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2 Titulo
Actividad antimicrobiana del extracto foliar y del aceite esencial de Citrus limetta Risso

“lima” contra Staphylococcus ,aureus ATCC 25923.



3 Resumen

El objetivo de la investigacion busco determinar la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcoholico de las hojas y del aceite esencial de Citrus limetta Risso “lima” contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 “in vitro”. Esta investigacion es del tipo basico,
cuantitativo y experimental. Para la ejecucion de la presente investigacion, en primer lugar,
se obtuvo el extracto de las hojas de Citrus limetta Risso “lima” utilizando alcohol etilico de
70 ° GL, mediante la técnica extractiva de percolacion. El aceite esencial a partir de la
cascara de los frutos de la planta en investigacion se obtuvo mediante el método arrastre con
vapor de agua, para luego determinar la sensibilidad de Staphylococcus aureus ATCC 25923
frente al medicamento patrén ciprofloxacino. Se concluy6 que efecto antibacteriano del
extracto foliar y del aceite esencial de Citrus limetta Risso “lima” sobre la cepa de
Staphylococcus aureus se produce solamente a la concentracion de 300 ug/mL y a la dilucion
de aceite esencial del 75 % en DMSO.

Palabra clave: Antimicrobiano, extracto hidroalcoholico, aceite esencia de Citrus limetta

Risso, Staphylococus aureus.



4 Abstract

The objective of the research sought to determine the antibacterial activity of the
hydroalcoholic extract of the leaves and essential oil of Citrus limetta Risso “lima” against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 “in vitro”. This research is of the basic, quantitative
and experimental type. To carry out this research, first, the extract of the leaves of Citrus
limetta Risso “lime” was obtained using 70 ° GL ethyl alcohol, through the extractive
percolation technique. The essential oil from the peel of the fruits of the plant under
investigation was obtained by the steam drag method, to then determine the sensitivity of
Staphylococcus aureus ATCC 25923 against the standard drug ciprofloxacin. It was
concluded that the antibacterial effect of the leaf extract and the essential oil of Citrus limetta
Risso “lima” on the Staphylococcus aureus strain occurs only at the concentration of 300

ug/mL and at the essential oil dilution of 75% in DMSO.

Keywords: Antimicrobial, hydroalcoholic extract, essential oil of Citrus limetta

Risso, Staphylococcus aureus.



5 Introduccion

Antecedentes y fundamentacién cientifica

Bhatti et al., (2022) realizaron un estudio de revisién, sobre cuatro plantas: Musa
paradisiaca L, Capsicum, Citrus limetta y Nigella sativa, debido a su excelente efecto
antimicrobiano y su amplia disponibilidad. En esa revision, discuten los efectos
antimicrobianos debido a la presencia de timoquinona, p-cimeno, pineno, alcaloides,
limoneno, canfeno y melanina. Afirman que estos compuestos antimicrobianos alteran la
membrana celular de los microbios, inhiben la division celular y forman biopeliculas en
especies bacterianas, lo que eventualmente reduce la cantidad de microbios. Sobre la
extraccion de estos compuestos de las respectivas plantas nos dicen que se puede hacer
utilizando diferentes métodos como soxhlet, hidrodestilacion, extraccion liquida con liquido,
extraccion tipo liquida presurizada, extraccion en fase-sélida, extraccion con fluido
supercritico, campo eléctrico pulsado, extraccion asistida por microondas, extraccion
enzimatica, extraccion por ultrasonidos y descarga eléctrica de alto voltaje. Establecen que
la seleccion adecuada de la técnica de extraccion depende en gran medida de las ventajas y
desventajas asociadas. Ademas, en su discusion detallan como los agentes antimicrobianos
destruyen las bacterias dafiinas. En conclusion, esta revision ofrece un conocimiento
profundo a los investigadores sobre las propiedades antibacterianas de las cascaras de las
especies estudiadas.

Das et al., (2021) realizaron un estudio al darse cuenta de que durante la extraccién del
jugo de Citrus limetta, se genera una gran cantidad de subproductos, especialmente la
cascara, la cual contiene una buena cantidad de fitoquimicos que tienen muchos beneficios
para la salud. La presencia de un compuesto amargo en la céscara limita su aplicacion en
alimentos humanos. Este estudio aplico el bioextracto de la cascara de Citrus limetta sobre
tejidos de algodon para un acabado antibacteriano. Se investigaron mediante GCMS los
grupos quimicos responsables del comportamiento antibacteriano y la estructura quimica de
esta planta. Los autores concluyeron que las telas tratadas con Citrus limetta tienen una
mayor profundidad de color (valor K/S) a mayor concentracién en comparacion con las telas
tratadas con concentraciones mas bajas. La zona de inhibicion en los tejidos tratados con

Citrus limetta revela que tiene un excelente efecto antibacteriano contra las bacterias
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Escherichia.coli y Listeria monocytogeneus. Los tejidos de algodon también generan
fragancia tras el tratamiento con Citrus limetta. Reportan haber evaluado las calificaciones

de intensidad de fragancia en 200 encuestados.

Suri et al., (2022) estudiaron a Citrus limetta “lima dulce” que contiene un rico y
valioso residuo bioactivo obtenido de la industria procesadora de citricos. El alto contenido
de humedad de las céscaras se puede reducir secandolas y las cascaras secas podrian usarse
como insumo de elevado valor nutricional. Investigaron diferentes operaciones de secado,
entre ellas el secado por infrarrojos, el secado en bandejas y al vacio, el secado multimodo
por aire caliente y el sistema de secado solar de tubos de vacio sin tubo de calor y con tubo
de calor, para evaluar el efecto del método de secado sobre las caracteristicas de calidad de
las céscaras de lima dulce. Para ello analizaron fenoles totales, flavonoides totales, la
actividad eliminadora de radicales DPPH, el perfil de color y la espectroscopia infrarroja
(FTIR) de cascara de lima dulce fresca y seca. Se encontr6 que el secado por infrarrojos fue
una técnica adecuada para la retencion del contenido de fibra cruda, cenizas y proteina cruda.
Sin embargo, secado al vacio exhibio un valor L * més alto y un valor b * mas bajo, lo que
indicé una buena retencion del color. Las céscaras frescas exhibieron fenoles totales,
flavonoides totales y actividad eliminadora de radicales DPPH de 25,60mg GAE/g, 18,85mg
QE/g y 32,79%, respectivamente. Ademas, las céscaras secadas por IRD, TD y HAD
mostraron un incremento significativo en la actividad antioxidante comprado con las
cascaras frescas y aquellas sometidas a otros métodos de secado. La espectroscopia FTIR
confirmd la presencia de fenoles en las cascaras secas. Los la IRD de las cascaras de lima
dulce podria ser una forma eficaz de conservar los nutrientes, fenoles, flavonoides y

antioxidantes.

