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RESUMEN

Se ha demostrado la actividad antimicrobiana de aceites extraidos de las semillas
de citricos. En el presente trabajo se realizo la extraccion de los aceites de  semillas de
toronja, mandarina, limén y naranja, asi como su analisis quimico y su posterior
comprobacion de actividad antimicrobiana. Su extraccion fue por disolventes, el analisis
quimico se realizé de acuerdo al reporte de espectrometria de masas y correlacién de
sus caracteristicas fisicoquimicas; asi mismo, se ensayaron microbioldgicamente (por
medio de la técnica de sensidiscos o Kirby- Bauer) sobre bacterias Gram positivas y
Gram negativas de coleccion ATCC sugeridas, para probar actividad antimicrobiana.

En este estudio se encontrd que los dcidos grasos contenidos en los diferentes
aceites tienen actividad antimicrobiana y actian sobre patogenos gram positivos como
para gram negativos. Se comprobo que solo los aceites de las semillas de toronja y
limén tuvieron actividad antimicrobiana.

De los aceites abtenidos se encontraron los siguientes dcidos grasos linoléico, oléico,
estedrico y palmitico.



INTROBUEEION

Una de las mayores contribuciones de la ciencia al desarroilo de la humanidad, ha sido
el aislamiento de una serie de productos procedentes de plantas, animales y
microorganismos para su aplicacién y desarrollo para preservar y conservar Ia salud o
simplemente como un control sobre ciertos microorganismos perjudiciales.

Es dificil comprender para cualquiera que haya nacido en el mundo industrializado
durante los dlimos cuarenta afios, la accién devastadora de algunas enfermedades
(tifoidea cdlera), las cuales han perdido parte de la terrible aureola que posefan a
principios del siglo y en algunos casos han dejado de ser una sentencia de muerte.
Ahora constituyen los nombres de determinadas enfermedades que respenden a un
tratamiento adecuado.

Pocas son las sustancias extraidas o sintetizadas que han podido doblegar o terminar
con microorganismos patogenos. Para que un proceso de este tipo se lleve a cabo, es
necesario ensayar si los compuestos extraidos de vegetales, pueden llegar a tener
actividad en contra de tales microorganismos y asi posteriormente determinar tanto la

dosis minima que no sea toxica al ser humano, como las reacciones colaterales.

Uno de los problemas de algunos agentes antimicrobianos, es el abuso de los mismos,
que puede generar microorganismos resistentes a estos agentes por lo que el estudio de

nuevas sustancias con actividad antimicrobiana resulta necesario.

La demostraciéon de la actividad antimicrobiana sobre algunas cepas patégenas con
aceites extraidos de semillas de citricos  asi como su andlisis se presentan a

continuacion.



OBJETIVOS

Objetivo general

Extraer y analizar los aceites de cuatro citricos comunes y posteriormente evaluar su
actividad antimicrobiana.

Obicti ical

1 Analizar por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas los
acidos grasos presentes en los  aceites de semillas de limén, toronja, mandarina y naranja.

Il Determinar 1a actividad antimicrobiana de los aceites de semillas de limén,
toronja, mandarina y paranja.

Il Establecer la concentracién minima inhibitoria de los aceites de las semillas

de limén, toronja, mandarina y naranja.

Hipdétesis

La presencia de ciertos 4cidos grasos en los aceites procedentes de las semillas de
citricos podrian presentar actividad antimicrobiana contra algunas bacterias.



ANTECEDENTES

Generalidades de los citricos

Taxonomin

Los citricos pertenecen a la familia Ruticea encuadrada, junto con otras 11 familias
dentro de la division Espermatofitas (embriofitas Sinfondgamas), subdivididas en
Angiosperma, clase dicotileddnes, subclase Archiclamideas, orden Geraniales, suborden
1, Geraninas. De entre las Ruticeas los agrios pertenecen a la subfamilia Auranticidea
que contiene de acuerdo con el sistema Swingle, 2 tribus, 6 subtribus, y 33 géneros,
siendo [a tribu de las Citreas, y dentro de clla la subtribu Citrina, la que contiene a los
tres géneros mas importantes de los citricos: Fortumelle, Poncirus y Citrus (Agustin
1985).

El género Citrus es el que ecomprende un mayor nimero de especies, en él se
encuentran la totalidad de especies cultivadas de interés econémico. EHo, junto con la
frecuencia de mutaciones esponténeas que sus especies presentan y la facilidad de
cruzamiento entre éstas dificulta su estudio, bajo el punto de vista taxondmico, a pesar
de lo cual la enorme labor desarrollada por los botanicos como Engler, Swingle y
Tanaka, ha permitido sin mucha discrepancia establecer la clasificacién entre los
hibridos pertenecientes a este género.

Los arboles del género Citrus son regulares, forma globosa y ramas regulares; los
brotes son flexibles, con nudos que van de 5 a 7 cm. de longitud y sus hojas son
lanceoladas y medianas (Agustin 1985).

