una incubadora a una temperatura de treinta y siete grados Celsius
durante 24 y 48 horas.
3.6.4. Fase post analitica

Al término de las 24 y 48 horas, fueron tomadas las lecturas de didmetro de halo de
inhibicién por cada pocillo. Para esto, cada zona de inhibicion debe estar bien definida,
teniendo una forma circular y una distribucién homogénea para la toma de resultados. Los
diametros se midieron en milimetro, Por cada pocillo, se realizaron tres tomas de medidas,
luego se promedidé y el resultado obtenido fue redondeado para escribirlo en la ficha de
recoleccion de datos como un nimero natural.
3.7. Analisis de datos

Los datos fueron recolectados en una ficha, la cual fue transcrita en el programa Excel,
y exportadas al software SPSS 27, donde se realizaron las pruebas de estadistica descriptiva
por medio de andlisis de medias, desviacion estandar y cantidades de muestra, y estadistica
inferencial a través de la prueba estadistica T de student. Los resultados obtenidos fueron
plasmados en tablas y graficos de barras.
3.8. Consideraciones éticas

Esta investigacion fue realzada in vitro, donde se utiliz6 porcentajes estandarizados
para el uso en laboratorio. Los resultados fueron cientificamente comprobados.

Los gastos de esta investigacion fueron financiados por el propio investigador.
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IV. RESULTADOS

Los aceites esenciales fueron realizados en la facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, y los andlisis de sensibilidad antimicrobiana frente al
Staphilococcus aureus, en el Centro de Control Analitico de la facultad de Farmacia y
Bioquimica, donde cada aceite fue diluido en tres concentraciones al 50%., 75% y 100%,
siendo un total de 16 muestras por cada concentracion, dando un total de 58 muestras. Las
mediciones de sus halos de inhibicidn fueron en dos momentos, uno a las 24 horas, y el ultimo,
a las 48 hrs, utilizando como grupo control positivo a la Clorhexidina al 0.12%, y como control
negativo, agua destilada.
Tabla 1
Concentracion inhibitoria de la cascara de citrus x sinensis (naranja) al 50%, 75% y 100% en

24 horas frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Aceite de Naranja a las 24 h

Concentracion N Media D.E. Min Max
Control 16 6.0 0.0 6.0 6.0
negativo
Control 16 23.9 3.1 19.3 27.5
positivo

50% 16 13.0 0.8 11.3 14.2
75% 16 16.6 0.8 15.5 18.4

100% 16 22.1 1.8 19.4 24.9
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Figura 1

Concentracion inhibitoria de la cascara de citrus x sinensis (naranja) al 50%, 75% y 100% en

24 horas frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Concentracion inhibitoria del aceite de
naranja al 50%, 75% y 100% en 24
horas frente al staphilococcus aureus

30.0
25.0
= 20.0
B 150
= 10.0
" ]
0.0
Control positivo Control 50% 75% 100%

negativo

Aceite de naranja

Nota. A las 24 horas de exposicion, el control negativo presenté una media de 6.0 mm; en
contraste, el control positivo alcanz6 una media de 23.9 mm con una desviacion estandar de
3.1 mm. Respecto al aceite de naranja, se observo que a mayor concentracion la media del halo

de inhibicion aumentd, siendo 13.0 mm al 50%, 16.6 mm al 75% y 23.5 mm al 100%.
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Tabla 2
Concentracion inhibitoria de la cascara de citrus x sinensis (naranja) al 50%, 75% y 100% en

48 horas frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Aceite de Naranja a las 48 h

Concentracion N Media D.E. Min Max
Control 16 6.0 0.0 6.0 6.0
negativo
Control 16 23.2 3.2 18.2 26.9
positivo

50% 16 12.9 0.7 11.4 14.0

75% 16 16.2 0.9 14.7 18.5

100% 16 21.0 1.6 18.3 24.1
Figura 2

Concentracion inhibitoria de la cascara de citrus x sinensis (naranja) al 50%, 75% y 100% en

48 horas frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923.

Concentracion inhibitoria del aceite de naranja
al 50%, 75% y 100% en 48 horas frente al
staphilococcus aureus

30.0
25.0
20.0
.8
B 150
p=
10.0
]
0.0
Control positivo Control 50% 75% 100%
negativo

Aceite de naranja
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Nota. A las 48 horas de exposicion, el control negativo presentd una media de 6.0 mm; mientras
que el control positivo una media de 23.2 mm con una desviacion estandar de 3.2 mm. Respecto
al aceite de naranja, se observd que a mayor concentracion la media del halo de inhibicion

aumento, siendo 12.9 mm al 50%, 16.2 mm al 75% y 21.0 mm al 100%.