Dutta, et al. (2020). Investigaron la sintesis verde de nanoparticulas de plata
antibacterianas y antiflngicas utilizando extracto de piel de Citrus limetta en estudios
experimentales y tedricos, utilizaron un método novedoso de sintesis verde en un recipiente
de nanoparticulas de plata (AgNP) de Citrus limetta extracto de cascara. Confirmaron la
sintesis de AgNP de tamafio promedio de 18 nm, que se mantuvieron estables hasta 120 dias.
Concluyeron que los AgNP sintetizados tienen propiedades antibacterianas (Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus Streptococcus mutans, Staphylococcus
epidermidis) y antifingicas (candidas especies), por lo tanto, las nanoparticulas tienen una
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potencia antimicrobiana en patgenos topicos.

Buyukkurt et al., (2019). Buscaron determinar los compuestos fendlicos y determinar
las actividades antioxidantes de la cascara y los jugos de lima dulce. Para ello, se prepararon
zumos de lima dulce mediante dos métodos diferentes. En primer lugar, los frutos de lima
dulce se exprimieron a mano sin pelar. En segundo lugar, las frutas se exprimieron
manualmente después de retirarles la cascara manualmente. Los componentes fendlicos
fueron estudiados por el método de LC-DAD.-ESI.-MS/MS. Se encontraron 20 compuestos
fenolicos, de los cuales 18 eran flavonoides y dos eran acidos fendlicos. EI compuesto
principal fue la hesperidina tanto en la piel como en el jugo. En el presente estudio se
detectaron por primera vez el dimero de procianidina B y la luteolina en la céscara y los
jugos de lima dulce. La cantidad de compuestos fendlicos de la cascara fue
significativamente mayor que la de los jugos. El contenido fendlico total del jugo de lima
dulce aument6 aproximadamente un 13% de 444,55 a 502,54 mg/L debido al efecto de la
cascara. Se encontré que la capacidad antioxidante de la cascara era mayor que la de los

jugos debido a su alto contenido fendlico.

Chi et al., (2019) realizaron un estudio para identificar los metabolitos secundarios y
propiedades funcionales de los aceites esenciales extraidos de hojas de Citrus aurantifolia
Swingle, Citrus sinensis Osbeck, Citrus grandis Osbeck y aceite de las hojas de té verde y
camellia grandis contenia 44 compuestos, representando porcentajes totales del 94,17% y
93,78% de aceite, respectivamente, mientras que el aceite esencial de las hojas de C.
aurantifolia tenia 62 compuestos, representando el 97,19. % del aceite. Limoneno, B-pineno,
sabineno, B-ocimeno, B-cubebeno, terpinen-4-ol, linalol y nerol fueron los principales del té
verde mientras que el aceite esencial de C. grandis contenia altos porcentajes de limoneno,
a-felandreno, B-ocimeno, B-cariofileno, nerol, citronelol, geraniol, geranial y neral. Los
principales compuestos volatiles del aceite esenciales de las hojas de C. aurantifolia fueron
limoneno, B-pineno, B-ocimeno, P-cariofileno, a-terpineol, citronelol y (+)-citronelal. El
aceite de C. aurantifolia exhibio las actividades depuradoras mas fuertes (1C50=1,21 mg/ml)
en comparacion con las de las hojas de C. sinensis (1C50=1,49 mg/ml) y C. grandis
(IC50=2,18 mg/ml). El aceite esencial de las hojas de C. grandis exhibi6 actividades
antimicrobianas mas fuertes que los aceites esenciales de las hojas de C. sinensis y C.

aurantifolia.
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Véasquez Gomez, (2023) en su tesis reportan las propiedades fisico-quimicas y la
determinacion de los principales compuestos fendlicos presentes en los aceites esenciales
(AE) obtenidos de la piel de cuatro alimentos citricos de la Region de Amazonas en el Perd,
siendo estas especies la lima (Citrus limetta Risso), el limon dulce (Citrus limetta sp.), la
mandarina(Citrus reticulata) y la naranja (Citrus sinensis). Los aceites esenciales se
obtuvieron por hidrodestilacién, y se evalud la actividad antioxidante mediante el método de
acido 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
(ABTS); los fenoles totales se determinaron mediante Folin-Ciocalteu. La densidad,
flavonoides totales, indice de refraccidn, el mapeo Raman y propiedades térmicas, se
identifican por cromatografia liquida (UHPLC-DAD), asi como los gases acoplados a un
detector de masas (GC-MS). Encontraron que el aceite esencial de mandarina y de limén
dulce presentaron mayo capacidad antioxidante siendo del (89,63%; 72,92%, por DPPH) y
ABTS (1592,38umol TE/g; 1216,13umol TE/g). Los fendles totales fueron de 680,78
mgAGE/qg) y los flavonoides 23,18 mgQE/g, predminando el aceite de limdn El D-limoneno,
el psoraleno, las cumarinas, &c. p-cumarico tienen potencial antioxidante, cuyo uso estaria

ligado al empleo en como saborizantes o aditivos para productos médicos y cosméticos.