Los frutos de las principales especies y variedades cultivadas de agrios difieren por su
color, su forma, grosor, la composicién de su zumo y la época de maduracién. E1 fruto
es globoso, oval, o ligeramente ovoide, de piel delgada, superficie fina y cerosa y de
color anaranjado (mandarinas y naranjas) o amarillo (limones y toronjas).



La cascara constituye la parte no comestible del fruto. En las naranjas, mandarinas y
limones, estd poco desarrollada, mientras que en las toronjas constituye gran parte del
fruto (Castellances.1978),

La pulpa constituye la parte comestible del fruto y esté constituida por un conjunto de
sacos o vesiculas que contienen el zumoe y que estin agrupados. El nimero de éstos
varia de 5 a 18, siendo su distribucion la siguiente.

- de 9 all para las naranjas

- de 5 all para los limones

- de 12 al5 para las toronjas

El nimero de semilias es variable en funcién de la especie y de la variedad,
igualmente las condiciones de polinizacién. Por ejemplo, las naranjas comunes en las
que ia fecundacién es elevada o normal, los frutos presentan siempre un nimero
elevado de semillas (10 a 20 por fruto). Por otra parte las naranjas que no contienen
semillas o contienen muy poca, la fecundacién de la flor o no existe o se Hevé a
cabo parcialmente.

Naranja; (Citrus sinensis)

Naranja Valencia. El origen de esta variedad es confuso, probablemente se originé en
las islas Azeres, a fines del siglo pasado, desde donde fue lievada a Florida por los
Ingleses y posteriormente a Sudamérica.

El arbol es vigoroso, presenta un buen desarrollo y s¢ adapta a diversos suelos y climas.
Los frutos son medianos o grandes, esféricos y ligeramente alargados, de color intenso
o algo pilido y de cdscara espesay fina, muy pocas semillas pero elevado contenido
de zumo,

Su produccién se da principalmente en México y Sudameérica.

Mandasrina; (Citrus unsbiu)

Fruto de mediano a grande, con alto contenido de zumo, de color anaranjado intenso,
de forma aplanada y, en ocasiones con la zona pendicular ligeramente aperaitada con
bastantes semillas y puede recolectarse a principios de octubre.



Toronja; (Mdxima burm)

Arbol vigoroso, grande, se adapta bien al clima teniendo un intervalo abierto a
condiciones climatoldgicas, pero los frutos de calidad se obtienen en climas calurosos.
Fruto grande o muy grande, globo esferoidal, con © sin semillas, gruesas, grandes y su
sabor es ligeramente amargo (Agustin 1985).

Limon; (Citrus aurantifolia)
El arbol es vigoroso, presenta un buen desarrollo y se adapta a diversos suelos y
climas. Los frutos son medianos, esféricos y ligeramente ovalados, de color verde o
algo palido y con sabor agrio.

El limén, citrico pertenecient a la familia de las Ruticeas, es originario del continente
asidtico, era desconocido por griegos y romanos pero fué cultivado por los Arabes de
Persia e introducido al norte de Africa y sur de Europa entre los siglos 1000 y 1200
DC. A su vez, los cruzados lo introducen en toda Europa, de ahi que después de la
conquista se introduzca a toda América. De ese modo llegé a México yenla
actualidad su cultivo tiene gran importancia. En México se producen dos variedades
importantes de limén, el persa y el agrio. Las cuales se producen en gran cantidad

En 1985, México ocupo el tercer lugar como productor mundial, después de Estados
Unidos e Italia seguido de la India. Durante 1982-1985 estos paises aportaron el 59 %
de ia produccion mundial, correspondiéndole a México el 11.7 % (Agustin 1985).

Produccién nacional de citricos.

De acuerdo a la Secretaria de Agricultura Ganaderia y Desatrollo Rural en su Centro de

Estadisticas, en el Anuario Estadistico de la produccion Agricola de los Estados Unidos

Mexicanos 1996, la produccion macional de los Citricos ocupa un lugar muy

importante.

Debido a la situacién geogrifica del pais, le permite producir innumerables variedades

de productos en el campo. Los Citricos pueden llegar a ocupar los primeros lugares de

produccién nacional y ocupar lugares muy importantes a nivel internacional. Una
8



muestra s la produccion de naranja y limén que ocuparon el quinto lugar de produccién
en el ambito mundial en 1995 y el segundo lugar en Latinoamérica.

La importancia de Iz produccion de Cirricos se ve reflejada en la inversion en este
ambito ya que en 1996 solo de Toronja se sembraron 11,197 hectireas, dando una
produccion de 245,810 toneladas, siendo los estados de Veracruz, Tamaulipas y Nuevo
Leon los principales productores. La naranja se sembré en 279971 hectareas
produciendo 3,101,028 toneladas, donde Veracruz, Tamaulipas, Nuevo Ledn, Yucatin
y Tabasco produjeron el 85 % del total. De la  mandarina se produgeron 186,783
toneladas en 13,364 hectareas sembradas en los estados de Veracruz, Nuevo Leén y
San Luis Potosi. Se produce Limén en Colima, Michoacdn, Veracruz un total de
916,331 toneladas de limon agrio y 172, 409 toneladas de limén persa (SAGDR 1995).