Tabla 3
Concentracion inhibitoria de la cascara de citrus x limon (limon) al 50%, 75% y 100% en 24

horas frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Aceite de Limon a las 24 h

Concentracion N Media D.E. Min Max

50% 16 10.0 0.5 9.2 10.9

75% 16 12.9 1.3 11.0 15.3

100% 16 16.2 1.2 14.4 18.9
Figura 3

Concentracion inhibitoria de la cascara de citrus x limon (limon) al 50%, 75% y 100% en 24

horas frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Concentracion inhibitoria del aceite de limon
al 50%, 75% y 100% en 24 horas frente al
staphilococcus aureus

=
B 10.0 I
b=
5.0
0.0
50% 75% 100%

Aceite de limén
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Nota. A las 24 horas, el aceite de limon al 50% mostré una media del halo inhibitorio de 10.0
mm con una desviacion estdndar de 0.5 mm, mientras que al 75% se observé una media de
12.9 mm con una desviacion estandar de 1.3 mm y al 100% una media de 16.2 mm con una

desviacion estandar de 1.2 mm., se observa ligero incremento a mayor concentracion.

Tabla 4
Concentracion inhibitoria de la cascara de citrus x limon (limon) al 50%, 75% y 100% en 48

horas frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Aceite de Limon a las 48 h

Concentracion N Media D.E. Min Max

50% 16 9.6 0.5 &9 10.7

75% 16 12.6 14 10.9 15.1

100% 16 15.6 1.1 13.7 17.3
Figura 4

Concentracion inhibitoria de la cascara de citrus x limon (limon) al 50%, 75% y 100% en 48

horas frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Concentracion inhibitoria del aceite de limoén al 50%,
75% y 100% en 48 horas frente al staphilococcus
aureus

20.0

50% 75% 100%
Aceite de limén
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Nota. A las 48 horas, el aceite de limon al 50% mostré una media del halo inhibitorio de 9.6

mm con una desviacion estdndar de 0.5 mm, mientras que al 75% se observé una media de

12.6 mm con una desviacion estandar de 1.4 mm y al 100% una media de 15.6 mm con una

desviacion estandar de 1.1 mm. Se observa un ligero incremento conforme se incrementa la

concentracion.

Tabla 5

Comparacion de los aceites esenciales en sus distintas concentraciones para evaluar su

eficiencia antimicrobiana frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Aceite de Aceite de
limén naranja
Concentracion N Media E.E. Media E.E. P
24 HORAS
50% 16 10.0 0.1 13.0 0.2 0.0001
75% 16 12.9 0.3 16.6 0.2 0.0001
100% 16 16.2 0.3 22.2 0.5 0.0001
48 HORAS
50% 16 9.6 0.1 12.9 0.2 0.0001
75% 16 12.6 0.3 16.2 0.2 0.0001
100% 16 15.6 0.3 21.0 0.4 0.0001
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Comparacion de los aceites esenciales en sus distintas concentraciones para evaluar su

eficiencia antimicrobiana frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923

Eficiencia antimicrobiana de los aceites esenciales en sus distintas
concentraciones frente al staphilococcus aureus

25.0

20.0

15.0
10. ® Aceite de limon
m Aceite de naranja
5.
0.0

50%  75%  100%  50%  75%  100%
24 H 48 H

Media
o

(e)

Nota. Al comparar el efecto antimicrobiano de ambos aceites a las 24 y 48 horas, se observo

que en todas las concentraciones el efecto fue superior con el aceite de naranja mostrando

valores promedio mas altas del halo inhibitorio. Ademas, se encuentra que estas diferencias

fueron estadisticamente significativas (p<0.05).
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Esta investigacion evalud la efectividad de los aceites esenciales de citrus x sinensis y
citrus limon a concentraciones de 50%, 75% y 100% frente a la cepa de Staphilococcus aureus,
utilizando como grupo control a la clorhexidina al 0.12%.