Marreros Castafieda, (2020) en su tesis determind el contenido de flavonoides y
compuestos fendlicos por HPLC-DAD en los extractos foliares de Prunus pérsica, Citrus
sinensis y Citrus limetta, se empled el método de HPLC-DAD Hitachi Chromaster
empleando un detector 352 nm y un volumen de inyeccion 10 pL, el acido clorogéenico en
flores de Citrus sinensis fue 2.46 mg, infusién 2.74 mg y decocto 2.51 mg, en Prunus pérsica
fue 22 mg, infusion 33.79 mg y decocto 27.92 mg/g, en cuanto a rutina el contenido en Citrus
sinensis fue 2.65 mg, infusion 3.03 mg, decocto 2.45mg, en Citrus limetta extracto
metanolico 4.59mg, infusion 6.69mg y decocto 6.59mg y en Prunus pérsica extracto
metanolico 2.49mg, infusion 2.72mg y decocto 2.59mg y para quercetina en Citrus sinensis
extracto metandlico 507.29ug, infusion 355.41ug, decocto 320.21ug, en Citrus limetta
extracto metandlico 1576.81 ug, infusion 318.72ug, decocto 610.61g, y en Prunus pérsica
extracto metanolico 1162.95ug, infusion 1666.02ug y decocto 1234. 94ug/g de muestra

seca. Se encontrd una fuente elevada en flavonoides y compuestos fenolicos.

Luque Cutipa & Mendiguete Garcia, (2019) en su tesis se propusieron investigar el
efecto antibacteriano del extracto etandlico de la cascara de lima frente a S. aureus.
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Utilizaron el método del agar Mueller-Hinton, la concentracion de colonias de S. aureus
mediante la escala de MacFarland, los discos fueron embebidos con 100 uL de los
tratamientos. Donde se dividieron: G1 etanol 96%, G2 ciprofloxacino 200 mg, G3 Extracto
100%, G4 extracto 50%, G5 extracto 25%. Los discos fueron colocados sobre la placa petri
conteniendo agar y se incubaron a 37 °C durante 24 horas, finalmente se midieron los
didmetros de los halos. El ciprofloxacino mostrd halos de 4,82 mm, siendo el extracto a 50%
no significativo. El extracto mostro contenes taninos, flavonoides, cardenolidos, esteroides
ylo triterpenoides. Se concluyéd que la muestra vegetal cascara de lima tiene efecto

antibacteriano.

Marco tedrico

La especie Citrus limetta Risso, es un fruto mediterraneo importante en paises como Tunez,
Marruecos e Italia. Es un arbol de tamafio medio, de hojas grandes ovaladas y dentadas, es
aromatico citrico, su fruto es esférico-achatado, con pulpa tierna y amarillenta, jugosa,
aromatica y acida, con semillas verdes (Ancillo & Medina, 2014).

Taxondmicamente esta planta ha sido clasificada de la siguiente manera (Risso, 1813):

Reino: Plantae (Plantas)

Division: Magnoliophyta (Plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida (Dicotileddneas)
Orden: Sapindales

Familia: Rutaceae (Rutaceas)

Género: Citrus

Especie: Citrus limetta

Es importante tener en cuenta que Citrus limetta es un citrico que, al madurar sus frutos
degradan sus azucares. Una alta acidez, y los frutos inmaduros le dan un sabor acido. Los
niveles muy bajos de acidez se presentan en los frutos muy maduros y se pierde el sabor
caracteristico. En los limones, una acidez alta es muy importante. Algunas variedades la
acidez esta entre 5y 7% (principalmente acido citrico), en cambio en las naranjas es del 1%
(None, 2018).
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Tradicionalmente se ha utilizado para tratar la gripe y los resfriados. Es antirreumatico,

antiviral, antiséptico y tonificante de piel, circulacién y fiebre. (Vargas, et al, 2018)

De acuerdo con Vargas C. et al. (2018) refieren que dentro de los compuestos como flavonas,
flavonoides y multifuncionales, limoneno, pinenos, canfeno, sabineno, citral, cimeno,
cineoles y linalol son abundantes que en otras variedades. Dentro de sus actividades
biologicas tiene propiedad antiinflamatoria, hipoglucemiante, hipocolesterolemia,

antitrombdtica, antimicrobiana, antihipertensiva y diurética.

Martinez, (2020). Se obtiene por destilacion con vapor, por destilacion seca, o por extrusion
en frio. Otra forma de definicidn de un aceite esencial indica que es una mezcla de sustancias
volatiles, y es un metabolito secundario de las plantas, conteniendo hidrocarburos terpenos,

siendo aromaticos, y volatiles.

Martinez, (2020), reporta que segun la farmacopea los aceites esenciales pueden estar sujetos
a un tratamiento posterior. Pudiendo ser comercializados como desterpenados,
desesquiterpenados o rectificados o esencial sin X.
. Un aceite desterpenado no contiene hidrocarburos monoterpénicos.
. Un aceite desterpenado y desesquiterpenado no contiene hidrocarburos mono y
sesquiterpénicos.
. Un aceite rectificado tiene un proceso adicional de destilacién fraccionada para
eliminar algunos constituyentes.

. Un aceite sin "X" sometida a la eliminacion de uno o mas componentes.

Los métodos de extraccidn se describen en la Farmacopea Europea.
o Destilacion por vapor: Se obtiene al pasar vapor de agua sobre una materia prima
vegetal el vapor y aceite se condensan, luego por decantacion, se separa el agua
y aceite.
o Destilacion en seco: Se obtiene calentando tallos o cortezas, sin afiadir agua ni
vapor.
o Proceso mecanico (prensado en frio): Consiste en la expresion del aceite del

