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RESUMEN

La proliferacion de enfermedades causada por microorganismos patdégenos es una
preocupacion generalizada, que constituye un factor de riesgo para la salud
publica, es por esto que se buscan fuentes naturales que inhiban el crecimiento
bacteriano; descubriendo en las plantas compuestos bioactivos para tal fin. Los
investigadores proponen el uso de fitomoléculas obtenidas en combinacion con
tratamientos suaves podria permitirnos obtener productos mas seguros con

mejores propiedades sensoriales, sin cambios en su composicién o naturaleza.

Por ese motivo el presente trabajo busca obtener, y evaluar la capacidad de la
naranja valencia como antibacteriano y antioxidante y darle un valor agregado al
subproducto. Fueron empleados 6 extractos para realizar la cuantificacion del halo
de inhibicidbn que presentan con respecto a las tres bacterias patdgenas que son
Escherichia coli, Salmonella typhi y Staphylococcus aureus, de nuestro interés en
este trabajo. Las bacterias Gram negativas presentaron una mayor sensibilidad a
los compuestos antimicrobianos de la cascara de naranja, a diferencia de la Gram
positivas. Los extractos etandlicos presentan mayor actividad antibacteriana
(M1:17.6mm, M2: 18.9mm, M4 17.7 mm.), esto porque el solvente al estar en
contacto con las particulas de la muestra favorece la interaccion y el arrastre de

los compuestos potenciando su actividad.

En la actividad antioxidante los datos obtenidos son bajos (de 2-16 %), en
comparacion con estudios realizados en otros citricos con valores de 46.36 en
naranja, 66.88 en mandarina y 38.88 en toronja, (Rincén a. y col., 2005). esto
pude deberse a que el tratamiento térmico de la cascara de naranja y los tiempos
dados no favoreci6 la extraccidon de fitomoléculas de interés y a las cuales se les
atribuye las propiedades antibacteriana y antioxidante. Esto quiere decir que es
efectivo dependiendo de la aplicacion y método de obtencibn de estos

compuestos.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, antioxidante, subproducto de naranja,
Inhibicion.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

El interés mundial en bio-conservacion de los sistemas alimentarios tiene
incremento debido a grandes pérdidas econdmicas y contaminacion de productos
alimenticios por patégenos y es a menudo responsable de la pérdida de calidad y
la seguridad de estos. La preocupacion por el patdgeno y el deterioro del
microorganismo en los alimentos es cada vez mayor debido al aumento de brotes
de enfermedades causadas por los alimentos. Actualmente existe un interés
mayor usar antibacteriano natural, como extractos de hierbas, y especias para la
conservacion de alimentos. Aceites esenciales derivados de plantas y extractos de
diversas especies, han sido utilizados como agentes naturales para la
conservacion de alimentos y bebidas debido a los compuestos antimicrobianos
(Nychas y col., 2003).

Los subproductos agroindustriales presentan, sin embargo, un amplio potencial de
aprovechamiento que debe ser rentabilizado de manera eficiente (Arvanitoyannis 'y
Varzakas, 2008). La posible integracion de los subproductos de la industria
agroalimentaria como ingredientes en nuevas formulaciones de alimentos
supondria una solucién a la actual problemética medioambiental, y la posibilidad
de obtener nuevos productos alimenticios que logren satisfacer las necesidades
de los consumidores (Aruoma y col., 2012).

Tradicionalmente, para asegurar la inocuidad de los alimentos y prolongar su vida
atil, la aplicacion de tratamientos térmicos prolongados y el uso de conservantes
guimicos han sido las metodologias mas empleadas (Raso y Barbosa., 2003). Sin
embargo, los consumidores actuales son cada vez mas conscientes de la relacion
existente entre una alimentacién saludable y una mejora de la calidad de vida
(Hamm vy Bellows, 2003), por ello buscan alimentos frescos o minimamente

procesados sin adiccion de aditivos quimicos.
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Los estudios han demostrado una significativa reduccion del riesgo de desarrollo
de enfermedades crbnicas, por ejemplo el céancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes y Alzheimer asociada al consumo de frutas y vegetales
(Ladaniya M.S, 2008).

Los antimicrobianos de alimentos son compuestos 0 sustancias quimicas que
pueden retardar el crecimiento o causar la muerte microbiana cuando estos son
incorporados en una matriz de alimentos (Davidson y Zivanovic, 2003). Los
principales blancos de accion de los antimicrobianos son los microorganismos
patdgenos productores de toxinas o causantes de infecciones y microorganismos
deteriorantes, cuyos productos finales metabdlicos causan olores y sabores
desagradables, problemas de textura y decoloracion del producto (Davidson y
Taylor, 2007).

La contaminacién de microorganismos en los alimentos va en aumento, es por
€s0 que se estan buscando nuevas alternativas de compuestos de origen natural
gue potencien mayor la inhibicibn en este caso de las bacterias patdégenas
Escherichia coli, Salmonella typhi y Staphylococcus aureus. Ademas los aceites
esenciales estan compuestos de fitomoléculas que ayudan a contrarrestar

enfermedades en los seres humanos.

Este subproducto de citricos en la agroindustria genera un valor agregado del

aprovechamiento de la cascara.
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1.2 OBJETIVO GENERAL

Obtener y evaluar la capacidad de los extractos de cascara de naranja valencia
(Citrus sinensis), como agentes antibacterianos sobre Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, y Salmonella typhi, asi como su la actividad antioxidante.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener extractos etandlicos, etandlicos 50% y acuosos de la cascara
de naranja mediante tratamiento térmico (hidrodestilacion), para su
evaluacion antibacteriana y antioxidante.

2. ldentificar de manera macroscopica y microscopica las bacterias
patbgenas.

3. Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos,
etandlicos 50% y acuosos sobre Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, y Salmonella typhi.

4. Determinar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos,
mediante los métodos (ABTS y DPPH).

1.3 HIPOTESIS

Los extractos de la cascara de naranja tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de las bacterias patdgenas; Salmonella typhi, Escherichia coli, y
Staphylococcus aureus y presentan actividad antioxidante debido a la naturaleza

de sus compuestos bioactivas.
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1.4 JUSTIFICACION

La importancia de este subproducto de la agroindustria de naranja en México,
particularmente en Alamo Temapache Veracruz, siendo el principal productor de la
naranja valencia. Engloba varios sectores ya que se trata de un residuo que tiene
mal uso por parte de las jugueras, siendo su destino a campo abierto o a otros

lugares, generando contaminacion al medio ambiente.

En este trabajo, se da un enfoque especial a las agroindustrias para la
recuperacion de los recursos como es la cascara de naranja, que estas jugueras
conozcan la importancia de aprovechar los residuos para disminuir la
contaminacion que estos generan. Por otro lado implementar tecnologias
emergentes para el conocimiento y las ventajas que conlleva al dar un buen

tratamiento a estos subproductos.

Sin embargo, la mayoria de este tipo de industrias no tiene algun plan para estos
residuos, debido al alto costo de su reutilizacion y por el contrario, los mezclan

junto con la basura en los vertederos o rellenos sanitarios.

Una opcién que tenemos en la industria de los alimentos es que produce grandes
cantidades de residuos que pueden ser aprovechados de diversas formas. Entre
estos residuos se encuentran los provenientes de las frutas, los cuales pueden ser
utilizados en alimentacion animal y humana, abonos, pectinas y los aceites

esenciales siendo el tema de interés.

Ademas, las propiedades antimicrobianas y actividad antioxidante es una opcién
aceptada por varios autores, que buscan la incorporacibn de nuevos
conservadores y aditivos que provengan de fuentes naturales, para disminuir la
contaminacion de bacterias patogenas en los alimentos, asi también para
disminuir riesgos de enfermedades al ser humano que son provocados por las
bacterias patégenas que son; Salmonella typhi, Escherichia coli, y Staphylococcus

aureus.
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CAPITULO II
2.1 REVISION DE LITERATURA

2.1.1 Naranja valencia (C. sinensis)

La naranja, es considerada como una de las frutas de mayor importancia en el
pais, por la superficie destinada para su cultivo, como la produccion y el consumo
per capita. Sus caracteristicas nutricionales ayudan al fortalecimiento de las
defensas del organismo, debido a su contenido de vitaminas “C”, sales, minerales,

acidos organicos, pectina, entre otros. (Infoagro).
Pertenece a la familia; Rutacea

Geénero; citrus

Especie; citrus sinencis (L) Osb

El fruto: Hesperidio. Consta de: exocarpo (flavedo; presenta vesiculas que
contienen aceites esenciales), mesocarpio (albedo; pomposo y color blanco) y

endocarpio (pulpa; presenta tricomas con jugo). (Infoagro).

flavedo

tabique \‘ =

vesiculas
oleiferas

do pedunculo

Figural. Partes de la naranja.

Se consume en forma fresca y en jugo, principalmente. Lo primero es
caracteristico de los paises productores en vias de desarrollo y el segundo, de los
paises industrializados. Existiendo tres grupos de naranja que son Navel, Sangre y
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valencia del grupo Blancas. Este ultimo tiene una doble aptitud para el consumo

en fresco y mas aun, para jugo. (Gbmez My col., 1997).

Tabla 1. Composicion fisico-quimica de la cascara de naranja.