Para Jiménez (2022) el género Citrus presenta grandes propiedad antioxidantes y
antimicrobianas, ya que en su revision sistémica nos demuestra la presencia metabolismos
secundarios, los cuales son responsables de su poder plaguicida, antifingico, antibacterianos,
antiinflamatorios y antioxidantes. Todo esto gracias a la presencia de los bioflavonoides, como
lo son el citral y el D-limoneno, los cuales degradan distintas estructuras de los microorganismo
dafiinos, como su membrana celular y pared, y propiedades bacteriostaticos y bactericidas
también dadas por los fenoles, aldehidos y flavonoides, entre otros aceites esenciales, dejando
en evidencia lo que esta investigacion demostré a través de prueba de sensibilidad bacteriana
realizada contra el Staphilococcus aureus para evaluar su eficacia antibacteriana, dando los
mismo resultados que la revision sistémica del Dr. Jiménez.

Por su parte, Sin (2021) y sus colaboradores, también encontraron propiedades
similares en las pruebas realizadas a los aceites de naranja, limén, toronja y pomelo, contra
distintos microorganismos, los cuales fueron Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes,
prevencion de la formacion de biopelicula dental, inhibiendo a la Lactococcus lactis,
mostrando las mismas propiedades ya expuestas por los estudios realizados por Jiménez y esta
investigacion, aportando que usando estos metabolismos secundarios con ayuda de la
biotecnologia, se podrian agregar a productos orales como alternativa natural, sin alterar la
microflora oral con productos netamente quimicos.

Por otro lado, la investigacion hecha por Ramirez (2019) puede ser algo controversial
con los resultados, ya que resalta que las propiedades de dichos aceites, como su efecto

inhibitorio, pueden variar, dependiendo de la zona geografica, tiempo de cosecha, o
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condiciones ambientales, tanto en bacterias gram positivas y gram negativas, también teniendo
en cuenta el grado de maduracion de la fruta, identificandola con el color que presentaba la
cascara. Adjudicandose también la primera investigacion de la naranja dulce de origen
mexicano. Exceptuando esto, los resultados de los aceites obtenidos hidrodestilacion también
mostraron efectos bacteriostaticos y antimicrobianos, usando como método de recopilacion de
datos, el barrido por espectrofotometro, dando datos mas exactos, disminuyendo notablemente
el sesgo humano en la parte de laboratorio y toma de datos. Sacando como conclusion mas
notable junto a la investigacion de Jimenez (2022), que el D- Limoneno fue el componente
bioactivo con mayor indice de efecto antibacteriano frente a multiples cepas bacterianas, como
el Streptococcus mutas, el Staphilococcus aureus, Staphilococcus epidermis, Enterococcus
faecalis, etc.

En cuanto al método, la Dra. Ramirez (2019), sugiere que el aceite esencial se obtenga
a través del método de extraccion solido-liquido, también llamado destilacion Soxhlet, ya que
separa mejor los componentes organicos de la cascara, y se obtiene mayor cantidad del aceite,
con el inconveniente que requiere un mayor costo monetario, a comparacion del método por
hidrodestilacion por medio del aparato de Clevenger, que otorga menor cantidad de aceite. En
cuanto si existia o no propiedad antimicrobiana, sustenta que frente al Staphylococcus aureus,
los aceites de naranja presentaron una sensibilidad intermedia frente a la destilacion liquido-
liquido, y una sensibilidad moderada frente al destilado por el método Soxhlet, coincidiendo
con esta investigacion respecto a los efectos presentados en los aceites esenciales. También, el
compuesto organico con mayor presencia, también resulto ser el D-Limoneno, junto con otro
mas, el B-Mirceno, que también presento propiedad antimicrobianas y antioxidantes.

En conclusion, junto con los demas autores, se determind que los aceites esenciales del
género Citrus si presentan eficiencia antibacteriana frente a distintos microorganismos, como

el Staphylococcus aureus usado en esta investigacion, que los aceites esenciales obtenidos a
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través del método de hidrodestilacion, son también una buena eleccion para la obtencion de las
moléculas orgénicas responsable de sus efectos positivos, ubicadas en la cascara de estas frutas,
aumentando asi la literatura cientifica respecto a la utilizacién de los residuos organicos
reciclables, y aprovechar cada elemento de la fruta, y motivar a su utilizacion en distintos
experimentos para beneficiar a la poblacion , usandolo como componente en coadyuvantes de

la salud oral, como colutorios o dentifricos.
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VI. CONCLUSIONES

6.1. Los resultados obtenidos por la prueba de sensibilidad del aceite esencial de Citrus
x sinensis frente al Staphylococcus aureus, demostraron que su eficacia fue mayor en las
primeras 24 horas, dando como media un valor de 22.1 mm para 100% de concentracion,

6.2. Las muestras analizadas a las 48 hrs en el aceite esencial de Citrus x sinensis, nos
dio una media de 21 mm, viéndose disminuida en 1.1 mm en comparacion con la medicion
hecha a las 24 horas.