pericarpio y su posterior separacion por medios fisicos.
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Segun Malle et al., (2015), las caracteristicas organolépticas de los aceites esenciales
hacen referencia al uso de nuestros cinco sentidos para observar las propiedades fisicas
de estas sustancias. Estas caracteristicas son importantes en la evaluacion y analisis de
aceites esenciales, particularmente en aromaterapia y perfumeria. Las caracteristicas
organolépticas de los aceites esenciales son cruciales para su clasificacion, control de
calidad y uso seguro en diversas aplicaciones, incluidas la aromaterapia, la perfumeria
y la industria de bebidas y alimentos.
En el ambito del anélisis de los aceites esenciales, el término organoléptico se refiere a la
utilizar nuestros cinco sentidos para describir un aceite esencial. Esta descripcion considera
aspectos como: Aroma, Color, Textura, Viscosidad y sabor (destacando que estos productos
no deben ser ingeridos). Siendo el olfato el mas importante de los sentidos para la evaluacion
fisica de un aceite esencial. Sin embargo, el color, la textura, la viscosidad y el sabor
condiciones que pueden revelar importante informacion sobre la calidad de un aceite
esencial. Estos ensayos organolépticos son importantes para determinar la calidad y el
beneficio que puede ofrecer un aceite esencial o también cuando se compara el aceite
esencial obtenido por 2 o mas técnicas diferentes a partir de la misma planta. ElI examen
organoléptico es muy subjetivo, pero no deja de ser una parte muy Util y necesaria durante
el anélisis de los aceites esenciales. Las pruebas organolépticas pueden ser tan casuales o
formales como usted quiera al evaluar los aceites esenciales. (Esential Oleum, 2021).

Streptococcus pyogenes (o estreptococo del grupo A) es responsable de varias infecciones
humanas supurativas, de las cuales la faringitis aguda y el impétigo son las mas comunes en
todo el mundo. Estos patdgenos también son responsables de entre 11.000 y 24.000 casos de
enfermedades invasivas graves, como la fascitis necrotizante, en los EE. UU. cada afio. La
cardiopatia reumatica, con una prevalencia de al menos 15,6 millones de casos y alrededor
de 300.000 muertes cada afio, tiene la mayor carga de morbilidad. La capacidad de S.
pyogenes para persistir en los tejidos infectados se puede atribuir principalmente a la
proteina M de la superficie celular, que confiere al estreptococo resistir a la fagocitosis de
leucocitos polimorfonucleares en ausencia de anticuerpos especificos del tipo. Una revision
de Lancefield en 1962 describe claramente los estudios realizados durante un periodo de 35
afios que definieron esta molécula como un factor de virulencia importante para la bacteria

S. pyogenes. (Fischetti et al., 2022).
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Los antibidticos tienen muchos mecanismos de accion, entre ellos:
« Inhibir la sintesis de la pared bacteriana.
» Incremento de la permeabilidad de las membranas bacterianas.

* Interrupcién de la sintesis de las proteinas bacterianas como el acido félico.

Los antibioticos bactericidas causar la muerte bacteriana, mientras que los bacteriostaticos
enlentecen su desarrollo. Un antibidtico con actividad bactericida puede mejorar la
destruccion de las bacterias cuando las defensas del huésped estan alteradas localmente en
el sitio de la infeccion (por ejemplo en la meningitis o la endocarditis) o sistémicamente (por

ejemplo en pacientes que estan neutropénicos o tienen otro tipo de inmunocomprometidos.

Los antibioticos pueden agruparse en 3 categorias:
o Dependiente de la concentracion: la magnitud en que la concentracion maxima
excede a la CIM.
o Dependiente del tiempo: La concentracidn de antibioticos supera a la CIM
o Dependiente de la exposicion: cantidad del farmaco administrada en relacién con
la CIM (Werth, 2022).

Justificacion de la investigacion

Se justifica tedricamente ya que los nuevos conocimientos generados serviran como
fuente de consulta para futuras investigaciones, nos proponemos un producto
antimicrobiano, poco costosa, como es el aceite esencial de Citrus limetta Risso “lima” sobre

S. aureus.

Se justifica de manera metodoldgica por que aporta con una metodologia nueva
empleando inductores de la diabetes asi mismo se le brindard un nuevo instrumento para
recopilar los datos relacionado a evaluar el uso de este producto natural como actividad

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus.

La justificacion social se fundamenta en la potencial contribucion a la Salud Publica y

Bienestar ya que investigar la actividad antibacteriana de la lima puede tener implicaciones
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directas en la salud puablica al proporcionar informacion sobre un posible agente
antimicrobiano natural que podria contribuir a la prevencion y tratamiento de infecciones
producidas por S. aureus. Ademas, la lima, como fuente de compuestos activos, puede
representar una forma de medicina alternativa o complementaria. Finalmente, si la
investigacion demuestra la eficacia de la lima contra Staphylococcus aureus, podria abrir la
puerta al desarrollo de productos comerciales, como medicamentos o desinfectantes basados

en extractos de lima, generando oportunidades economicas y empresariales.

Problema

¢ Qué efecto tienen el extracto foliar y el aceite esencial de Citrus limetta Risso “lima”
sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro?
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Conceptualizacion y operacionalizacion de variables

Definicidn conceptual de . . Indicadores Tipode
. Dimensiones escala de
la variable L
medicion
Aceite esencial de Citrus Concentracion 1.Composicion Proporcion
limetta risso “lima”. Se del aceite quimica
obtiene a partir de la esencial .
cascara o epicarpio del Muestra 1: 25 % 2.Densidad
frqto de lima, e_mpl_e,ando el uestra . % 1 3 indice de
metodo de destilacion por | Muestra 2: 50 % | refraccion
arrastre con vapor de agua o _
(Llorens-Molina, 2021) Muestra 3: 75 % | 4.Indice de acidez
5.Actividad
antimicrobiana
Extracto foliar de Citrus Concentracion Proporcion
limetta Risso “lima”. del extracto 1.Composicion
Extracto fluido, producto Qimicg
final de la preparacion de e 120 ug/mL g Densidad
drogas vegetales (Citrus / 3.I'n dice de
limetta Risso “lima”), * 210 ug/mL réfraccién
considerando como e 300 ug/mL o :
disolvente el alcohol g.,lbr\]gtli(\;/? dd:dac;ldez
(Mosquera Tayupanta, C .
2018) antimicrobiana
Efecto antibacteriano Grado de Halo de inhibicién Proporcion
contra Staphylococcus efectividad

aureus. Resultado de la
accion de una sustancia que
tiene efecto antibacteriano
0 bactericida por tanto
actta impidiendo el
desarrollo de estos
miciroorganismo como es
el caso de Staphylococcus
aureus (Diccionario de
cancer del NCI. Instituto
Nacional del Cancer.
(2021).

antibacteriana:

e Resistente
<15 mm

e Intermedio
16- 20 mm

e Sensible
>21 mm

Comparacion con
control positivo
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Hipotesis
Hipotesis alternativa:

Ha= El extracto foliar, como el aceite esencial de Citrus limetta Risso “lima”, tienen efecto

antibacteriano significativo sobre Staphylococcus aureas ATCC 25923 in vitro

Hipotesis nula:
Ho= El extracto foliar, como el aceite esencial de Citrus limetta Risso “lima”, no tienen

efecto antibacteriano significativo sobre Staphylococcus aureas ATCC 25923 in vitro

Objetivos
Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del extracto foliar y del aceite esencial del Citrus limetta

Risso “lima” sobre Staphylococcus aureas ATCC 25923 in vitro.