Componente principales | Cantidad (%)

Materia seca 90
Proteina 6
Carbohidratos 62.7
Grasas 3.4
Fibra 13
Cenizas 6.9

(Martinez A, 2003)

Ademas, la cascara de naranja posee enzimas como acetil esterasa, peroxidasa y
pectinesterasa. Los pigmentos mayoritarios son los carotenoides, el 60% del total
de carotenoides de color naranja estan en la cascara. Los carotenoides son
producidos en los cromoplastos en los flavedos de las células. La cascara también
posee acidos, siendo el principal de ellos el acido citrico, ademas de pequefias
cantidades de &cido tartarico, malico y oxalico. La presencia de estos acidos en la

cascara es la razén por la cual el pH de la cascara es de 5.

2.1.2 Aprovechamiento de la cidscara de naranja valencia, (c. sinensis)

Los subproductos agroindustriales presentan, sin embargo, un amplio potencial de
aprovechamiento que debe ser rentabilizado de manera eficiente (Arvanitoyannis
y Varzakas ,2008).

Hasta la fecha, entre las principales vias de aprovechamiento de dichos
subproductos vegetales destacan: (i) su uso como bioadsorbentes durante la
etapa de pre-tratamiento de aguas residuales; (i) agentes fotoquimicos en

agricultura; (iii) alimentacion directa del ganado o para la fabricacién de piensos;
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(iv) utilizacion en la industria del papel por su alto contenido en celulosa; (v)
fabricacion de biocombustibles; y recientemente, (vi) aislamiento de ingredientes
funcionales y, (vii) obtencién de alimentos con un valor nutricional afiadido(Gracia
R., 2004).

Con el fin de prevenir los problemas relacionados con la eliminacion de este
producto y las preocupaciones ambientales vigente, todos los residuos se debe
considerar la materia prima si un procedimiento de valoracion se va a desarrollar
(Moller, 2001). Aunque los residuos de cascara de naranja puede ser utilizado
para una amplia variedad de propdésitos, hasta hace relativamente poco no habia
medio satisfactorio de disposicion distintos del vertido de los residuos en la
fabricacion de alimentos para el ganado o la quema (La puerta y col., 2008). Entre
otros, estos incluyen el uso de los residuos para producir fertilizantes, aceites
esenciales, pectina, etanol, enzimas industriales, proteina de las células
individuales, absorbentes de contaminantes y suplementos de pasta de papel.
(Martin y col., 2010).

Los desechos de naranja pueden ser un importante subproducto en las plantas
procesadoras para obtener el jugo y los aceites esenciales. Un alto porcentaje de
esta produccion (70%) se utiliza para la fabricacién de productos tales como jugo o
mermelada. Por otra parte, aproximadamente el 50-60% de la fruta procesada se
transforma en residuos de cascara de citricos, que se compone de la cascara, las

semillas y los residuos de membrana (Wilkins y col., 2007).

La agroindustrializacion de la naranja se concentra principalmente en la
produccion de jugos. Durante este proceso, entre el 23 y 40 % en peso de la fruta
se obtiene como desecho principal, generando un problema ambiental en la
disposicion de los mismos. Una parte de estos desechos de cascaras son
utilizados como alimento animal, sin embargo las cascaras de naranja tiene
compuestos como los aceites esenciales y las pectinas que pueden ser
aprovechados para generar un mayor valor agregado al proceso. (Marina M,
2001).
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2.1.3 Aceite esencial de la cascara de naranja.

Son liquidos volatiles, en su mayoria insolubles en agua, pero facilmente solubles
en alcohol, éter y aceites vegetales y minerales. Por lo general, no son oleosos al
tacto. En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y
aromaticos, asi como sus derivados oxigenados, por ejemplo, alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres, sustancias azufradas y nitrogenadas. Los
compuestos mas frecuentes derivan biolégicamente del acido mevalénico y se les
cataloga como terpenos, siendo los mas abundantes los monoterpenos (C10) y los
sesquiterpenos (C15). Son ingredientes basicos en la industria de los perfumes y

se utilizan en jabones, desinfectantes y productos similares (Cabra R., 1988).

2.1.3.1 Composicion fisico- quimico de los aceites esenciales.

Estan contenidos en sacos o glandulas de aceite que varian en diametro desde
0,4 hasta 0,6 mm o en la porcion anaranjada de la cascara y actia como una
barrera toxica natural para muchos microorganismos e insectos. Los sacos o
glandulas estan situados a profundidades irregulares en el flavedo, que se
encuentra en la corteza exterior de la fruta. Cascara de naranja contiene
tipicamente 5.436 kg de aceite por 1.000 kg de naranjas, de los cuales

aproximadamente el 90% es el d-limoneno (Braddock y col., 1986).

Figura 2. Vista microscoOpica de la cascara de naranja.
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Los aceites esenciales se forman en las partes verdes (con clorofila) del vegetal y
al crecer la planta son transportadas a otros tejidos, en concreto a los brotes en
flor. Se desconoce la funcion exacta de un aceite esencial en un vegetal;, puede
ser para atraer los insectos para la polinizacion o para repeler a los insectos
nocivos, o puede ser simplemente un producto metabdlico intermedio (Lépez,
2005).

El aceite esencial de limén y naranja contiene mas del 90 % de d-limoneno,
componente mayoritario en su composicion normal y ademas, en menor

proporcién poseen una gran cantidad de terpenos (Weiss, 1997).

Los aceites esenciales de citricos son insolubles en agua, pero se hacen mas
solubles cuando se emplean en bajas concentraciones usando alcohol como
disolvente. En ocasiones, forman soluciones oscuras que se aclaran con dificultad.
De aqui que sea deseable eliminar los terpenos y sesquiterpenos. Para ello se
pueden aplicar dos métodos, por destilacién fraccionada a presion reducida, o la
extraccion de los compuestos oxigenados mas solubles (principales portadores del

olor), con alcohol diluido y otros disolventes (Sanchez y col., 1994).

La calidad del aceite depende de factores que influyen sobre la composicion como
las condiciones geobotanicas del medio (clima, altitud, tipo de suelo, cantidad de
lluvias, etcétera.), edad de la planta y estado fenoldgico, método de cultivo (uso de
fertilizantes, abono, pesticidas, otros quimicos, etcétera.), época de recoleccion,
modo de manejo y almacenamiento del material vegetal (fresco, seco, fermentado,
etcétera.) y método de obtencion del aceite (destilacidbn, maceracion, prensado,
extraccion con solventes, extraccion con fluidos supercriticos, etcétera. (Diaz J.,
2002).

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de hasta mas de 100

componentes que pueden tener la siguiente naturaleza quimica:
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« Compuestos alifaticos de bajo peso molecular(alcanos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres y acidos)

% Monoterpenos

« Sesquiterpenos

« Fenilpropanos

En su gran mayoria son de olor agradable, aunque existen algunos de olor
relativamente desagradable como por ejemplo los del ajo y la cebolla, los cuales

contienen compuestos azufrados.

El aceite esencial es extraido principalmente por presion o destilacion de la
corteza de la fruta. Poseen un color caracteristico que se debe a los colorantes
disueltos del tipo carotenoide. Su aroma es a naranja y esta compuesto
principalmente por hidrocarburos terpénicos lo que lo hace propenso a la
oxidacion a condiciones ambientales pues la fraccion terpénica se oxida rapido y
genera un aroma rancio A continuacion se muestra una tabla con los principales
componentes del aceite esencial de naranja obtenido a partir de la cascara hecho
en un estudio realizado por Mancilla Lugo en la Universidad de Pamplona,
Colombia. (Rueda, Yénez y col., 2007).

Tabla 2. Concentracidn relativa de los principales componentes en el aceite esencial de

naranja (Yafez R. y col., 2007).

Componente Concentracion relativa (%)
Isocitroneleno 0.43
Canfeno 1.62
Transp-Mentano 1.66

p-Menta-1 (7),8-dieno | 0.69
limoneno 90.93
Dihidromircenol 0.45

Trans-Dihidrocarvona | 1.78
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2.1.3.2 Clasificacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios: consistencia,

origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias
fluidas, balsamos y oleorresinas. Las Esencias fluidas son liquidos volatiles a
temperatura ambiente. Los Balsamos son de consistencia mas espesa, son poco
volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacién, son ejemplos el
balsamo de copaiba, entre otros. Las Oleorresinas tienen el aroma de las plantas
en forma concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias

semisoélidas.

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales,
artificiales y sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no
sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan
bajo son muy costosas. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes, por
ejemplo, la mezcla de esencias de rosa, geranio y jazmin enriquecida con linalool,

por mencionar algunos.

Los aceites esenciales sintéticos como su nhombre lo indica son los producidos por
la combinacion de sus componentes los cuales son la mayoria de las veces
producidos por procesos de sintesis quimica. Estos son mas econémicos y por lo
tanto son mucho mas utilizados como aromatizantes y saborizantes (esencias de

vainilla, limén, fresa, etc.). (Carla P. y col., 2012)

2.1.3.3 Propiedades de los aceites.

Las propiedades que presentan los aceites esenciales son beneficiosas para el ser
humano y por lo tanto son cotizados en el mundo cuando son de origen natural.

Dependiendo de la procedencia del aceite, de la forma de extraccion y de sus

componentes seran las propiedades del mismo, sin embargo todos los aceites 10
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esenciales presentan ciertas propiedades a diferentes niveles, los cuales daran el
uso que tendra el mismo. A continuacién se hablara de las diferentes propiedades
que tienen los aceites esenciales. (Carla P. y col., et al 2012).

2.1.3.4 Actividad biolégica de los aceites.

Gracias a las propiedades de los polifenoles, y a su fuerte actividad bioldgica
como agentes antimicrobianos, superior a la de los antioxidantes obtenidos por
sintesis quimica, pueden llegar a promover la carcinogénesis, (Tripoli E. 2007).
Varios autores han estudiado la relacion entre el contenido de polifenoles y la
actividad antimicrobiana, encontrando asociacion entre ellos en diferentes

extractos de plantas y frutas. (Alberto M. y col., 2010).