Compesicidn quimica del jugo de limon y naranja.

Los citricos estin compuestos en su mayoria por agua, iones, carbohidratos (tabla
N°1.} que son las caracteristicas de esta fruta, aparte de contribuir con vitaminas
necesarias en ¢l metabolismo det humano. Un andlisis revela la existencia de algunos

metales comunes y lo anterior se muestra en la siguiente tabla.

Tabla No. 1 Aniﬁsi_gdebsprincipalesoog_:ponentadel fruto.

Toromja % Naranja % Mandarina % Limén %
[Agua 85 88 &7 81
Proteinas 3.6 0.8 3.6 56
Grasss 02 4.0 36 04
Carbohidratos 4.7 4.6 1.8 7.7
Vitamsing A 0.00006 Unidades | 0.120 Unidades | _0.00008 Unidades | 0.00006 Unidades |
Vitamina C 0.100 0.050 0.030 0.152
Nicotinamida 0.0010 0.0002 e — 0.0002
Vitamina B, 0.00020 0.06 0.00012 0.00011
Vitamins B 0.00014 0.02 0.00009 0.00011
'Ac. Citrico 0.85 1.0 13 1,5
Carotenoa — 0.0019 nam —_—
Pectinas — 1.0 6.07 0.07
Celulosa —— — 2.6 2.7
 Vitamina P — 6 Unidades

“Los Citricos: Uso y manejo Diccionario enciclopédico Quillet tomas V, VL 1984

! VITAMINA ACTINA



Generalidades sobre grasas y aceites

Grasas y Aceites

Las grasas y los aceites constituyen una clase bien definida de sustancias neutras,
solubles en éter etilico y otros disolventes organicos, pero no en agua. Producidas en
alguna cantidad por todas las plantas y todos los animales. Las grasas v los aceites
constan de triglicéridos o ésteres del glicerol y Acidos alifaticos de molécula elevada o
de cadena larga, saturades y no saturados, llamados icidos grasos. Las ceras se
diferencian de las grasas em que son ésteres de ciertos alcoholes monovalentes
superiores en lugar del glicercl.

Debido a que los icidos grasos constituyen ta mayor parte de los aceites y grasas (95% )
las propiedades de éstos repercuten sobre las caracteristicas de los aceites y las grasas.
No existe gran diferencia entre los aceites, que son liquidos, y las grasas que son
solidos o semis6lidos {mantecas o sebos) a las temperaturas atmosféricas ordinarias
debido a que las propicdades de estos compuestos son semejantes. Los aceites grasos
se llaman también aceites fijos, para distinguirlos de los aceites esenciales {Adams
1985),

Los aceites esenciales, como los de ia menta piperita, rosa, limén, naranja y pino entre
otros, pueden definirse como aceites vegetales volatiles, asi mismo se clasifican como
lipidos debido a sus propiedades y su composicion quimica semejante a las grasas,
ceras y acidos grasos. Se han estudiado las estructuras quimicas de unos 500 aceites
de los cuales su clasificacion, puede dividirse en cuatro grupos importantes {Adams,
1985).

1. - Terpenos relacionados con el isopreno.

2. - Compuestos de carbono de cadena lineal, que no contienen cadenas laterales
3. - Derivados del benceno
4.- Aceites que no corresponden a las categorias anteriores

1o
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Los aceites esenciales de citricos, la menta, yerbabuena, salvia, espliego, vara de oro,
mejorana, rosas, jazmin, anis etc, se emplean en perfumes, cosméticos, goma de
mascar, como condimentos en jabones o en productos de medicina (por su actividad
antimicrobiana, antifungicida etc.). (Laguna, 1980).

Acidos grasos

Los acidos grasos estdn clasificados en saturados e insaturados, unos tienen cadenas
ramificadas que contienen grupos hidroxilos, otros contienen una estructura ciclica al
final de la cadena. Todos tienen una propiedad en comim, ademas del grupo terminal
carboxilico, contienen un nimero par de 4tomos de carbono solo si se han derivado de
una grasa natural. Los icidos grasos con numero impar de carbonos son raros en la
naturaleza, probablemente por ¢l mode de realizarse la sintesis de los acidos grasos a
partir de fragmentos de dos carbonos (Laguna, 1980)

Acidos grasos saturados e insaturados

Tabla No. 2 Estructura y origen de los scidos grasos

Acido graso

SATURADOS Formula No de carbones | Origen

Butirico/ butanoico CH;,(CH),COOH 4 Mantequilla

Capréico/ hexanoico CH;(CH),COOH 6 Acsite de coco, de palma
Miristico /tetradecandico CHy(CH),2.COOH 14 Mantequilla lanolina
Palmitico/ hexadecanbico | CE,(CH);COOH 16 Grasss animales y vegetales
Estedrico octadecanco CH3(CH),sCOOH 8 Grasas animales y vagetales
INSATURADOS