Objetivos especificos

1.  Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del extracto foliar de Citrus limetta
Risso “lima”.

2. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de la cascara de
Citrus limetta Risso “lima”.

3. Determinar el efecto antibacteriano del extracto foliar de Citrus limetta Risso
“lima” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro.

4.  Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Citrus limetta Risso
“lima” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro.

5. Realizar la comparacién del efecto antibacteriano del aceite esencial y del
extracto foliar de Citrus limetta Risso, con el efecto antibacteriano del fa&rmaco

control positivo ciprofloxacino.
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6 Metodologia

a) Tipoy Disefio de investigacion

Tipo de investigacion

Las investigaciones tienen como uno de los objetivos aportar con informacion nueva,
relevante y de consulta para futuras investigaciones, debido a ello se dice que la investigacion
es basica (Rodriguez, 2020).

Disefio de investigacion

Nuestro trabajo fue experimental. Bajo este disefio pudimos verificar la potencial actividad
antibacteriana, tanto, del extracto de hojas como del aceite esencial de Citrus limetta Risso
sobre la cepa de S. aureus in vitro. En este estudio, manipulamos las condiciones de

investigacion. (Méndez Gonzalez et al., 2013)
Disefio experimental con estimulo creciente:

De acuerdo con Calderén Mestanza & Torres Armas, (2014) trabajaremos con 3 grupos
problema (tratamientos del 1-4) y 1 grupo testigo (tratamiento 5), con 3 repeticiones por
cada grupo:

Grupos experimentales:
Tratamiento 1: Discos con 100 uL de la solucion de 300 ug/mL del extracto de Citrus
limetta Risso.
Tratamiento 2: Discos con 100 uL de la solucién de 210 ug/mL del extracto de Citrus
limetta Risso.
Tratamiento 3: Discos con 100 uL de la solucion de 120 ug/mL del extracto de Citrus
limetta Risso.

Tratamiento 4: Discos de ciprofloxacino para antibiograma

b)  Poblacion, muestra y muestreo

Paoblacion

Las poblaciones se catalogan como conjuntos de unidades que pueden ser objetos,
caracteristicas, aseveraciones que son sujetos de la investigacion (Arias, et al., 2016).

Constituida por colonias S. aureus,

Criterios de inclusién
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e Placas de agar Miller-Hinton con macro dilucion de S. aureus ATCC 25923

conservadas antes, durante y después de la experimentacion.
Criterios de exclusion

e Placas de agar Muller-Hinton con macrodilucién de S. aureus ATCC 25923

deteriorados.

Muestra

Se considera a la muestra como un pequefio grupo de la poblacion los que tienen
caracteristicas similares y se seleccionan para inferir algo sobre la poblacion (Hernandez, et
al., 2014). Estuvo conformado por 16 placas de agar Miiller-Hinton homogenizadas con
macro dilucion de S. aureus ATCC 25923.

Técnica de muestreo

El muestreo fue probabilistico, debido a que todos los miembros de la poblacién pudieron
ser seleccionados con la misma probabilidad de participar en el evento (Kinnear y Taylor,
1998).

c) Técnicas e instrumentos de investigacion:

Extraccion del aceite esencial de Citrus limetta risso. “lima”
Se obtuvo por arrastre con vapor de agua se realizd, segin Casado Villaverde, (2018)

e Secargo el recipiente destilador con 2.5 kg de céscaras de Citrus limetta
Risso. “lima” previamente preparada,

e Se colocaron 8 litros de agua destilada en la cAmara de generacién de
vapor de agua,

e Se realizé el armado del equipo colocando todos los tapones y partes
adicionales para conformar el equipo de destilacion por arrastre de
vapor con agua.

e Seensamblo y preparo el equipo.

e Esperamos hasta que el agua empez6 a herviry el vapor comenzo a fluir

hacia la camara de destilacion para abrir la llave de paso del agua que
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alimenta el condensador, en donde se realizo la condensacion del aceite
esencial.

e Se colocaron 50 mL de agua en el florentino y se procedi¢ a recibir las
gotas del destilado.

e El hidrolato obtenido, se traslado en un embudo de decantacion de 100
mL.

e Se dejo reposar por 1 hora y luego se procedio a separar el aceite
esencial en un vaso de precipitados de 50 mL.

e Serealizd el secado del aceite esencial, afiadiendo 5 gramos de cloruro
de calcio.

e El aceite obtenido fue almacenado en un frasco &mbar, en lugar oscuro
y fresco.

e Finalmente se realizé la limpieza del equipo de destilacion.