Loa extractos que presentan mayores halos de inhibicion pueden tener un mayor
contenido de compuestos fendlicos, lo que indicaria una relacién directa entre el

contenido de polifenoles y el efecto antimicrobiano de los extractos.

La proliferacion de enfermedades causada por microorganismos patdégenos es una
preocupacion generalizada, que constituyen un factor de riesgo para la salud
publica, es por esto que se buscan fuentes naturales que inhiban el crecimientos
bacteriano, descubriendo en plantas en este caso la cascara de naranja valencia

para tal fin.

Los productos naturales han desempefiado un papel importante en el desarrollo
de farmacos, los cuales han sido la base de las primeras medicinas permitiendo el
descubrimiento de diferentes productos, entre ellos los antibacterianos, en los
tltimos afios mas de la mitad de los productos farmacéuticos usados son de

origen natural. (Corzo B., 2012).

Este es el caso de las frutas citricas, ricas en fibra, vitaminas y minerales,
carotenoides y los flavonoides. (Igual et al, 2013; Tripoli et al, 2007). Los estudios
han demostrado una significativa reduccion del riesgo de desarrollo de
enfermedades cronicas, por ejemplo el cancer, enfermedades cardiovasculares,

diabetes y Alzheimer asociada al consumo de frutas y vegetales (Ladaniya M.,
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2008). Ademas, diversos estudios atribuyen propiedades antimicrobianas,
bacteriostaticas y/o bactericidas a los aceites esenciales presentes en las frutas
(Dembitsky y col., 2012).

2.1.3.5 Caracteristicas de los citricos

Los citricos se caracterizan fundamentalmente por sus frutos grandes que
contienen cantidades abundantes de &cido citrico, componente con formula
C3H40H (COOH)3 cual les proporciona el caracteristico sabor &cido. Ademas
todos los miembros del género Citrus contienen otros componentes que les
otorgan aromas muy profundos. (Gergensen y Ledn, 1999).

De la naranja, no solamente se aprovechan los jugos alimenticios, sino que de la
cascara de la naranja se pueden obtener aceites que se utilizan como
aromatizantes en diferentes industrias. Su aceite esencial es uno de los
ingredientes basicos en las industrias de perfumeria, alimentos, agronémica y
farmacéutica (Diaz, 2002).

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende de su composicion
quimica. EOs citricos son mezclas complejas de aproximadamente 400
compuestos cuyo contenido depende de los métodos de cultivo del citrico,
extraccion y separacion especificos. Citricos Eos contienen 85-99% volatil y 1 15%
de compuestos no volatiles. Los componentes volatiles son una mezcla de
monoterpenos (tales como limonenos) y los hidrocarburos de sesquiterpenos y sus
derivados oxigenados, incluyendo aldehidos (tales como citral), cetonas, acidos,
alcoholes (tales como linalol) y esteres.

Los aceites esenciales de citricos son insolubles en agua, pero se hacen mas
solubles cuando se emplean en bajas concentraciones usando alcohol como
disolvente. En ocasiones, forman soluciones oscuras que se aclaran con dificultad.
De aqui que sea deseable eliminar los terpenos y sesquiterpenos. Para ello se
pueden aplicar dos meétodos, por destilacion fraccionada a presion reducida, o la
extraccion de los compuestos oxigenados mas solubles ISSN 0120-4211 BISTUA
Vol. 5 No.1 (principales portadores del olor), con alcohol diluido y otros disolventes
(Sanchez y col., 1994).
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2.1.3.6 Flavonoides

Entre los metabolitos secundarios presentes en la cascara de los citricos se
encuentran los flavonoides, los cuales constituyen el grupo mas importante dentro
de los compuestos fendlicos porque son considerados micronutrientes en la dieta
animal. Estos compuestos abundan en la naturaleza, son de bajo peso molecular y
comparten el esqueleto comun de difenilpiranos, dos anillos bencénicos unidos a

través de un anillo pirona.

La estructura molecular de los flavonoides consiste en un esqueleto de 15 atomos
de car- bono (C15). La biosintesis de esta unidad C6C3C6, deriva de dos rutas
separadas. Los anillos A provienen de la condensacion de dos unidades malonil
coenzima A y acetil coenzima A. La otra ruta forma el anillo B y los atomos de
carbono 2, 3y 4, y deriva del acido cinamico. El primer intermediario estable es la
chalcona. Los pasos subsecuentes conducen a la formacion de varios flavonoides,
los cuales controlan los patrones de hidroxilacién, los niveles de oxidacién, las

posiciones de Ometilacion y la glicosilacion (Mabry y Albornoz, 1980).

La estabilidad durante los procesos de extraccidn y purificacion es debida a la alta
resonancia que le confieren los anillos bencénicos; los flavonoides presentan una
alta estabilidad molecular, soportando bajas y altas temperaturas, hasta de 300°C.
Pueden ser extraidos inicialmente con solventes organicos sin perder sus
propiedades estructurales, y son muy estables al calor y a las reacciones de
oxidacion, resistiendo la mayoria de los tratamientos térmicos que se emplean en

la manufactura de los alimentos enlatados (Badui, 1996).

2.1.3.7 Extraccion y aislamiento de aceites esenciales.

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante
varios métodos como son: destilacion con vapor de agua, destilacion con agua,

extraccion con solventes volatiles, prensado en frio, hidrofucion, enfleurage y con

fluidos supercriticos. (Cerutti M 'y Neumayer F., 2004).
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2.1.3.8 Métodos de obtencion de aceites esenciales

a) Destilacion por arrastre de vapor

Es el método mas utilizado. Se genera vapor normalmente en un hervidor y luego
se inyecta al destilador por donde pasa a través del material botanico. El principio
bésico de la destilacion de dos liquidos heterogéneos, como el agua y un aceite
esencial, es que cada uno ejerce su propia presion de vapor como si el otro
componente estuviera ausente. Cuando las presiones de vapor combinadas

alcanzan la presion del recinto, la mezcla hierve.

Aceites esenciales con puntos de ebullicion de hasta 300 °C, evaporaran a
temperaturas cercanas al punto de ebullicion del agua. El vapor arrastra D-
Limoneno, a pesar de que este tenga un punto de ebullicion mas alto que el agua

(352°F). El vapor y el aceite esencial son condensados y separados.

Algunos quimicos, no volatiles en el vapor, quedan en el destilador; estos
compuestos no volatiles son responsables del sabor mas que del olor. Algunas
sustancias muy volatiles se pierden en la destilacion. Ademas el proceso en si
puede inducir cambios quimicos, como la oxidacion o hidrdlisis. Se utiliza a nivel
industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no

requiere tecnologia sofisticada. (Chem J,1980).
b) Destilacién con agua

Una de las diferencias mas marcadas con la destilacion por arrastre de vapor, es
gue en ésta el material botanico esta en contacto con agua hirviendo. Un problema
frecuente de este tipo de destilacion, es el “olor a alambique o destilador”, que se
da normalmente si el destilador se calienta a fuego directo; este olor no deseado

desaparece en el almacenamiento de los aceites esenciales.

Existe otro método llamado destilacion con agua y arrastre de vapor, que combina
ventajas de los dos anteriores. El material botanico se encuentra separado del

agua hirviendo la cual se encuentra en la parte inferior del destilador y el material
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botanico es sostenido por una rejilla. Si el destilador se calienta lentamente este
método reduce el fenomeno de “olor a alambique o a destilador”. (Cerutti M vy
Neumayer F, 2004).

c) Extraccion con solventes volatiles

En el método de extraccidon con solventes volatiles, la muestra seca y molida se
pone en contacto con solventes tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos
solventes solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen otras
sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia impura.
Se utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso por el
valor comercial de los solventes, porque se obtienen esencias impurificadas con
otras sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio caracteristicos de

muchos solventes organicos volatiles. (Chem J, 1991).

Realizaron un estudio comparativo de los aceites esenciales extraidos por
destilaciébn con vapor y presion en frio de las cascaras y hojas de los citricos
colombianos, mediante analisis de cromatografia de gases de alta resolucion
usando un detector selectivo de masas, concluyendo en que no existe una
diferencia cuantitativa ni cualitativa en la composicién entre los aceites esenciales

de las cascaras de los citricos obtenidos por los dos métodos, (Stashonko, 1995).

2.1.3.9 Extractos etandlicos.

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por
tratamientos de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua,
etanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios
activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad de partes de una

planta fresca o seca. (Ruiz Susunaga, 2000).

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima desecada de
origen vegetal, por maceracion o percolacion en contacto con etanol, seguida de la

eliminacion de dicho solvente por un proceso fisico. Estos procesos pueden ser
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sometidos a determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes

y asi mejorar notablemente la calidad del producto deseado. (Gonzélez A., 2004).

El proceso de extraccion de compuestos fendlicos en diferentes plantas y frutas
esta influenciado por su naturaleza quimica, por el método empleado y la

presencia de substancias interferentes.

Los solventes mas empleados estan constituidos por mezclas acuosas de etanol,
metanol y acetona; asimismo indican que la seleccion optima del solvente para la
extraccion de los compuestos fendélicos depende del tipo de matriz, (Moure y col.,
2001).