Oléico /Shexadecandico CH;{(CH),,COOH |18 Aceite de sardinas
Linoléico/ Soctadecanbico | CHy(CH),<COOH 18 Aczite de olivo

Linolico 9,11,15- | CH(CH),sCOOH 18 Actite de tung
octadecatriendico

Lipidos: Edwin. Mertz. 1992, “Bioquimica *
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Los acidos grasos que estin saturados y contienen de 4 a § atomos de carbono, son
liquidos a temperatura ambiente (tabla N°2). Los écidos grasos saturados que contienen
mas de 8 dtomos de carbono son sélidos, y su punto de fusién aumenta con la creciente
longitud de la cadena.

La introduccién de un doble enlace carbono-carbono en wna molécula de acido graso
hace descender su punto de fusién tan notablemente que, incluso, acidos grasos con mas
de 18 dtomos de carbono se vuelven liquidos a temperatura ambiente (Laguna, 1980).
Los dcidos grasos insaturados, libres 0 combinados reaccionan con hidrdgeno, oxigeno
y halégenos, estos elementos se adicionan a los dobles enlaces.

Los é4cidos grasos individuales purificados se preparan industrialmente en grandes
cantidades en muchos paises, partiendo de grasas y aceites animales y vegetales. Se
obtienen primero a partir de dcidos grasos libres por saponificacién o por intercambio
de alcohol metilico, y los écidos grasos individuales purificados se separan por
destilacion fraccionada con vacio. En este estado, los acidos grasos tienen una
infinidad de aplicaciones como lubricantes, detergentes, desinfectantes etc (Laguna,
1980).

Actividad antimicrobiana de los dcidos grasos.

Los acidos grasos se concentran naturalmente en las semillas, durante algunos pasos del
metabolismo, incluso el metabolismo secundario es proveedor de metabolitos
secundarios con propiedades antimicrobianas. El uso de los acidos grasos para inhibir
bacterias Gram positivas y Gram negativas resulta comim en ciertos laboratorios
(Nieman, 1945). Algunas de estas propiedades antimicrobianas son las que se

mencionan a continuacion:

*Los 4cidos grasos presentes en algunas variedades de frutas especialimente en
los citricos presentan actividad antimicrobiana contra bacterias termofilicas.
(Graham, 1953).

*Thomson (1967) demostré que los 4cidos grasos de citricos al 3 % de
concentracion tenian efectividad en reducir la viabilidad de la Salmonelia..
* La Escherichia coli fue utilizada en numerosos estudios de inhibicion por

acidos grasos, resultando un incremento de la inhibicién, conforme crece el
12



niimero de carbonos de los dcidos grasos empleados (de 6 tomos de carbono a
11 atomos de carbono). El efecto de incremento de la inhibicion se dié en donde
s¢ emplearon 4cidos grasos de 8 all dtomos de carbono. { Eisler & Von Metz
1968).

«La actividad fimgicida de algunos icidos grasos esterificados tiene importancia
relevante dentro de las investigaciones de actividad, incluso contra Aspergillus
niger (Shibasaki.1975)

+La acci6n antimicrobiana de ciertos acidos grasos esterificados de cadena larga
(mds de 16 dtomos de carbono) insaturados han demostrado tener actividad
contra Aspergillus niger, Penicillum citrimam, Céndida willis (Dugas).
(Bullerman, 1986).

*La accidn inhibitoria del 4dcido céprico sobre Escherichia coli, es en la
envoltura interna o membrana cefular, afectando el metabolismo celular, la
sensibilidad de la membrana sc ve afectada por la presencia del acido caprico
formando una capa, lo que ocasiona la descompensacion de proteinas presentes
en la membrana (José P. Fay & Ricardo N. 1977).

Los efectos de inhibicién de los 4cidos grasos saturados e insaturados sobre la
Bordetella pertussis depende de la concentracion presente, por lo que a altas
concentraciones saturan a la membrana interna causandole una inhibicién total
Leanne H. Parker 1979,

*La presencia de los dcidos palmitico, oléico, estedrico y linoléico en
concentraciones de 200 nmol/ml activan la autolisis del Streptococcus faecalis,
estas concentraciones de acidos grasos saturan las células por lo que provoca una
lisis bacteriana (Daniel. D. and Lolita —-Morore. 1980).

*La presencia de dcidos como palmitico, estedrico, oléico y linoléico presentes
en concentraciones 200 nmol/ m} inhiben en un 80 % la actividad de algunas
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bacterias, inhibiendo ¢l metabolismo energético por la saturacién de dcidos
grasos. {(Carson. DD. 1980 ).