6.3. Respecto al aceite esencial de Citrus limon, el mayor halo inhibitorio se mostr6 a
las 24 hrs, mostrando un halo de 16.2 mm.

6.4. En comparacion con el aceite de Citrus limon medido a las 24 horas, el halo medido
a las 48 hrs, fue de 15.6 mm., concluyendo que, al igual que en el aceite de Citrus x sinensis,
los mejores resultados se dieron a las 24 horas.

6.5. Ambos aceites demostraron poseer propiedades antibacterianas, ya que la prueba
de estadistica inferencial de T de Student, demostr6 que los resultados presentaban diferencias
significativas.

6.6. El Citrus x sinensis demostro ser el aceite esencial con mayor efectividad
bacteriana frente al Staphilococcus aureus cepa ATCC 25923, con una media de 22.1 mm y
una desviacion estandar de 1.85 mm, acercandose a los valores del grupo control que fue la
Clorhexidina al 0.12%, la cual obtuvo una media de 23.9 mm con una desviacion estandar de

3.1 mm.
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VII. RECOMENDACIONES

7.1. Utilizar distintas cepas bacterianas, virus y hongos, para aumentar el conocimiento
sobre las limitaciones y beneficios que presentan los aceites esenciales de citrus x sinensis y
citrus limon.

7.2. Comparar mas aceites esenciales de cascaras del género Citrus, para medir sus
efectos antibacterianos y diferentes propiedades beneficiosas.

7.3. Emplear otros productos quimicos a parte del grupo control para comparar su
eficiencia bactericida.

7.4. Separar las moléculas organicas mas importantes como el Limoneno para obtener
concentrados mas puros y evaluar su eficacia antibacteriana netamente

7.5. Comparar distintos métodos de destilacion para la obtencion del aceite esencial y

comparar cual posee mayor eficiencia respecto a su potencial frente a microorganismos.
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IX. ANEXOS
9.1 Anexo A
9.1.1. Matriz de consistencia
Formulacion del e T . ,
Objetivos Hipaotesis Variables Metodologia
problema
(Cual es la eficacia | Objetivo General -Variable Tipo de
Comparar la | El aceite esencial investigacion
antibacteriana in vitro dependiente:
efectividad de la céscara de Poblacién: C d
del aceite de Ila Diametro de halo de | © 0 Horon: ~ePas €e
antibacteriana del | Citrus limon sera Staphylococcus
cascara de citrus inhibitorio
) ) ) aureus
aceite esencial de la|menos  efectivo
limén (limén) y la -Variable Muestra:
) . cascara de Citrus limon |que el  aceite | ' . 2(1,96+0,8 42)2(1’0:
cascara de citrus x independiente: n=
., . . , 2
(lim6n) y céscara de | esencial de céscara (1)
sinensis (naranja) Agente microbiano N=16
Citrus x  sinensis |de Citrus X
frente al (Staphilococcus
(naranja) frente al |sinensis frente al
Staphilococcus aereus)
Staphilococcus aureus | Staphilococcus
aureus cepa ATC -Covariable:
cepa ATCC 25923 in | aureus cepa
25923 in vitro? Concentracion  del
vitro. ATCC 25923 in
aceite de limon y la
Objetivos Especificos | vitro. ‘
Determinar la naranja
concentracion
inhibitoria ~ de la
cascara de Citrus x
sinensis (naranja) al

50%, 75% y 100 % en

24 hrs frente al

Staphilococcus aureus
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cepa ATCC 25923.
Determinar la
concentracion
inhibitoria de la
cascara de Citrus x
sinensis (naranja) al
50%, 75% y 100 % en
48 hrs frente al
Staphilococcus aureus
cepa ATCC 25923.
Determinar la
concentracion
inhibitoria  de Ia
cascara de Citrus x
limon (limoén) al 50%,
75% y 100 % en 24 hrs
frente al
Staphilococcus aureus
cepa ATCC 25923.
Determinar la
concentracion
inhibitoria  de la
cascara de Citrus x

limon (limoén) al 50%,
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75% y 100 % en 48 hrs
frente al
Staphilococcus aureus
cepa ATCC 25923.
Comparar los
aceites esenciales en
sus distintas
concentraciones para
evaluar su eficiencia
antimicrobiana frente
al Staphilococcus
aureus cepa ATCC

25923.