2.1.3.10 Consistencia de los extractos.

Alzate en 1990 descubri6 la consistencia ideal que debian tener los extractos. De
acuerdo con este aspecto comunmente los extractos se clasifican en cuatro

grupos: blandos, firmes, secos y fluidos (Barreto J, 1997)
a) Extractos blandos

Tienen la consistencia de la miel espesa; algunas veces, debido a la absorcion de
la humedad atmosférica, presentan una consistencia menos densa (Barreto J,
1997).

b) Extractos firmes o de consistencia pilular

Como su nombre lo indica deben tener una estrecha semejanza con la masa con
la cual se fabrican o manufacturan las pildoras; deben tener la caracteristica

especial de no adherirse a los dedos (Barreto J, 1997).
c) Extractos secos:

Se les conocia con la denominacion de sales esenciales. Son los extractos en los
cuales el disolvente ha sido casi completamente eliminado. Contiene tan solo del
5% al 8% de agua. Se reducen facilmente a polvo y facilitan su manipulacion y

dosificacion.
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d) Extractos fluidos:

Son preparados en una forma tal que el peso del extracto corresponde
exactamente al peso de la sustancia empleada como medicamento, desecada al
aire y pulverizada (Barreto J, 1997).

2.1.3.11 Caracteristicas de los extractos.

Investigaciones realizadas por Copas y Barreto entre 1988 y 1991, permitieron
fundamentar las siguientes caracteristicas especificas de los extractos.

a) Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les
ha dado su origen.

b) La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa con el
tipo de preparacion al cual fueron sometidos.

c) Los extractos alcohdlicos o parcialmente solubles en agua y algunas veces
son totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido
preparados con alcohol fuerte tienen indice de disolucion, en el mismo titulo

alcoholimetro del alcohol con el cual han sido preparados.

2.1.3.12 Conservacion de los extractos

Un extracto seco o de tipo pilular se conserva mejor que un extracto acuoso. Esto
no es totalmente exacto, pues la naturaleza del producto interviene igualmente.
Algunos extractos se descomponen al aire, otros absorben humedad atmosférica.
Segun corpas y barriga (1993), la conservacion de los extractos deben cumplir

las siguientes condiciones:

a) Se deben conservar protegiéndolos de la luz
b) Los envases deben estar bien tapados

c) Deben estar en un medio seco
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2.1.4 Actividad antimicrobiana de aceites esenciales

La céscara de citricos contiene aceites esenciales que son agentes
antimicrobianos bien conocidos (Braddock y Plessas, 2007). La actividad

antimicrobiana de los aceites esenciales depende de su composicion quimica.
+« Actividad antimicrobiana

Una gran cantidad de aceites esenciales presentan actividad antimicrobiana la
cual se debe a constituyentes activos atribuidos a isoprenos, principalmente
monoterpenos, sesquiterpenos, alcoholes y otros hidrocarburos. La accion
antimicrobiana de estos componentes se debe a las caracteristicas lipofilicas de
los hidrocarburos y a las hidrofilicas de los grupos funcionales. El rango de
actividad antimicrobiana ha sido definida de acuerdo a los componentes de la

siguiente manera de mayor a menor: (Carla P y col., et al 2012).

e Fenoles
e Aldehidos
e Cetonas

e Alcoholes
e Esteres

e Hidrocarburos

Generalmente el mayor componente del aceite esencial es el responsable de la
actividad antimicrobiana. Por otro lado se ha demostrado que la actividad de
diferentes componentes combinados era menor que la actividad de uno solo de
ellos. Debido a la larga lista de grupos que forman los aceites esenciales es muy
comun el no atribuir la actividad antimicrobiana del mismo a un solo compuesto.
(Carla Py col., et al 2012).

Muchas investigaciones han demostrado el poder antimicrobiano de los aceites
esenciales, especialmente los extraidos de frutas citricas; en estos estudios se
puede mencionar el de Dabbah et al, quienes encontraron que los aceites

esenciales de mandarina, naranja y toronja mostraron tener actividad
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antibacteriana contra cepas bacterianas de: Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella entre otras. (Dabbah
Ry col., 1970).

En este sentido, son muchos los estudios que destacan la capacidad
antimicrobiana de los compuestos terpénicos y flavonoides presentes en frutas
citricas (Viuda-Martos y col.,, 2008). Se trata de compuestos localizados
mayoritariamente en la piel y semillas de las frutas y su composicion es variable
dependiendo de la variedad. Son compuestos lipidicos responsables de las
propiedades aromaticas de los productos citricos, ademas poseen propiedades
antimicrobianas de interés para la industria alimentaria y farmacéutica (Lopez y
col, 2006).

Dichas propiedades antimicrobianas, han sido testadas tanto frente a bacterias
Gram positivas como Gram negativas siendo especialmente eficaces frente a las
Gram negativas, como en este caso S. typhimurium y E. Coli O157:H7. Sin
embargo, hasta la fecha el mecanismo responsable de la actividad antimicrobiana
de los terpenos y los flavonoides no esta totalmente claro. (Raybaudi-Massilia y
col, 2009).

2.1.4.1 Bacterias patdgenas.

2.1.4.1.1 Escherichia coli .

Pertenece a las familias Enterobacteriaceae. De forma bacilar, casi siempre movil,
gramnegativo, no esporulado. Crece en un tiempo de 24 horas a 37 °C. Aerobio y
anaerobio facultativo producen COZ2, y toxinas por lo tanto es enterotoxica. Por su
especificidad esta considerado como un buen indice de contaminacion fecal,
siendo huésped constante del intestino del hombre. Tiene el inconveniente de vivir
poco tiempo en el ambiente extraentérico, por lo que su presencia en los alimentos
indica contaminacion reciente. No resiste a la pasteurizacion y es mas resistente

que la salmonella. (Pascual y Calderon V, 2000).
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2.1.4.1.2 Salmonella typhi.

Son bacterias patdégenas que crecen en un rango de temperatura de 25 °C a 40
°C, Bastones Gram negativos, anaerobios facultativos, temperatura optima de
crecimiento es de 37 °, pH7, resistencia térmica de 60°C / 5 min, (UANL).
Causante del padecimiento fiebre tifoidea que presenta fiebre alta, cefalea,
anorexia, estrefiimiento, diarrea. La transmision de esta bacteria al organismo es a
través de la ingesta de alimentos contaminados por contacto con heces fecales,
aguas contaminadas. (Instituto salud publica, chile).

2.1.4.1.3 Staphylococcus aureus.

Es un microorganismos Gram positivo perteneciente a la familia micrococcaceae
que se distingue de otras especies de estafilococos por la coloracion dorada de
sus colonias y el resultado positivo en las pruebas de coagulasa, fermentacién del

manitol y desoxirribonucleasa.

La causa es la enterotoxina producida por determinadas cepas toxigénicas de S.
aureus. Se encuentra en piel, nariz, garganta, heridas, etc. También en alimentos
muy manipulados, contaminados durante su produccion, transporte 0 servicio
(cremas, pasteleria, carnes, natillas, salsas, patés). Son alimentos que se

consumen sin calentar y mucho después de su preparacion. (Carlos y col., 2005).

2.1.4.2 Mecanismos de resistencia de las bacterias

Las bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden desarrollar
mecanismos de resistencia frente a los antibiéticos. Existe una resistencia natural
o intrinseca en las bacterias si carecen de diana para un antibiético (como la falta
de pared en el Mycoplasma en relacion con los betalactamicos). La resistencia
adquirida es la realmente importante desde un punto de vista clinico: es debida a
la modificacion de la carga genética de la bacteria y puede aparecer por mutacion

cromosdmica o por mecanismos de transferencia genética. La primera puede ir
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seguida de la seleccion de las mutantes resistentes (rifampicina, macrolidos), pero
la resistencia transmisible es la mas importante, estando mediada por plasmidos,
transposones o integrones, que pueden pasar de una bacteria a otra (Gomis y
Gavilan M, 1995).

Porina con sitio
de entrada
mutado

Figura 3. Mecanismo de resistencia antimicrobiana (Moreno C, 2004).

2.1.5 Antibiogramas

También conocidas como antibioticogramas o pruebas de susceptibilidad in vitro a
los antibioticos. Son métodos de laboratorio que estudian la sensibilidad de un
microorganismo a la accion de los antibiéticos. El término sensible es muy usado
como sindnimo de susceptible. Susceptible significa que un microorganismo es
inhibido o muerto en las pruebas in vitro por una concentracion del antibiético

accesible en la sangre, cuando ese mismo antibiotico se usa in vivo.

Estas pruebas pueden ser de tipo cualitativo si el resultado expresa la
caracteristica de susceptibilidad o resistencia de un microorganismo frente a un
antibiotico; o de tipo cuantitativo si permite obtener informacion gradual de esa
susceptibilidad. (Stephen y col., 2005).
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2.1.6 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos en donde se ha encontrado cierto grado de
prevencion y efectos terapéuticos en las especies reactivas de oxigeno que
causan en la personas varias enfermedades. El peréxido de hidrogeno, una de las
principales especies reactivas de oxigeno causa la per oxidacion de los lipidos y
un dafio en el ADN. El estudio de la actividad antioxidante en los aceites
esenciales se ha convertido muy atrayente en industrias con motivos de mejorar

la salud y la preservacion de alimentos. (Carla P y col., 2012).

2.1.6.1 Capacidad Antioxidante (Captacion de radicales libres).

La capacidad antioxidante de los aceites esenciales se la debe a los fenoles
presentes en su estructura. Casi todos los fenoles pueden funcionar como
antioxidantes de la per oxidacién de los lipidos porque pueden atrapar la cadena

transportadora de los radicales de lipidos piroxilos. (Carla P y col., 2012).