Obtencion del extracto fluido de las hojas de Citrus limetta Risso. “lima”
Se realizd por percolacion siguiendo las indicaciones de Guerra Corado, (2005).
El procedimiento se realizé tal y como se describe a continuacion:

e Se seleccion6 un kilogramo de hojas de Citrus limetta Risso, que no
tengan signos de deterioro o contaminacion.

e Estas hojas se lavaron, desinfectaron y secaron a temperatura ambiente
por 24 horas sobre papel toalla.

e Transcurridas las 24 horas, las hojas se acondicionaron y se colocaron
en estufa de conveccion para un secado a 45 °C por 6 horas.

e Una vez seca toda la muestra, se sometié a molienda para obtener un
polvo grueso que se selecciona a partir del material que queda en el
tamiz N° 3.

e Se pesaron 100 gramos de polvo grueso de las hojas de Citrus limetta
Risso y se colocaron en un vaso de precipitado a 250 mL.

e Se agregé 90 mL de alcohol etilico 70° para realizar el proceso de
humectacion de la muestra.

e Searmd el equipo de percolacion en la forma ya tan conocida.
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e Se colocd la muestra de trabajo ya humectada en la camara de
extraccion.

e Serealizd la percolacion a una velocidad de 30 gotas por minuto.

e El extracto obtenido al término de la percolacion se llevo a filtracion al
vacio.

e El extracto fue almacenado en frascos de vidrio y colocado en

refrigeracion.

Concentracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

e Se tararon 3 capsulas de porcelana bien limpias y secas.
e En cada una se colocaron 10 mL del extracto .

e Se llevaron a evaporacion del solvente en Bafio Maria a 70 °C hasta evaporacion

completa.

e Se colocaron las 3 capsulas de porcelana en un desecador de vidrio hasta peso

constante.

e Se pesaron las 3 capsulas de porcelana.

La concentracidn de la muestra se calcul6 usando la siguiente formula:

Concentracion

vet enmracte "= ((Peso capsula + extracto) = (Peso capsula vacia)x 100

Obtencion de la bacteria para el estudio: Labcare, (n.d.).

La cepa de S. aureus KWIK-STIK fue procesada de acuerdo con las instrucciones detalladas

en el inserto del producto.

KWIK-STIK: cada unidad de KWIK-STIK contiene una microesfera de microorganismos
liofilizados, una ampolla de liquido para la hidratacion y un hisopo de inoculacion. Cada uno
de los dispositivos estuvieron sellados dentro de bolsas laminadas, las mismas que contenian

un desecante y evitar humedad.

Procesamiento del KWIK-STIK: Ver anexo 2
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Determinacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial sobre S. aureus ATCC
25923.

Todo el proceso se realizo siguiendo a Rios Karen & Osores Sebastian, (2023).

Preparacion y estandarizacion del indculo de S. aureus ATCC 25923

Se prepar0 una suspension bacteriana en suero fisioldgico y se estandarizéd en un tubo N° 0.5
haciendo uso de un Nefelometro de Mc Farland (1.5 x 108 UFC/mL), y se verifico la
densidad a 625 nm y a una absorbancia de 0,08-0,13 para el estandar de 0,5 en la escala de
McFarland.

Preparacion de las concentraciones del aceite esencial de Citrus limetta Risso. “lima”.

Simultdneamente se prepararon las diferentes concentraciones de aceite esencial utilizando
Tween 80 al 0.1%. Las concentraciones que se trabajaron fueron al 25%, 50%, 75% mas un

control sin aceite esencial.

Meétodo de Kirby Bauer.

Sobre una placa con agar Miller-Hinton, se inoculd 0.1 mL de la suspension, sembrandose
por el método de superficie, con un asa de Drigalsky. Con una saca bocados se hicieron
pocillos de seis mm de didmetro, y se agreg6 a cada pocillo 50ul de los tratamientos. Se
incubaron las placas durante 24 horas a 37 °C. Se midieron los halos de inhibicién de cada

muestra.

Determinacion de la actividad antibacteriana del extracto fluido de las hojas de Citrus
limetta risso. “lima” sobre S. aureus ATCC 25923.

En términos generales el procedimiento a seguir se realiz6 de similar manera al

procedimiento seguido para el aceite esencial.
Instrumento:

Los resultados se colocaran en la hoja de recoleccion de datos (Anexo 2)
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d) Procesamiento y andlisis de la informacion

El procesamiento y andlisis estadistico busca describir las caracteristicas de los datos
obtenidos, asi como demostrar la hipotesis (Valderrama, 2015). Se calculara la media de los
halos de inhibicidn, que se obtengan y se presentaran en tablas y graficos. Los resultados se
evaluaran con programa estadistico SPSS version 23. Se consider6 una p<0.05 con una
confiabilidad del 95%.

7 Resultados

Tabla 1
Caracteristicas fisicoquimicas del extracto hidroalcoholico de las hojas de Citrus

limetta Risso “lima”.

Prueba Resultado
Sabor Astringente
Color Marrén
Olor Citrico
Aspecto Transparente
pH 5.26 + 0.053
Brix 2.283 £ 0.085
IR 1.8+0.1
Solidos solubles (g%) 2.62 £ 0.072

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas organolépticas, fisicas y quimicas del extracto
de las hojas de Citrus limetta Risso “lima”. De dicha tabla se deriva que el extracto es
marron, transparente, astringente y con olor citrico. También se presentan los valores
promedios para cada una de las pruebas realizadas al extracto, lo cual permite la
caracterizacion del extracto, cuyo resultado general es que el extracto es acido (pH 5.26),

con 2.283 °Brix, un IR de 1.8 y una concentracion de 2.62 g%.
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Tabla 2

Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de Citrus limetta Risso “lima”.

Prueba Resultado
Sabor Picante
Color Amarillo palido
Olor Citrico
Aspecto Transparente
pH 6.16 + 0.1015
Densidad 1.461033 + 0.00986425
IR 1.461033 + 0.00986425
Solubilidad en etanol 1:100

En la tabla 2 se presentan los caracteres organolépticos fisicoquimicos del aceite esencial de

las hojas de Citrus limetta Risso “lima”. De dicha tabla se deriva que el aceite esencial es

amarillo palido, transparente, picante y con olor citrico. También se presentan los valores

medios para cada una de las pruebas realizadas al extracto, lo cual permite la caracterizacion

del aceite esencial, cuyo resultado general es que es ligeramente &cido (pH 6.16), con 0.8587

de densidad, un IR de 1.478 y una solubilidad en etanol de 1:10.
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Tabla 3

Diametros promedio de los halos de inhibicion antibacteriana del aceite esencial de “lima”

y Ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Halo de inhibicion (mm)