Finalmente es conveniente mencionar que Ia accion antimicrobiana presentada por los
acidos grasos de las semillas de limén y toronja no solo inhibe el metabolismo
primario de las bacterias sino que también interfiere a nivel de la membrana, como se
comprucha

con el 4cido decanoico que proboca autolisis a nivel d¢ membrana datos reportados
por Fay J P (1977) demuestran que la accion inhibitoria del 4cido decandico es a nivel
de la actividad metabélica inicial por lo que el dafio es irreversible. La presencia de
acidos oléico y linoléico inducen la lisis en ciertas situaciones, tales efectos se ven

reflejados en la inhibicion de sintesis de componentes de la membrana.

Bacteriss Patogenas.

Es rclativamente pequefio el nimmere de especies bacterianas que son reconocidas, sin
contar con el papel que desempeiian 2l infectar a plantas animales y al propio hombre,
Es por tal razén que las bacterias patégenas han sido estudiadas de manera especial.
Los estafilococos. Estos microorganismos son habitantes comunes de la piel, la nariz
y la garganta del hombre, en donde residen habitualmente sin causar dafio alguno. Sin
embargo, Staphylococcus aureus puede infectar las heridas, producir accesos menores,
tales como granos y foriinculos y en menor frecuencia, infecciones serias como
bacteremia, osteomnielitis (una inflamacién en el hueso con descarga de pus) y
neumonia.

En afios recientes las cepas estafilococcos que son resistentes a la penicilina y otros
antibioticos, han causado numerosas infecciones serias en muchos hospitales.

Los micrococcus  son habitantes normales del cuerpe humano. Bajo condiciones
normales esta especie es innocua. Sin embargo, pueden causar infecciones, siendo la
mas seria la endocarditis bacteriana, en la cual, el microorganismo crece en el interior
de las paredes y vélvulas del corazon.

Las Pseudomonas son sapréfitas innocuas que viven en el suelo, el agua y en los tractos

digestivos de los mamiferos. Son bacilos gram negativos con un solo flagelo tenminal,
14



¥ generalmente producen uno o més pigmentos amarilios solubles en el agua. Las
Pseudomonas aeruginosa es comun en las heces y a menudo infecta el tracto urinario
causando infecciones de vejiga y el rifidn que son resistentes a la quimioterapia
(Nishina 1991).
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Metodologla

Este trabajo consta de la extraccién del aceite de semillas de citricos (limén, naranja,
toronja y mandarina), su analisis por cromatografia de gases acoplada a masas y su
posterior comprobacién de la actividad antimicrobiana de los mismos.

La semillas se recolectaron de las siguientes variedades: limén Citrus auranfolia,
mandarina Citrus unsgui mare, toronja Citrus maxima y naranja Citrus maxima.
Cabe destacar que a las semillas se les realizé su clasificacion taxonémica en
laboratorios de la seccidn de agronomia y en el herbario de la FES- Cuautitlin campo 4.
Una vez obtenidas las semillas fueron sometidas a secado a temperatura ambiente v la

molienda se realizé utilizando un molino de tornillo.

Extraccién de los aceites de las semiilas

Los aceites se obtuvieron a través de una extraccién hexanica utilizando un aparato
soxtlet, la extraccion tuvo una duracién de 6 horas a reflujo; el exceso de disolvente se
eliminé en un equipo de rotavapor a vacio, procurando no descomponer o volatilizar
los compuestos organicos. El volumen del disolvente restante se eliminé a temperatura
ambiente, teniendo como indicador la densidad constante, utilizéndose un pignémetro.

Transesterificacion de los aceites.

2g de aceite se mezclaron con 10 ml de disolucidén de metilato de sodio 2N
(MeONa/MeOH), la mezcla obtenida se sometié a refiujo en metanol durante un
periodo de cuatro horas. Concluido el tiempo de reaccion la mezcla del crudo de
reaccion se filtré al vacio empleando una cama de celite y carbon activado. Por iiitimo,
el filtrado se concentrd a presion reducida. Esta reaccién fue realizada para poder
facilitar €] andlisis de los aceites.
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Anilisis de los aceites extraidos.

El analisis de los aceites se realizo por cromatografia de gases acoplada a espectometria
de masas, ulilizando un cromatografo HP5890 serie 2 acoplado a espectro de masas
JMS-AX505Ha con una columna de metilfenilsilicona al 5 % iniciando a una
temperatura de 70 °C elevando la temperatura en intervalos de 10 °C con tiempos de
dos minutos en cada intervalo, hasta atcanzar 270 °C con flujos de 100 ml/min y presion
de 13 psi. Una vez obtenidos los cromatogramas, se realizé una bisqueda en la base de
datos para identificar los écidos grasos contenidos en los aceites.

Disolucién de los aceites en diferentes solventes.

La prueba de disolucién de los aceites en diferentes disolventes (iabla 3), fue realizada
con solventes que facilitaran la difusién del aceite para la prucba de actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram+ y Gram- .Se probé la disolucién de los aceites

en diferentes disolventes de acuerdo con su polaridad.