Al igual que en los otros casos de propiedades, no hay un estudio que haya
demostrado o dado la atribucion de la actividad antioxidante a algunos de los
componentes del aceite esencial pues hasta el compuesto minoritario puede jugar

un papel importante en la propiedad antioxidante. (Carla P y col., 2012)

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también depende
del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los compuestos
interacttan entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios. Diversos
compuestos cromogenos (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO y FRAP) son utilizados
para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos que contienen los frutos
para captar los radicales libres generados, operando asi en contra los efectos
perjudiciales de los procesos de oxidacion, que implican a especies reactivas de

oxigeno (Arnous y Makris, 2002).
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2.1.6.2 Radicales libres y compuestos antioxidantes.

Radical libre (RL) es cualquier especie quimica capaz de existir de forma
independiente y que presenta uno o mas electrones desapareados en su
estructura. Como consecuencia, son altamente reactivos lo que hace que tengan
una vida media del orden de milisegundos, aunque varia segun el tipo de radical
libre (Halliwell y col., 1992).

Los radicales libres también son conocidos como especies reactivas oxigénicas o
del oxigeno, ROS, y especies reactivas del nitrégeno, RNS. A bajas
concentraciones los radicales libres son necesarios para el buen funcionamiento
celular pudiendo actuar como segundos mensajeros estimulando la proliferacion
celular y/o actuando como mediadores para la activaciéon de las células. Sin
embargo, un exceso de los mismos puede acumularse hasta niveles téxicos dando
como resultado que se produzcan diversas acciones sobre el metabolismo de los
principios inmediatos, que pueden ser origen del dafio celular (Davies, 1995).

La capacidad que tenga cada radical libre para actuar como agente oxidante esta
determinada por factores como su reactividad, especificidad, selectividad y
difusibilidad. Son responsables del dafio oxidativo de macromoléculas biologicas
como el DNA, lipidos, carbohidratos y proteinas.

Un antioxidante es “cualquier sustancia que en presencia de un sustrato oxidable
retrasa o inhibe la oxidacion del mismo”. Se caracterizan por ser muy
heterogéneos, pueden ser hidrosolubles y liposolubles, localizarse intra y
extracelularmente, y proceder de diferentes fuentes ya que algunos son nutrientes
0 proceden de éstos y otros son productos del metabolismo. (Mataix y Battino,
2002).

En el organismo humano los radicales libres estan controlados mediante un amplio
espectro de antioxidantes de origen endégeno (enzimas antioxidantes, glutation,
albumina, transferrina, acido urico, bilirrubina) y exdégenos a través de la dieta

(vitamina E y C, carotenoides, selenio, compuestos fendlicos). (Gutteridge, 1995).
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2.1.6.3 Extraccion de compuestos antioxidantes de los alimentos.

Los compuestos antioxidantes de los alimentos se extraen con disolventes de
diferentes polaridades de acuerdo con el caracter hidrofilico o lipofilico de los
compuestos que se desean evaluar. El disolvente mas comunmente utilizado en la
obtencion de extractos lipofilicos es el hexano.

Para la extraccion de compuestos con caracter hidrofilico se han utilizado metanol,
etanol, mezclas de etanol/agua, acetona/agua y metanol/agua asi como extraccion
en medio acido (pH=2) con metanol/lagua, seguida de acetona/agua vy
agua/acetonitrilo en medio acido, todos ellos ensayados en diferentes

proporciones.

Asimismo, la presencia de compuestos no antioxidantes (ciertos aminoacidos y
acidos uranicos) en los extractos ensayados, también pueden afectar a estos
resultados. Esto sugiere que la comparacién de resultados sea solo llevada a cabo
en muestras en las que se utiliza el mismo método y el mismo disolvente de
extraccidon y que las sustancias interferentes deben ser comprobadas. (Pérez J. y
col, 2006).

2.1.6.4 Pruebas utilizadas para detectar y cuantificar antioxidantes en
extractos vegetales.

Para evaluar la actividad antioxidante de plantas y vegetales primero es necesario
realizar una extraccion de los compuestos presentes. Existen diversos métodos
para obtener tales compuestos, desde una simple maceracion hasta la utilizacion
de fluidos super criticos ultrasonido; se utilizan soluciones polares para extraer
compuestos hidréfilos y solventes apolares para los compuestos hidréfobos
(Rogalinski y col., 2004)
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Entre las pruebas quimicas que se utilizan para la deteccion y cuantificacion de

antioxidantes destacan las siguientes:

2.1.6.5 Métodos para determinar actividad antioxidante (ABTS Y DPPH).

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH (Arnao, M B, 2000). Ambos
presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque también
muestran diferencias. El DPPH es un radical libre que puede obtenerse directa-
mente sin una preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado
tras una reaccion que puede ser quimica (dioxido de manganeso, persulfato
potasio, ABAP) (Euskosk I, 2004), enzimética (peroxidase, mioglobulina), o

también electroquimica.

Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica
y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico, y el
DMPD solo en medio acuoso (Antolovich, M, 2002). El radical ABTSe<+ tiene,
ademas, la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414,
654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico, mientras que el DPPH presenta un pico
de absorbancia a 515 nm, y el DMPD a 505 nm (Fogliano V, 1999).

2.1.6.6 Atribucién de los compuestos fendlicos en la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de dichas plantas se debe principalmente a compuestos
no nutricionales que presentan una gran actividad biologica, tales como
polifenoles, vitaminas y minerales (Khalaf y col., 2008). Entre los polifenoles
mayormente encontrados en los materiales vegetales estudiados se encuentran
los flavonoides, isoflavonas, flavonas, quercitina, catequinas, isocatequinas y

colorantes como betalainas e indicaxantina (Cai y col., 2010).

La estructura molecular de los flavonoides consiste en un esqueleto de 15 atomos
de carbono(C15).La estabilidad durante los procesos de extraccion y purificacion
es debida a la alta resonancia que le confiere los anillos bencénicos; los

flavonoides presentan una alta estabilidad molecular, soportando bajas y altas
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temperaturas, hasta de 300°C.Pueden ser extraidos inicialmente con solventes
organicos sin perder sus propiedades estructurales, y son muy estables al calor y

a las reacciones de oxidacion.

Las flavononas, flavonas y flavonoles son los flavonoides presentes en los citricos.
Aunqgue las flavonas y los compuesto de poder edulcorante igual o superior a la
flavonoles se han encontrado en bajas concentraciones en comparacion con las
flavononas, han mostrado ser potentes antioxidantes, secuestradores de radicales
libres o agentes que contribuyen a la accion anticancerigena y cardioprotectora,
entre otras. (Cai y col., 2010).

Por su actividad antioxidante y sus excelentes funciones bioldgicas, algunos
autores los refieren como sustitutos de los antioxidantes sintéticos existentes,
pudiendo aportar beneficios tecnoldgicos, cientificos, nutricionales y medicinales.
La propiedad antioxidante de algunos flavonoides es determinada por la estructura
o-dihidroxi en el anillo B, el 2,3 doble enlace en conjuncién con la funcion 4-oxo y
la presencia de ambos grupos hidroxilados en posicion 3 y 5. (Kale y Adsule,
1995).

Las flavonas son las responsables del sabor amargo en los citricos, siendo la
naringina y la neohesperidina los componentes mayoritarios, (Mario M y col.,
2004).

Se establece que el rendimiento en la extraccion de los compuestos fendlicos y su
actividad antioxidante no solo dependen de la naturaleza del disolvente y del
método de extraccion, sino también de los compuestos bioactivos y de la
estructura de la matriz del producto, porque los extractos de polifenoles presentes
en las plantas son una mezcla de diferentes clases de polifenoles, solubles en el

sistema de solvente empleado. (Contini., 2008).

2.1.6.7 Beneficios que se obtienen de una dietarica en polifenoles.

Son numerosos los estudios que han mostrado que los polifenoles poseen

propiedades antioxidantes, inhibiendo la peroxidacion lipidica y captando radicales
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libres hidroxilo, supéroxido y alcoxi (Sichel et al., 1991). Protegen de la oxidacion a
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) desempefiando un papel clave en la
prevencion de la aterosclerosis. También pueden prevenir la trombosis, inhibiendo

la agregacion plaquetaria, la permeabilidad y fragilidad capilar (Mazza, 2000).

Son considerados reguladores del sistema inmune y como antiinflamatorios,
probablemente debido a la modulaciéon del metabolismo del acido araquidonico,
reduciendo los niveles de tromboxano. Hay que destacar el potencial
anticarcindbgeno, ya que pueden estimular el bombeo de ciertos agentes
cancerigenos hacia el exterior de las células o bien activar a las enzimas de

detoxificacion (Mazza, 2000).
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CAPITULO Il

3.1 MATERIALES Y METODOS.

La presente investigacion se llevé a cabo en el laboratorio del Departamento de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos (DCTA) de la Universidad Autdbnoma Agraria
Antonio Narro, ubicada en la colonia Buenavista, Municipio de Saltillo en el estado
de Coahuila, México.

La metodologia del presente trabajo se llevd a cabo en tres etapas que son
definidas a continuacion:

3.1.1 Etapa 1: Tratamiento térmico de la cascara de naranja y extraccion de
las fitomoléculas de interés por hidrodestilacion.

3.1.1.1 Preparacion de la materia prima.

Los residuos de céscara fresca de naranja valencia fueron enviados de la juguera
(POCITRUS, S.A de C.V), Prolongacion Garizurieta S/N Col Gonzéalez, Alamo
Temapache Veracruz, México.

Separacion mecanica del subproducto

La cascara se sometio a un lavado en la cual se retird el endocarpo quedando solo
el exocarpo para un mejor manejo mecanico de este subproducto. Se realizaron
cortes aproximadamente de 5mm x 5mm, para que el calor fuera uniforme a la
hora del tratamiento térmico.