Concentracion

) ; Aceite esencial de Citrus
de Citrus limetta

Ciprofloxacino

: limetta Risso
Risso
X (mm) + DS X (mm) + DS
25% 12 + 1.414213562
50% 15.5 +1.643167673
75% 22.5 + 2.25831796
Ciprofloxacino 27 +2

En la Tabla 3 se presentan los promedios de la actividad antibacteriana del aceite esencial

de Citrus limetta Risso “lima” sobre S. aureus. Son los promedios de 5 repeticiones para

cada concentracion del aceite esencial en estudio. También se presenta el resultado promedio

de la actividad antibacteriana del antibiotico de referencia que en este caso fue el

Ciprofloxacino en 5 repeticiones, siendo el didmetro promedio de inhibicién de 27 mm,

quedando establecido, para esta investigacion, que el Ciprofloxacino tiene actividad anti

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Sensible: > 17 mm), en este estudio in vitro.
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Halo de inhibicion (mm)
= [ N N w
(6] o [6;] o (6] o

o

Extracto hidroalcohélico de hojas de Citrus limetta Risso
15.5
5

27
22.5
12 I I
7

25% 0% 5% Ciprofloxacino
Muestra

Figura 1. Representacion gréfica de los didmetros promedio de los halos de inhibicion antibacteriana del

aceite esencial de “lima” y el antibiético patron Ciprofloxacino sobre S. aureus.

En la Figura 1 se presentan, de manera gréfica, los promedios de la actividad antibacteriana
del aceite esencial de “lima” a diferentes concentraciones, sobre S. aureus. Son los
promedios de 5 repeticiones para cada concentracion del aceite esencial en estudio. También
se presenta el resultado promedio de la actividad antibacteriana del antibi6tico de referencia
que en este caso fue el Ciprofloxacino en 5 repeticiones, con un diametro promedio de
inhibicion de 27 mm, quedando establecido, para esta investigacion, que el Ciprofloxacino
tiene actividad anti Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Sensible: > 17 mm), en este

estudio in vitro.
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Tabla 4

Evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Citrus limetta Risso “lima”

y Ciprofloxacino sobre S. aureus.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Diametro Se basa en la media 1,057 3 20 ,389
Se basa en la mediana ,899 3 20 ,459
Se basa en la mediana 'y ,899 3 18,299 ,460
con gl ajustado
Se basa en la media 1,046 3 20 ,394
recortada
ANOVA
Suma de Media
Diametro cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 823,500 3 274,500 79,565 ,000
Dentro de grupos 69,000 20 3,450
Total 892,500 23

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Didmetro
HSD Tukey

Diferencia de
(I) Muestra ~ (J) Muestra  medias (I-J)  Desv. Error Sig.

Intervalo de confianza al
95%
Limite

Limite inferior superior

Ciprofloxacino 25% 15,00000" 1,07238 ,000
50% 11,50000" 1,07238 ,000
75% 4,50000" 1,07238 ,002

11,9985 18,0015
8,4985 14,5015
1,4985 7,5015

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 5
Didmetros promedio de los halos de inhibicion en la evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Citrus limetta Risso “lima”y

Ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Halo de inhibicion (mm)

Extracto hidroalcohélico

Concentracion 4o pgias de Citrus limetta ~ Ciprofloxacino

de Citrus

limetta Risso Risso
X (mm) £ DS X (mm) + DS
120 ug/mL 14.83 + 1.940790217
210 ug/mL 18 + 1.897366596
300 ug/mL 24 +3.898717738
Ciprofloxacino 27 +2

En la Tabla 4 se presentan los promedios de 5 repeticiones para cada concentracion del
extracto en estudio. También el resultado promedio de la actividad antibacteriana del
antibidtico de referencia que en este caso fue el Ciprofloxacino en 5 repeticiones, siendo el
diametro promedio de inhibicion de 27 mm, quedando establecido, para esta investigacion,
que el Ciprofloxacino tiene actividad anti Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Sensible: >

17 mm), en este estudio in vitro.
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Extracto hidroalcohdlico de hojas de Citrus limetta Risso
30

25

27
24
20 18
14.83
15
10 I
0

120 ug/mL 210 ug/mL 300 ug/mL Ciprofloxacino

Halo de inhibicion (mm)

(€]

Concentraciones del extracto

Figura 2. Representacion grafica de los didmetros promedio de los halos de inhibicidn antibacteriana del
extracto hidroalcolico de lima y el antibidtico patron Ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923

En la Figura 1, se observa los promedios de 5 repeticiones para cada concentracion del
extracto en estudio. También se presenta el resultado promedio de la actividad antibacteriana
del antibidtico de referencia que en este caso fue el Ciprofloxacino en 5 repeticiones, siendo
el diametro promedio de inhibicion de 27 mm, quedando establecido, para esta investigacion,
que el Ciprofloxacino tiene actividad anti Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Sensible: >

17 mm), en este estudio in vitro.

32



Tabla 6

Evaluacién de la actividad antibacteriana del extracto hidroalcoholico “lima”

Ciprofloxacino sobre S. aureus.

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Diametro Se basa en la media 3,869 3 20 ,025
Se basa en la mediana 3,220 3 20 ,045
Se basa en la mediana 'y 3,220 3 16,253 ,050
con gl ajustado
Se basa en la media 3,873 3 20 ,025
recortada
ANOVA
Diametro
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 552,125 3 184,042 27,710 ,000
Dentro de 132,833 20 6,642
grupos
Total 684,958 23

y

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Diametro

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia 95%
de medias Desv. Limite Limite
() Muestra (J) Muestra (1-J) Error Sig. inferior superior

Ciprofloxacino Concentracion 1 12,16667"  1,48791 ,000 8,0021 16,3312
Concentracion 2 9,00000°  1,48791 ,000 4,8354 13,1646
Concentracion 3 3,00000 1,48791 215 -1,1646 7,1646

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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8  Anadlisisy discusion