Tabla No. 3, disolventes.
Disolvente

Agua

Acetona

Acetato de atilo
Cloroformo

Alcohol

Glicerol

Alcohol- Glicerol (1:1)

La prueba de disolucion se realizo mediante la mezcla de una parte del aceite por cinco
partes del disolvente (1:5).
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Prueba de actividad antimicrobiana de los aceites comtra bacterias Gram+ y

Gram-

Las pruebas de actividad antimicrobiana fueron llevadas a cabo utilizando la técnica de
Kirby-Bauer, mejor conocida como técnica de difusion en disco. Esta técnica tiene
como principio la interaccion de una sustancia depositada en disco de papel con el
inéculo del microorganismo sobre una base de agar. (Isenberg. 1992)

Para conocer la actividad antimicrobiana de los aceites se utilizd una técnica
modificada, en lugar de utilizar discos de papel filtro se hicieron pequefios pozos sobre
el agar en donde fue depositada la muestra del aceite.

Se prepararon cajas petri con agar Mueller-Hinton con un espesor de 3-5 mm. Se
prepar6 un indculo con cada una de las cepas bacterianas a probar bajo las condiciones
marcadas en la técnica, las cuales son: que la turbidez del indculo corresponda al 0.5 de
concentracién del estandar de Mc-Farland (1.5 x 10%} y que cada uno de los inéculos
sea depositado con ayuda de un hisépo esterilizado sobre la superficie del agar
(Isenberg. 1992).

Posteriormente la muestra de la disolucién del aceite fue depositada en los pozos hechos
sobre el agar. Se depositaron muestras de 5, 10 y 15 pl, usando como disolvente la
mezcla de alcohol- glicerol- aceite (1:1:1) y colocando una muestra de disolvente sin el

aceite como testigo.

Finalmente las cepas fueron incubadas a 37°C por 24 horas. Una vez concluida la
incubacién, los halos de inhibicién fueron medidos con escalimetro por la parte
posterior de la caja de petri, con un angulo de 45°C.

Para cada uno de los aceites fue probada su actividad contra bacterias de coleccion
ATCC Gram+ y Gram- (tabla 4)



Tabla No. 4 Cepas a probar con los extractos

Cepa No ATCC
Bacilfus cereus G 11778
Micrococcus huteus G(H 9341
Staphylococcus axreus G{+) 25925
Staphylococcus aureus G+ 6538P
Escherichia coli GH) 10536
Pseudomona aeruginosa G(-) 9627
Escherichia coli G- 25922

Establecimiento de la concentracion minima inhibitoria.

Los aceites que presentaron inhibicién de las bacterias fueron probados, variando la
concentracion  a diferentes disoluciones decimales (1:10, 1:100, 1:100) del aceite
usando como diluyente la mezcla alcohol- glicerol, Al encontrar la dilucién decimal
minima inhibitoria, s¢ procedié a trabajar con las diluciones dobles (1:2, 1:4, 1:8, 1:16).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccién de los aceites de las semillas

A los aceites obtenidos se les determiné la densidad (tabla 5). No existen datos
reportados de estos sobre densidad. Los resultados se observan en la tabla No 5.

Tabla No 5. Densidades obtenidas

Extracto Densidad
Limén 0.9582
Toronja 09152
Naranja 0.9418
Mandarina 0.9348

Los datos encontrados son densidades de 4cidos grasos aislados o extraidos de alguna
otra seccion del citrico. Por lo cual, los datos experimentales sobre 12 densidad de los
aceites se pueden utilizar como referencia en alguna otra investigacion que involucre la
presencia de éstos, El rendimiento obtenido de la extraccién de las semillas es e 40 %
(P/V) aproximadamente para los cuatro casos.

Anilisis de los aceites por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

MmAasas.

El andlisis de dcidos grasos fue realizado por cromatografia de gases acoplado a
espectro de masas y dié como resultado la presencia de 5 acidos grasos (tabla N°6) para
los extractos de naranja, mandarina y 4 para los extractos de limén y toronja. El andlisis
quimico por estas técnicas da una resolucion amplia y exacta de cada acido graso que
s¢ extrajo de las semiltas de los citricos,

21



Tabla No. 6 Por ciento de abundancia de Jos icidos grasos reportados en el anilisis.

Aceite Ac. Ciprico | Ac. Estefirico | Ac. Oléico | Ac. imeléico | Ac. Palmitico
Naranja 8.41 59.63 3.80 2279 538
Toronja 00 46.07 29.46 21.87 2.60
Limén 0.0 47.94 26.31 2222 352
Mandarina 10.06 41.67 7.50 3224 3.54

Esta abundancis se obtuvo de los andlisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
Los espectros asi como su sbundancia se encuentran en ¢f anexo 1.