Figura4. Preparacion de la cascara de naranja para el tratamiento térmico.
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Secado de la muestra por tratamiento térmico

El tratamiento térmico se llevo a cabo en una estufa con aire forzado, a una
temperatura de 45 °C por 24 horas. Estuvo en monitoreo para que el aire de la
estufa fuese uniforme en el area de exposicion de la cascara.

Figura 5. Estufacon aire forzado (Yamato).

Trituracion de la materia seca

Enseguida del secado, se sometié a un proceso de trituracién con el molino para
obtener caracteristicas de tamafio de particula homogéneo que permitié
eficientizar la extraccion de fitomoléculas de interés. (Ruiz G y Saavedra J,2007)
Posteriormente la muestra se colocé en frascos de vidrio obscuros para proteger
de la luz y a temperatura ambiente para su posterior uso.

Figura 6. Molino de pulverizacion (GE Commercial Motors).
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3.1.1.2 Obtencién de extractos de la cascara de naranja mediante
tratamiento térmico (hidrodestilacion).

Extraccion de cascara de naranja con etanol, etanol 50% y agua.

Las extracciones se realizaron por triplicado; utilizando cascara de naranja y un
agente extractor en una relacion 1:5 (p/v) por un tiempo de 3 horas y bajo las
siguientes variables:

Tabla 3. Relacion de variables durante la extraccion.

Extracto Etanol (ml) Etanol-Agua Agua (ml)
1:1 (mL)
Temperatura | 75°C 100 50:50 100
80°C 100 50:50 100

Figura7. Equipo de hidrodestilacion (Gonzalez A, 2004).

Concentracion de los extractos mediante separacion al vacio (rotavapor).

Mediante un rotavapor se hizo la separacion del solvente en las muestras,
eliminado en su totalidad el solvente de los extractos. Las condiciones del
rotavapor fueron una agitacion de 100 rpm a una temperatura de 70°C que es la
temperatura a la que empieza la ebullicion del etanol sin llegar a la transformacién
de las fitomoléculas de interés.

Figura 8. Rotavapor (Yamato, Water Bath BM 400).
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3.1.2 Etapa 2: Identificacion, Conservacion y Evaluacion de la Actividad
Antibacteriana de los extractos, etandlico, etanol 50% y acuoso contra
bacterias patdgenas.

3.1.2.1 Identificacion = macroscoOpicamente 'y microscOpicamente de
Salmonella typhi, Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Las cepas patogenas fueron donadas por el Laboratorio Estatal de Salud Publica
de Saltillo, se realiz6 una identificacibn macroscopica y microscopica para
asegurar que fuesen las bacterias patdgenas indicadas.

La identificacion macroscépica se llevd a cabo mediante la descripcion del
crecimiento en agar nutritivo de tres diferentes cepas de acuerdo a su forma, color,
tamafio y caracteristicas especificas.

Ademas se llevo acabo la identificacion microscopica mediante tincion de Gram
para corroborar su forma y tincion mediante el uso de microscopio.

Figura 9. Microscopio (Labomed, Sumilab).

Conservacion de bacterias patbgenas

Las cepas de interés identificadas se hicieron crecer en caldo nutritivo a 32°C por
24 horas, para su conservacion con un agente crioprotector (Leche descremada
10% y Glicerol 10%). En tubos Eppendorf se colocaron 500 mL del crioprotector y
500 mL del caldo nutritivo que contenia las cepas de interés, estas fueron
almacenadas a una temperatura de -22°C en congelado.
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3.1.2.2 Evaluacion de la Actividad Antibacteriana de Salmonella typhi,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Cultivo de bacterias patogenas

El cultivo de bacterias patégenas se realizdé en cajas Petri con 15 milimetros de
agar nutritivo, inoculando colonias de interés por el método de estria abierta
cruzada, para su obtencion.

Figura 10. Cultivo de bacterias patdgenas.

La siguiente tabla muestra la composicion del medio agar nutritivo el cual fue
esterilizado en autoclave a 121°C por 15 minutos y 1 Ibra de presion.

Tabla 4. Composicion de Agar Nutritivo

Reactivo g/L
1. Peptonade carne 5
2. Extracto de carne 3

3. Agar bacteriolégico 15
Fuente: MCD LAB. S.A. DE C.V.

Método de difusidon de disco

Para este método se prepararon antibiogramas de la siguiente manera: Se
cortaron discos de papel filtro de poro cerrado con un didmetro de 0.4 mm y un
grosor de 1 mm, estos fueron sumergidos en tubos de ensayo por 15 minutos en
los extractos obtenidos (etandlico, etandlico 50% y acuoso).

Posteriormente a la caja petri que contenia el agar nutritivo se le inoculé con asa
bacteriolégica por estriado abierto una colonia de las bacterias patégenas,
después se introdujeron cuatro discos ya impregnados con el extracto sobre la
placa de forma equidistante y se incubo a 32°C por 5 dias.
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Figura 11. Antibiogramas contra Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus.

Medida de halo de inhibicion

Se midi6 el diametro en milimetros de cada halo de inhibicion con un Vernier, los
seis extractos (M1-75°C, M2-80°C, M3-75°C, M4-80°C, M5-75°C y M6-80°C)
fueron probados contra tres bacterias, estas pruebas se realizaron por triplicado.
Los valores se registraron en una hoja de calculo en Excel.

.
\

Salmonella typhi Staphylococcus aureus Escherichia coli

Figura 12. Halos de inhibicidn de bacterias patdgenas por el método de difusion en

disco

3.1.3 Etapa 3. Determinar la Actividad Antioxidante Mediante el Método
ABTS y DPPH.

3.1.3.1 Evaluacioén de la Actividad Antioxidante mediante reduccién DPPH en
microplaca.
Fundamento

El radical 2,2-difenil-1-picril-hidracil (DPPH) posee coloracion morada, cuando
encuentra un H* con el cual complementar su estructura pierde la coloracion. El
cambio de coloracién es lo que permite cuantificar el poder antioxidante de la
sustancia colocada como muestra.
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Técnica:

Para conocer la actividad antioxidante mediante este método se preparo el radical
DPPH a una concentracién de 60 uM, en solucion metandlica y se le determind la
longitud de onda de absorbancia del radical, mediante un barrido en el rango
visible de 490 a 620 nm.

Se emplear como blanco de lectura solo metanol y como absorbancia control la de
la solucion DPPH-metanol.

El ensayo de actividad se hizo colocando 193 pL de solucion DPPH-metanol y 7
uL de la muestra a analizar, se tap6 con un papel aluminio para evitar el contacto
directo con la luz hasta su lectura.

Se cuantific6 el cambio de absorbancia de manera cinética y en los casos
necesarios se realizaron diluciones de la muestra, donde la reaccion de
neutralizacion del radical fuera paulatina. Para graficar los datos el porcentaje de
reduccion del radical que se calcula con la siguiente formula:

(AC - Am)

% reduccion de DPPH = — * 100
c

Donde Ac es la absorbancia control (DPPH-metanol) y A, es la absorbancia de la
muestra.

U

Figura 13. Lector de Microplaca (Bio- Tek Instruments).

3.1.4 Evaluacién de la Actividad Antioxidante mediante reduccién ABTS.

Fundamento

El radical 2,2-azino bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS) posee coloracion
azul, cuando encuentra un H* con el cual complementar su estructura pierde la
coloracién. ElI cambio de coloracion es lo que permite cuantificar el poder
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antioxidante de la sustancia colocada como muestra. Para la formacion del radical
ABTS es necesaria la presencia de persulfato de potasio.

Técnica:

Se prepar6 una solucién de ABTS 7 mM y se mezcld con una solucion de K;S,0sg
hasta que este ultimo tenga una concentracion de 2.45 mM. Se Dejo reposar en
oscuridad por 12 h a temperatura ambiente hasta su uso.

Para muestras de alimentos y fenoles se diluye con etanol, hasta obtener una
absorbancia de 0.7 £ 0.02.

Para el ensayo se utiliz6 etanol como blanco de lectura y ABTS-etanol como
absorbancia control; a una longitud de onda de 734 nm.

La mezcla de reaccion fue de 1 mL de solucion etandlica de ABTS y 10 pL de
muestra. Se dejé reaccionar 1 min y se ley0 su absorbancia en el
espectrofotometro. Los resultados fueron expresados como porcentaje de
reduccion del radical que se calcula con la siguiente formula:
Ac— A
% reduccién de ABTS = (CA—m) * 100
Cc

Donde Ac es la absorbancia control (ABTS-etanol) y A, es la absorbancia de la
muestra.

Figura 14. Espectrofotémetro.
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 Etapa 1: Tratamiento térmico de la cascara de naranja y extraccion de
las fitomoléculas de interés por hidrodestilacion.

4.1.1.1 Rendimiento de la materia prima.

Para obtener la cantidad de céscara seca de naranja se optd por hacer los
calculos necesarios segun la literatura. Tomando en cuenta que la humedad
promedio de la cascara es de 58.2%, el peso de cascara seca se obtuvo segun la

siguiente formula:
Peso de Cascara seca= Cascara fresca- ((cascara fresca x (58.2%) / (100))

Utilizando esta formula y sustituyendo nuestros valores en la misma el rendimiento

en peso seco fue de 1.881 kg, segun los calculos realizados.
Peso de Cascara seca= 4.5 Kg — ((4.5 Kg x (58.2%) /100)) = 1.881 kg

Experimentalmente los valores reales de rendimiento de cascara seca fueron de
1.305 kg y haciendo una comparacién de nuestro resultado real con el método
reportado por (Reategui L, 2005) podemos decir que existe una diferencia de
0.576 Kg, esta diferencia o valor obtenido posiblemente fue dado a que el
tratamiento térmico afecto el porcentaje de humedad en nuestro experimento, a
las diferencias de tiempos y condiciones del ensayo empleado por ellos; asi como

la naturaleza de la materia prima utilizada en nuestro trabajo.