9.2. Anexo B

9.2.1. Ficha de recoleccion de datos
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9.3. Anexo C

9.3.1. Certificado de Agar Mueller Hinton

Page | of 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS

e
| Delivery/Customer information
| Date Prinfed

PRODUCT CMO33TH |2022.03.15

MUELLER HINTON AGAR S00g Dealivery No.

LOT NUMBER 3370958 Customer

Customer Order Numiber
EXPIRY DATE 2026.10.20

DATE OF
MANUFACTURE 2021.10022 A -

Physical Characteristics Resuln Specification
Aprearance Strav ¢ Straw powder
C.._r on reconstitution Straw -3 Straw 2-3
pH (25°C) 7.2 72-74

Clarity Clea Clear

Microbiological Performance

Antibiotic susceptibility tests are performed in accordance to. and moct (e scceptance limits of, the current ISOVTS 16782,
Performance is assessed using EUCAST methodology,

Staphlococcus awreus ATCCE2S92Y WDCMOOD34
Incubation at 35 £ 1°C for 16-20 hours in ambient air

Fone =i Limits

(mm) {mmj
Erythromycin E15 27 22- 30
Tetracycline TE30 28 4. 30
Ciprofloxacin CIP3 24 22- 30
Amoxicillin-clavulanate AMC30 ke 18- 36
Ampici|lin-sulbactam SAM20 i3 9. 37
Lin wd LAD30 29 25.- 32
Cefoxitin FOX30 27 23- 29
CGentamicin CN10 24 19- 27
Penicillin P10 33 26= 37
Staphyloceccns aurens ATCCE29213 WDCMO0131
Incubation at 35 £ 1°C for 16=20 hours in ambient air
Penicillin P1 14 12- 18
Cefoxitin FOX30 28 24- 30
Ciprofloxacin CIP3 22 21 =27
Erythromycin E15 n 23- 29
Crentamicin CN 10 20 19- 25
Linezolid LZD10 25 21-27
Tetracycline TE30 25 23- 31
©

Tested by the Qualiny Control Laboratory

OXOID LIMITED
‘Wade Road, Basingstoke, Hampshive 10024 BPW, England

oxeid@ thermofishor cone v v oxoid.com FOA Feg No. BOYS0S
Cendeate Mo Fi 00084



9.4. Anexo D

9.4.1. Fotografias

A. Cascara del limon

B. Extraccion del aceite del limon
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C. Ciascara de la naranja
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E. Agar de Staphylococcus aureus inoculado con el aceite de naranja a

concentraciones de 50%, 75% y 100%

F. Agar de Staphylococcus aureus inoculado con el aceite de limén a

concentraciones de 50%, 75% y 100%




G. Halo de inhibicion del grupo control (Clorhexidina 0.12%)
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9.5. Anexo E

9.5.1. Reporte de andlisis

Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perd. Decana de América
Facultad de Farmacia y Bioguimica

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

REPORTE DE ANALISIS N° 00024-CCA-2025

SOLICITADO POR* : GRECIA GUELIETTA LUNA CANALES
DIRECCION* : AV.TOMAS VALLE 1800
MUESTRA* ! ACEITE DE LIMON
DESCRIPCION DEL PRODUCTO * 01 frasco de vidrio &mbar con tapa rosca blanca y rotulado a
RECEPCIONADO mano.
VARIEDAD RECEPCIONADA* i =
PRINCIPIO ACTIVO* & - N° CAS*; -
NUMERO DE LOTE* : -
CANTIDAD : 2mL
ORDEN DE ANALISIS : 0014-2025
FECHA DE RECEPCION : 12 de marzo del 2025
FECHA DE FABRICACION* (o
FECHA DE VENCIMIENTO* ;-
EJECUCION DEL ENSAYO : Del 18 de marzo del 2025 al 28 de marzo del 2025
FECHA DE EMISION : 08 de abril del 2025
EFICACIA ANTIMICROBIANA
- ACEITE DE LIMON
MICROORGANISMO HALOS DE INHIBICION (mm) - 24 horas
: S R e ﬁ:;15-{;. S - 50%
15.73 11.50 09.23
16.92 14.28 09.96
17.33 11.02 10.00 ﬁ@g;.‘
14.39 11.87 09.46 4
16.50 13.53 10.84
17.19 12.30 09.82
16.33 13.99 09.79
Staphylococcus aureus 14.79 11.88 09.94
ATCC 18.88 15.27 09.43
16.90 14.93 10.12
14.66 11.77 09.94
16.87 12.01 09.88
15.76 11.48 09.49
15.09 14.17 10.61
15.54 13.49 09.86
16.65 13.10 10.85




Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Per(i. Decana de América
Facultad de Farmacia y Bioquimica

1492 11.06 09.17
15.22 14.03 09.95
17.27 10.91 09.59
14.04 11.59 09.41
15.77 13.31 10.73
17.11 12.22 09.46
16.06 13.59 09.56
Sielificocasnrni 13.72 11.65 09.46
ATCC 17.24 15.13 08.94
16.23 14.64 10.05
15.35 11.23 09.19
16.43 11.87 09.30
14.45 11,29 09.10
14.72 13.89 1041
15.26 12.85 09.45
16.05 13.08 10.44
*Volumen inoculado: 30 ul.
* Concentracion del inéculo: 1x10° UFC/mL

Q.F. Paul Ivén Gutiérrez Elescano
Director del Centrd de Control Analitico

*Dates proporcionados por el eligete
Los resultados son vilidos xolo pags b muestra eosavads,
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9.6. Anexo F

9.6.1. Certificado de cepa bacteriana

&
Microbiologics
Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Quality Control Technologist: Margaret E Wagener
Catalog Number: 0360 Release Date: 2024/08/09

Lot Number: 360-661**

Reference Number: ATCC® 25623 ™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2026/07/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, smooth, SBAP
opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive 1 ,,{/

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive B L o
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm Amanda Kuperus

(1) Peniciliin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm Director of Quality Control
(1) Oxacillin (1 mcg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base ot number.

ReRrio the enciosed RProGuct InSer flor Insiruclions. inienced
Individual products are traceable to a recognized culture collection.
(1) These tests are accredited to ISOMEC 17025.

TESTING CERT #2655.01

(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
ATCC. Microbiologics, Inc. is i d to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures

ATCC Lcensed

a

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CART 285000

© 2012 Microbiologics, Inc. AR Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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S

Lyophilized or Dried Biological Material Preparations
Safety Data Sheet

1 {
Microbiologics

1.1, Product identifier
Product name . Lyophilized or Dried Biological Matenal Preparations
Product synonym : Charcoal and non-charcoal based Microorganism Products
Trade names . KWIK-STIK™
KWIK-STIK™ Plus
LYFO-DISK™
Epower™
Epower™ CRM
EZ-CFU™
EZ-CFU™ One Step
EZ-PEC™
EZ-SPORE™
Lab-Elite™ CRM
EZ-Accu Shot™
EZ-Accu Shot™ Select
EZ-Accu Shot™ Selective Media
EZ-Accu Shot™ Starved Ceills
1.2 Recommended use and restrictions on use
Used for microbiclogical quality control.
13, Supplier
Microbiologics. Inc
200 Cooper Avenue North

Saint Cloud, MN 5630
+1.320.253.1640

14, Emergency tolephone number
24 hour Emergency Number: United States: +1.866.928.0789 or +1.215-207-0061 (Carechem)
Canada: +1.800.579.7421 or +1.202 464 2554 (Carechem)

SECTION 2: Hazard identification

21, Classification of the substance or mixture

Classification (GHS-CAN/US)

Not classified

22 GHS Label ol ts, including p ionary statements

GHS-CAN/US labeling

No labeling applicable

23, Other hazards

No additional information available

24, Unknown acute toxicity (GHS-CA)

No data avadable

SECTION 3: Composition/Information on ingredients

-5 A Substances

Not appiicable

2 Mixtures
Gelatin i ‘EA_SJ“? pono-ma 5.60 Not classfied
Sucrose (CAS Ney 57-50-1 0- Not classfiec
Glucose (CAS Noj W7 0« Not classfied
Phosphonc acd, potassum sait (CAS No) TT78-77-0 5

(1:1)
Albuming. blood serum | ICAS-No | 5048-45-8 | 10-
Skim milk (Bovine - USA origin) None 2-

| Not classfied

80
60
-3 Not classfied
30
20 Not dassfied

SDS 2139 ENGNA RevE English
2020.AUG.12
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