Con referencia a esto se buscé en los espectros de cada acido como primera referencia,
dando tres écidos saturados cdprico, palmitico, estedrico y dos dcidos insaturados
linoléico y oléico. Estos 4dcidos concuerdan con los espectros, en peso molecular y
formula reportados en Ia bibliografia, confirrnando lo reportado por Kiitr, 1992, donde
se presenta el andlisis de aceites de semillas (Toronja y Naranja). Los espectros del
andlisis y los reportados por Kiitr, 1992, asi como su identificacion se encuentran en el

anexo 1.

En las pruebas de solubilidad de los aceites una vez probada su disolucién, se
comprobd que el disolvente no tuviera actividad contra las cepas bacterianas o afectara
el medio de cultivo, dando como resultado que con Iz mezcla etanol-glicerol se obtuvo
una difusién de] aceite en el agar aceptable,

Resultados de 1a actividad antimicrobiana de los disolventes

De acuerdo con la difusién de los aceites y la nula actividad presentada por el alcohol y
¢l glicerol (tabla 7), se realizé una mezcla alcohol + glicerol + aceite con Ia cual se
obtuvo una mejor difusién, adecuada para la prucba de actividad antimicrobiana de los

aceites.



Tabla No7. Prucba de actividad de los solventes.

Disolvente Disolucion Inhibicion
Agua Nula Negativa
Acetona Completa Positiva
Acetato de etilo Completa Positiva
Cloroformo Media Positiva
Alcohol Media Positiva
Glicerol Medis Negativa
Alcobol- Glicerol Completa Negativa

Aceites que presentaron actividad antimicrobiana contra bacterias gram+ y gram-

La predominancia del 4cido graso oléico dentro de los extractos de limén y toronja, en
el balance porcentual de este 4cido puede ser un factor que incida directamente en la
actividad antimicrobiana presentada por los dos aceites (tabla 8). Los aceites de
naranja y mandarina también presentan este icido graso pero la cantidad es minima
dentro de estos extractos.

Tabla No. 8 Aceites con actividad antimicrobiana.

Aceite CEPA Actividad
Limén y toroja Bacillus cerens G 11778 | Positiva
Limén y toronja Micrococcus hitens G{#H 9341 Positiva
Limén y toronja Staphyiococeus curens G(+) 6538P | Positiva
Limén y toronja Staphylococcus avreus G(#) 25925 Positiva
Limén ¥ toronja Escherichia coli G(-) 10536 | Positiva
Limén y toronja Pseudomona aeruginesa G() 9027 Positiva
Limén y toronja Escherichia coli G-} 25922 Positiva




Existe otro factor que puede ser el causante de la actividad antimicrobiana, este puede
ser la conformacion de la estructura de las moléculas de 4cidos grasos, la isomeria que
en muchos compuestos es determinante para dar la actividad antimicrobiana.

En el caso de los compuestos arométicos, no es lo mismo Ia posicién orto, meta o
para; por ejemplo, las sales del dcido hidroxibenzdico, tienen una potente accion
antirreumatica la cual no poseen los otros isémeros. Este simple acomodo estructural,
permite a la molécula formar un enlace de hidrogeno intramolecular, con la que
adquiere su actividad ( Litter, 1970).

Otro caso de isomeria, son los estereoisémeros que también tienen una gran importancia
en la actividad de compuestos orginicos, un ejemplo es l-adrenafina la cual posee una
potencia farmacolégica 20 veces mayor que Ia d-adrenalina. La isomeria geométrica es
un factor determinante (Litter en 1970},

En los diastercisdmeros o isomeria cis-trans, debido a su distinta configuracion en el espacio, existen
diferencias farmacolégicas; por ¢jemplo, la actividad estrogénica del isémero cis-dietilestibestrol es
mucho mayor que la de su isémero trans-dietilestibestrol que no posee actividad. El analisis presentado
por Kiitr 1985 revela la isomeria cis para el acido graso linoléico, dando una referencia de isomeria, que
pudiera s¢r el factor parz que existicra actividad en dos de los aceites (toronja y limdn).

La presencia de los 4cidos palmitico, oléico, estedrico y linoléico en concentraciones de
200 nmol/ml activan la autolisis de algunas bacterias de acuerdo a Lolita —~Morore en
1980, y de acuerdo a los resultados de este trabajo, estos cuatro acidos grasos se
encuentran presentes en los aceites de las semillas de limén y toronja.

24



Como se puede observar, la capacidad de inhibicién es mds fuerte en el extracto de

limén, que en el extracto de toronj

Tabla No 9. Promedio de diametros de inhibicion {mm) de los exiractos de limon

2 en la tabla 9y 10

Cepa Promedio
Bacillus cereus GH) 11778 |12.0 +0.0057
Micrococens huteus G(+) 9341 15.25 + 0.5000

Staphylococcus avreus G{+)

6338P | 16.33 + 0.5773

Staphylococcus aureus G (+)

25925 [7.75 % 0.5000

Escherichia coli G(-) 10536 | 13.00 £0.7071

Pseudomona aervginosa G {-)

9027 |16.33 £ 0.5775

Escherichia coli G(-)