Mostramos a continuacion los calculos obtenidos al final de nuestro trabajo para el

rendimiento:
% Rendimiento = (peso de muestra final / peso de muestra inicial) x (100)
% Rendimiento = (1.305 kg / 4.5 kg) x (100)

% Rendimiento = 29 %
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4.1.1.2 Extraccion de fitomoléculas de la cascara de naranja mediante
tratamiento térmico (hidrodestilacion).

Se trabaj6 con tres agentes extractantes: Etanol, etanol 50% y agua; mismos que

fueron sometidos a dos diferentes temperaturas 75°C y 80°C.

La nomenclatura utilizada para los seis extractos obtenidos fue la siguiente:
etandlico 50% (M1-75°C y M2-80°C), etandlico (M3-75°C y M4-80°C) y Acuoso

(M5-75°C y M6-80°C) los cuales contenian las fitomoleculas de interés.

En la figura 15 se muestra la temperatura a la cual da inicio la extraccién de
fitomoleculas de interés en los diferentes tratamientos. Se regula la temperatura
del calentador de tal modo que la temperatura del alcohol se encuentre en el
rango de 70°C - 80°C, ayudandonos con el termometro graduado, esto es debido
a que si sobrepasamos los 80°C podriamos evaporar en demasia el alcohol y de

este modo modificar el volumen de extraccion.

M1- 75°C

M2- 80°C
80 - M3- 75°C
70 M4- 80°C
60 - M5- 75°C
50 - M6- 80°C

Temperatura °C
PN WD
O O O O

o

M1-75°C M2-80°C M3°-75°C M4-80°C M5-75°C M6-80°C

Extractos

Figura 15. Temperatura a la cual empieza la extraccién de cada muestra.

Todas las temperaturas maximas alcanzadas de los extractos son muy similares,
excepto la M6-80°C, porque se manejo agua destilada que facilito la velocidad de

evaporizacion de la misma. Tener en cuenta que tanto la cantidad de alcohol
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etilico como la de cascara de naranja representaran las diferentes relaciones

sdlido / liquido.

En la figura 16 se muestra el tiempo que tarda el sistema en adaptarse al proceso
de recuperacion de fitomoleculas de interés presentes en los extractos, segun la

naturaleza del agente extractor y temperatura empleada.

70 -
=60 7 M1-75°C
'E50 - M2- 80°C
‘;40 | M3- 75°C
235 M4- 80°C
S MS5- 75°C
=20 - M6- 80°C
10 -
0 T T T T T 1
M1-75°C M2-80°C M3°-75°C M4-80°C MS5-75°C M6-80°C
Extractos

Figura 16. Tiempo de extraccion ala cual los extractos inician su proceso de

recuperacién con los diferentes solventes y temperaturas.

Si analizamos la grafica tiempo de extraccion, seria facil deducir que el tiempo
Optimo de operacion es aquel en el cual estos tienden a ser constantes, lo cual se
conoceria como “tiempo maximo de extraccion”, pero este hecho no es del todo
correcto, pues para poder hablar de tiempo maximo de extraccion la gradiente de
concentracion para cualquier variacion de tiempo tendria que ser cero y esto no
ocurre, ya que por mas saturado que esté el solvente siempre extraerd una

pequefiisima cantidad de aceite que nunca llegara a ser cero.
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70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 . . . . . .
M1-75°C  M2-80°C M3°-75°C M4-80°C M5-75°C  M6-80°C
Extracto

Mililitros

Figura 17. Cantidad recuperada de extracto con fitomoléculas de interés, en los

diferentes agentes extractantes y sus temperaturas.

16 -

14 -

12 M1- 75°C
~ 10 - M2- 80°C
c M3- 75°C
— 8 M4- 80°C
D 6 - M5- 75°C
= 4 M6- 80°C
= 5
2 O T T T T T 1

M1-75°C M2-80°C M3°-75°C MA4-80°C M5-75°C M6-80°C
Extracto

Figura 18. Cantidad total de extracto recuperado en la hidrodestilacién con los

diferentes solventes y temperaturas después del rotavapor.

En la Figura 18 se muestra la cantidad de extracto recuperado, donde después de
las cantidades obtenidas en la hidrodestilacion, fue necesario emplear un
rotavapor para eliminar la mayor cantidad posible del solvente etanol, aclarando

gue solo fueron las primeras cuatro muestras.
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Los solventes como el alcohol etilico entran en contacto con la cascara de naranja
y se producira el proceso de transferencia de masa, en este caso sera la
extraccion de aceite esencial de la cascara que serd reemplazado por el ingreso
de alcohol que ingrese a los poros de la misma. En la figura 17 el extracto
recuperado es mayor en las primeras cuatro muestras ya que el solvente acciona

mas rdpido con la materia y esto hace mayor cantidad recuperada.

De dicho andlisis se decide elegir al alcohol etilico de 96° QP debido a sus
propiedades como lo muestra el cuadro, entre ellas, su capacidad de solubilizar y
extraer los componentes principales del aceite esencial como los compuestos
oxigenados y en menor cantidad a los terpenos y sesquiterpenos, los cuales al ser
demasiado inestables se oxidan facilmente tendiendo a enranciar al aceite
esencial y a la vez a que este presente una apariencia turbida, pudiendo afectar
las lecturas de la concentracion. Es por esta razén, que la extraccion de aceites

esenciales mediante solventes cuenta con etapas posteriores de desterpenizacion.

De tales datos se observa que no necesariamente mientras se aumente el
diametro de particula la concentracién deba disminuir, puesto que aqui entra a
tallar otro factor importante como lo es la geometria de la particula. Esta es
determinante para la obtencion de altas concentraciones de aceite, pues mientras
la geometria permita mantener en mayor contacto al solvente con el aceite, mayor

sera la extraccion, independientemente de cuanto sea el diametro de la particula.

En la figura 18 podemos observar la cantidad total de extracto obtenido después
del proceso de rotavapor y su concentracion final en mililitros (ml); cabe mencionar

que las muestras extraidas con agua no fueron sometidas a este proceso.
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Figura 19. Cantidad de etanol recuperado.

El etanol recuperado fue mayor en la muestra 2, debido a que la temperatura alta
evaporé y condenso el solvente (etanol) por tener un punto de ebullicion mas bajo

en comparacic’)n con los otros agentes extractantes.

Con respecto al solvente utilizado, la eleccién se realizé mediante un andlisis
comparativo de un grupo de tres solventes, tomando como referencia las
consideraciones descritas en la tabla adjunta. Cabe resaltar que el aceite
esencial de la naranja es una mezcla de varios componentes como los terpenos
(Form. general: C10H16), sesquiterpenos, (Form. general: C15H24), alcoholes,

aldehidos, cetonas, acidos y esteres.
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Tabla 5. Diferentes solventes etanélicos mas usados en procesos de hidrodestilacion.

Caracteristicas del

Alcohol etilico

Eter de petrdleo

Ciclo hexano

solvente
1. polaridad Molécula polar Molécula Molécula no polar
parcialmente
polar

2. peso 46 87-114 84.2
molecular(g/mol)
3. punto de 78.5 20-70 81

ebullicion

4. selectividad

Extraera principalmente

Extraera mayor

No extraeran

los componentes cantidad de componentes
oxigenados, los cuales terpenos y principales de los
son los portadores del sesquiterpenos, aceites
sabor y aroma de los ademas de parte esenciales
aceites esenciales como de los
son: alcoholes, compuestos
aldehidos, esteros, oxigenados.
cetonas y fenoles.
5. Recuperacién Separacion mediante Separacion Separacion
calentamiento y mediante mediante

posterior condensacion

calentamiento y
posterior

condensacion

calentamiento y
posterior

condensacioén

6. Inflamacién

Elevada

elevada

elevada

Los extractos obtenidos como lo reporta (Reategui, 2005), deben tener las
siguientes caracteristicas fisicas. El aceite esencial de naranja es ligeramente
amarillento de olor caracteristico a naranjas, mientras que su sabor es ligeramente

amargo.
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Figura 20. Extractos obtenidos del experimento.

4.1.2 Etapa 2: Identificacion, conservacion y evaluacion antibacteriana de
los extractos etandlicos, etanol 50% y acuosos contra Salmonella
typhi, Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

4.1.2.1 Identificacién macroscopicamente y microscopicamente.

La observacibn macroscopica y microscopica corresponde a la literatura
mencionada. Se obtuvo como resultado el crecimiento de las tres bacterias
patdogenas sembradas en Agar Nutritivo por el método de estria abierta cruzada,
técnica que permite que los microorganismos crezcan en forma de colonias
individuales logrando un crecimiento esperado y su conservacion realizada
manejando glicerol a una concentracién del 10 % o bien como describe el
(Departamento de bioquimica y bilogia molecular y celular, Universidad de

Zaragoza, 2004) se puede utilizar el 20 % logrando su conservacion por meses.

Tabla 6. Identificacién microscopica.

Bacteria patdgena Clasificacion Forma
Escherichia coli Gram (-) Bacilo
Salmonella typhi Gram (-) Bacilo
Staphylococcus aureus Gram (+) cocos
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Escherichia coli Salmonella typhi Staphylococcus aureus
Figura 21. Bacterias patdgenas observadas mediante el microscopio.