25922173 = 0.5152

Tabla No 10. Promedio de digmetros de inhibicidn (mm)de los extractos de toronja

CEPA PROMEDIO cm
Barillus cereus G N1l 52 1 00732
Micrococcus lutews G (+) 9341 | 1133 £ 0.5775
Stapylococcus aarens G(+)  6538P | 966 + 0.1547
Staphylococcus awrens G (+) 25925 | 635 * 0. 5100
Escherichia coli G(-) 10536 13.0 £0.0120
Psewdomona aeruginosa G (-) 9027 13.66 + 0. 1547
Escherichia coli G- 25922 6.0 £05110
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CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA DE LOS ACEITES DE
SEMILLAS DE LIMON Y TORONJA

Se reportan los resultados obtenidos de Ia concentracion minima inhibitoria MIC del
aceite de limén para las diferentes bacterias probadas.

Tabla No. 11 Concentraciones minimas inhibitorias del aceite de Limén

CEPA No TAC [MIC mg/ml
Bacillus cereus 11778 0.4791
Micrococeus haeus 9341 0.4791
Staphylococcus aureu 25925 0.4791
Staphylococcus aureus 6538P 0.4791
Escherichia coli 10536 0.239
Pseudomona aeruginosa 2027 0.4791
Escherichia coli 25922 0.239

Tabla No 12. Los resultados obtenidos de la concentracién minira inhibitoria MIC
def aceite de Torenja

Cepa No ATCC MIC mg/ml
Bacillus cereus i1778 0.4575
Micrococcus hateus 9341 04575
Staphylococcus aureus 25925 04575
Staphylococcus aureus 6538P 0.4575
Escherichia coli 10536 0.4575
Pseudomona aeruginosa | 9027 0.4575
Escherichia coli 25922 0.4575
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CONCLUSIONES

Los aceites extraidos de las semillas de limén y toronja presentan actividad
antimicrobiana, la cual no presentan los aceites extraidos de naranja y mandarina. La
existencia en mayor cantidad del 4cido graso oléico dentro de los extractos de limén y
toromja, puede ser un factor que incida directameme en la actividad antimicrobiana
presentada por los dos aceites de limém y toronja.

La actividad inhibitoria del aceite se incrementa con ¢l aumento en el nimero de dobles
enlaces presentes en la cadena de los acidos grasos presentes por ejemplo los acidos
grasos como Oléico de 18 carbonos,

La existencia de la isomeria cis dentro de los compuestos organicos pudiera marcar la
diferencia entre un compuesto con actividad amtimicrobina y uno que no presenta
actividad, por lo que se sugiere hacer un estudio estructural de isomeria, en particular
para los acidos grasos de limon y toronja.

Las concentraciones minimas inhibitorias son del orden de 0.4575mg/ml, en
promedio para los dos extractos, para el caso del limén puede llegar su concentracion
minima inhibitoria a 0.239mg/ml.

La actividad antimicrobiana presentada por los aceites es de amplio espectro, debido a
que tal actividad actia sobre bacterias gram positivas Bacillus cereus, Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus, asi como a gram negativas Escherichia coli y

Pseudomona aeruginosa .
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GLOSARIO

Patogenos: Microorganismo o sustancia, que en minimas concentraciones es perjudicial
para el organismo.

Actividad antimicrobiana: Sustancia quimicas sintetizadas, creadas por bacterias o
naturales que inhiben el crecimiento, proliferacién y desarrollo de microorganismos.

Rutéceas: Planta monocotiledonea de flores blancas y amarilias con frutos dehisentes,

Monocotileddneas : Grupo taxonomico que presenta un solo recubrimiento de la
semilla

Halo de inhibicién: Limite provisto por la accidén antimicrobiana de una sustancia
hacia una microorganismo patégeno.

Inéeulo: Técmica por la cual se agrega o se comtamina un medio con un
micreorganismo para su crecimiento.

Bacterias Termofilicas: Bacteria que es capaz de soportar altas temperaturas sin tener
alguna alteracién o sufrir una lisis,

Viable: Proceso por el cual se comprueba, que un microorganismo puede llegar al fin
de su desarrollo.

Concentracién minima Inhibitoria (MIC): Es la concentracién necesaria para la
inhibicién de un microorganismo.

Zumo: Parte de los citricos en la que presenta la mayor cantidad de carbohidratos,

Actividad fungicida: Sustancia quimica que tiene la capacidad de inhibir ¢! crecimiento,
proliferacion y desarrollo de hongos

Medio de cultivo: Caldo gelatinizado que contiene todos los nutrientes necesarios para
un crecimiento adecuado para un microorganismo.
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=SPECTRO DE MASAS DE LLOS ACIDOS GRASOS DEL LIMON
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ESPECTRO: Nonanoic acid, 9-methy ester
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ESPECTRO: Pentadecanoic acid, 14 methy ester
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| ESPECTRO: 11,14- Octadecadienoic acid methy ester
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Espectro: 6,-Octadecanoic acid, methy ester
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