4.1.3 Cultivo de bacterias patégenas.

Se obtuvo un abundante crecimiento de las bacterias patégenas de Escherichia
coli, Salmonella typhi y Staphylococcus aureus, en el medio de cultivo agar
nutritivo en un tiempo de 24 horas, esto depende de que el medio de crecimiento
existen carbohidratos como fuente de carbono, acido organicos y aminoacidos
como sustratos, en condiciones aerobias. La presencia de gas, azucares y acido
pirdvico son productos clave para el diagnéstico de estos microorganismos
(Pachon 2009).

La cantidad total fue de 6 extractos aplicados con tres diferentes bacterias
patégenas, cajas de medio agar nutritivo con crecimiento de colonias: Escherichia
coli, Salmonella typhi y Staphylococcus aureus. De las cuales se seleccionaron

para ser usados en los antibiogramas preparadas.
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Figura 22. Actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus.

Respecto a las M1 Y M2 el halo de inhibicion es muy similar existiendo diferencia
de 3.8 mm, esto es porque la extraccion fue relacién de etanol-agua destilada,
ademas el manejo de las temperaturas fue similar; Mlexistiendo una inhibicién
promedio de 11.3833 y M2 con un promedio de 11 mm. Esto quiere decir que la
bacteria S. aureus si presento una inhibicion a partir de las 24 horas en la que

después de 120 horas se mantuvo estable.

En las M3 Y M4 si existe una diferencia de 5.7 mm, esto es posible a que en los
extractos obtenidos de M3 es menor que la M4, ya que en estos la extraccion fue
con etanol, esto se debe a que el etanol arrastro los compuestos causantes de la
inhibicion.M3 presenta un promedio de 12.066 mm, y M4 17.7666 mm de halo de
inhibicién. Esto quiere decir que a una temperatura de 80°C hay mejores
resultados. La bacteria S. aureus presento mayor sensibilidad después de las 24
horas, después de este tiempo la inhibicion aumento de 0.8 mm manteniéndose

constante hasta las 120 horas.

En la M5 Y M6, si existe una gran diferencia en cuanto a la inhibicién, de 12.5, en
la M5 la temperatura fue de 75°C que resulto mejor como inhibicién frente a

S.aureus.M6 posiblemente los compuestos fueron afectados por la temperatura de
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80°C.El halo de inhibicion de la bacteria no presento cambios en el lapso de

monitoreo.

El S. aureus presenta mayor sensibilizacion al extracto etandlico a una

temperatura de 80°C y el extracto M6 (agua destilada) a una temperatura de 75°C,

En la primera porque el solvente arrastra mas compuestos que permiten a la
bacteria ser menos resistente, segun lo reportado por Tavares 2000, existen
mecanismos de resistencia por parte de S. aureus que estan relacionados con la
activacion de una sintesis de la pared celular, con hiperproduccién de proteinas
ligadoras de penicilina. Este puede ser uno de los factores que influyen en la no
inhibicién de los extractos frente a este microorganismo. (Al-fatimi et al., 2007).
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c 1.6

v]. 4 / / === M3- 75°C

o
Bt
[N}

/ M4- 80°C
é // /)( — ==t M5- 75°C
e
[= —®—M6- 80°C
(O]
o
o
T

1z|10

Tiempo (Hrs)

Figura 23. Actividad antibacteriana contra Escherichia coli.

M1 Y M2; existe una diferencia de inhibicion de 11.95 mm, M1 el resultado es
mayor que en M2, el efecto inhibitorio fue estable después de las 24 horas al igual

gue en la M2, la temperatura de 75°C fue mejor en la M1.

M3 Y M4; existe una inhibicién nula en la M3, a diferencia de la otra que tuvo una
resultado de 12.78 mm. y una temperatura de 80°C,la bacteria E. coli después de

las 100 horas es mas sensible al extracto.
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M5 Y MB6; en estos extractos que fueron con agua destilada la diferencia no fue tan
alejada del halo de inhibicién de las mismas, la bacteria Escherichia coli aumenta

la sensibilidad después de las 100 horas.

La resistencia de E. coli frente a las sustancias antibacterianas esta relacionada
con la superficie hidrolégica de su membrana externa. Esta membrana, rica en
moléculas de lipopolisacaridos, despliega una barrera contra la penetracion de
numerosas moléculas antibidticas y esta también asociada con las enzimas en el
espacio periplasmético, las cuales son capaces de romper las moléculas

introducidas desde el exterior.
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Figura 24. Actividad antibacteriana contra Salmonella typhi.

M1y M2; entre estas muestras existe una diferencia de 12.3 mm, siendo la M2
que presento mayor halo de inhibicion, se aprecia facilmente que este extracto
estd muy alejado de los demdas. La bacteria Salmonella typhi se mantiene

constante después de las 24 horas.

M3 Y M4; no hay una diferencia mayor entre los mismos extractos, la bacteria se

comparta uniforme.
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M5 Y MB6; existe una diferencia total ya que en la M6 la inhibicidn fue nula.

El extracto etandlico a una temperatura de 80°C, contra la bacteria S. typhi

presento mayor sensibilidad notoria con respecto a las demas.

4.1.4 Etapa 3: Determinar la actividad antioxidante mediante 2 métodos
(ABTS Y DPPH), de los extractos; etanol 50%, etanol y acuoso.

Figura 25. Actividad antioxidante (DPPH)

En esta tabla observamos que los 6 extractos tiene la propiedad de tener actividad
antioxidante, siendo la M4 Y M6 con mayor, esto es a que en estos tratamientos
los compuestos terpenicos se lograron conservar en estos, dando como resultado

gue la actividad antimicrobiana no estd muy ligada a la actividad antioxidante.

En este método hay una mejor captacion de radicales libres de los extractos, y no
es dependiente de la concentracién como lo mencionan algunos autores (Kuskoski
M et al., 2005).
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Figura 26. Actividad antioxidante (ABTS)

Con este método la actividad antioxidante de los extractos la inestabilidad es muy
marcada en la M1, M2, M3, M4, excepto en la M45 Y M6, en la que la captacion
de radicales es mucho mayor, estos tratamientos son muy semejantes en cuanto a
la temperatura aplicada, o que quiere decir que si hubo conservacion de los

componentes como los fenoles para dicha actividad.
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CAPITULO V

5.1 CONCLUSIONES

El mejor método de extraccion fue la M1-75°C Y M2-80°C, ya que se obtuvo mejor
cantidad de extracto, esto puede ser atribuido en la actividad antibacteriana en

bacterias Gram negativas.

La bacteria Staphylococcus aureus presentan un halo de inhibicibn muy similar,
en cuanto a un extracto de los 6 comparados. El promedio maximo de inhibicion
de la M5- 75°C es de 18 mm de inhibicion. Esto es a que la bacteria por ser una
Gram positivas es mas sensible a los 6 extractos, ya que en su monitoreo se

presentdé muy uniforme después de las 24 horas.

La bacteria Escherichia coli, presenta mayor promedio de halo de inhibicion en la
M1- 75°C con un didmetro de 12.6 mm, la sensibilidad de la bacteria mostro ser no

tan uniforme en cuanto al tiempo de la inhibicion.

La bacteria Staphylococcus aureus presento una gran diferencia de halo de
inhibicion con respecto a las demas muestras, la que mayor obtuvo fue un
promedio de 18.9 en la M2-80°C.

Haciendo estas comparaciones las M1-75°C Y M2-80°C, funcionan mejor como
antibacteriano en los extractos etanol 50%, y las dos pertenecen a Gram

negativas.

Respecto a la actividad antioxidante es mejor en las M5-75°C Y M6-80°C,
pudiendo ser que los compuestos fendlicos son menos dafiados con estos

métodos de extraccion.

Por ultimo, la actividad antimicrobiana de los extractos no resulto ser tan favorable
como lo esperado, por el tratamiento térmico inicial de la cascara de naranja
valencia, es por eso que muchas investigaciones manejan las extracciones en
fresco, para obtener mejores rendimientos, y por consiguiente mejor actividad

antibacteriana y antioxidante.
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CAPITULO VI

6.1 RECOMENDACIONES
Manejar la cascara de naranja en fresco usando los mismos métodos de
extraccion de aceites esenciales.

También manejar los tamafios de particula menores a 6 mm, como lo
establecen algunos autores, para obtener un mejor rendimiento de aceites

esenciales.

En caso de la M5-75° Y M6-80 °C, que fueron por hidrodestilacién someterlo a
una separacion de agua con sulfato de sodio anhidro.
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CAPITULO ViII
8.1 ANEXO

8.1.1 Tincién de Gram.

Esta tincion se denominada asi por el bacteridélogo danés Christian Gram, quien la
desarrollo en 1844. Sobre la base de su reaccion a la tincion de Gram, las

bacterias pueden dividirse en dos grupos, Gram positivas y Gram negativas.
Descripta en forma breve, la secuencia de la tincion es la siguiente:

1.- Frotis fijado con calor se tifie 1 min con Violeta Cristal, se lava con agua.

2.- Se cubre con solucion Yodada durante 1 - 2 min. y se lava de nuevo con agua.
3.- Decolorar con mezcla alcohol etilico/acetona.

4.- Escurrir y cubrir con Safranina (color de contraste) durante 1 — 2 min. Lavar y
secar.

Material

e Colonias de bacterias patégenas
e Solucion cristal violeta

e Solucion Lugol

e Solucién alcohol cetona

e Solucion safranina

Figura 27. Tincion de Gram.
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