La tabla-1, muestra los resultados de los analisis fisico-quimicos, que se muestran en
la puede establecer que el extracto hidroalcoholico de las hojas de Citrus limetta Risso es un
producto transparente, de color marron, con olor citrico y de sabor astringente; resultados
gue no necesitan mayor explicacion pues el color verde de las hojas se pierde un poco durante
el secado y luego con el calentamiento, el olor citrico que presenta el extracto es
caracteristico a las frutas citricas por su contenido en aceite esencial rico en citral. Por otro
lado, el pH de 5.26 muestra que el extracto es ligeramente &cido, hecho que probablemente
se debe al contenido de &cido citrico en las especies del género citrus (Suri et al., 2022). Otro
parametro fisico del extracto en estudio es 2.283 °Brix, este parametro nos da una idea de la
concentracion de azucar. Entonces este valor lo podemos correlacionar con el valor de
solidos solubles calculados por titulacion 2.62 g%, lo cual no es muy diferente. Siendo la
concentracion del extracto oscila alrededor de 2.45 g% (Chi et al., 2019). Finalmente,
determinar que el indice de refraccidon del extracto es 1.8, es importante porque permite
consolidar la determinacion de la concentracion del extracto en escala piloto e industrial,
donde el volumen del extracto es grande, hecho que resulta muy practico y rentable al utilizar
el indice de refraccion para evaluar la concentracion del extracto (Suri et al., 2022).

En la tabla 2, se presentan los caracteres organolépticos, fisicas y quimicas del aceite
esencial de las hojas de Citrus limetta Risso “lima”. Segun la tabla el aceite esencial es
amarillo palido, transparente, de sabor picante y con olor citrico. Resultados que son los que
regularmente se encuentran al realizar la determinacion los caracteristicas organolépticas de
un aceite esencial (Chi et al., 2019)  También los valores promedios para cada prueba
realizada al aceite esencial, lo cual permite la caracterizacion del aceite esencial, cuyos
resultados determinan que es ligeramente acido (pH 6.16), con 1.0277 g/mL de densidad, un
IR de 1.461033 y una solubilidad en etanol de 1:10. Al comparar estos valores de 1.0022
g/mL y de 1.468 para la densidad y un indice de refraccion respectivamente reportados por
Véasquez Gomez, (2023), observamos que solo hay una muy pequefia diferencia,
practicamente de 7 milésimos para el IR y de 5 milésimos en la densidad. En cuanto a su pH
ligeramente &cido y a la solubilidad en etanol no se han encontrado reportes especificos y

solo podemos afirmar, que este aceite esencial es ligeramente acido (pH 6.16) y soluble en
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etanol a la proporcién 1/100.

Determinamos los halos de inhibicion del aceite esencial de Citrus limetta Risso a la
dilucion del 25% es 12 mm. Al comparar este resultado con CLSI (Clinical and Laboratory
Estandar Institute, 2019) que reporta que, para el ciprofloxacino, los halos de inhibicion <
15 mm deben considerarse como resistente. Halos de inhibicién de 16.5 mm demostr6 que
el aceite esencial en investigacion al 50% tiene una accion intermedia, pues segin CLSI la
formacion de halos dentro del rango de 16 a 20 mm se considera accion intermedia. El aceite
al 75% reporto halos de 22.5 mm. Al comparar todos estos valores con CLSI que considera
sensible la formacion de halos de inhibicion > 21 mm, entonces el aceite esencial de Citrus
limetta Risso “lima”, claramente tienen accion antibacteriana sobre la cepa de
Staphylococcus aureas ATCC 25923.

En la misma Tabla 3, se observa que el medicamento ciprofloxacino origina un halo
de inhibicién de 27 mm. siendo los valores normales de CLSI sensibles los que estan >
17mm, por tanto se aprecia efectividad similar al Ciprofloxacino sobre Staphylococcus
aureas ATCC 25923. Estos resultados al ser evaluados estadisticamente con la prueba de
ANOVA que se muestra en la tabla 4, muestran que hay una diferencia estadisticamente
significativa < 0.05 entre grupos e intragrupos con un F de 79.565 y un nivel de significancia

menor a 0.05.

La tabla 3 también muestra que se ha considerado la prueba de homogeneidad que
demuestra que la muestra es homogénea aceptando la hip6tesis nula que establece que las
varianzas son homogéneas pues el nivel de significancia es mayor de 0.05. Estos valores y
el ANOVA al ser comparados con los resultados obtenidos con la prueba de HSD Tukey
confirma que la diferencia de medias es significativa en el nivel de 0.05.

De acuerdo con Bhatti et al., (2022) la investigacion que busca encontrar moléculas o
productos que tengan actividad antimicrobiana es muy importante en la actualidad, pues el
extenso uso de antibidticos y vacunas para contrarrestar las infecciones microbianas puede
resultar nociva a largo plazo para las personas y para el medio ambiente. Frente a esta
problematica, tenemos a las plantas con efecto antimicrobiano, con la peculiaridad de ser
una opcién sin efectos secundarios negativos ni dafios al medio ambiente. Segin los

resultados obtenidos en nuestra investigacion, que demuestran la actividad antibacteriana
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del aceite esencial de Citrus limetta Risso, tenemos que estar de acuerdo con los
investigadores Bhatti et al., (2022) pues en su revision, reportan que sus efectos
antimicrobianos se deben a los compuestos limoneno. timoquinona, pineno, p-cimeno y
canfeno, entre otros. Los autores antes mencionados nos dicen que el efecto de estos
compuestos antibacterianos consiste en alterar la membrana celular de los microrganismos,
inhibir la division celular y su capacidad de forman biopeliculas sobre las celulas bacterianas
reduciendo la cantidad de microroganismos.

Adicionalmente, una gran cantidad de investigaciones sobre aceites esenciales han
confirmado que estos productos poseen una actividad antibacteriana significativa. Diversas
investigaciones han evaluado la actividad antibacteriana de diversos aceites esenciales
contra diferentes bacterias, empleando métodos como la difusion en agar y la dilucién en
pozo para evaluar su actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estos
estudios han revelado que ciertos aceites esenciales, como el de tomillo, han mostrado una
actividad antibacteriana promisoria, con Minimas Bactericidas (CMB), Concentraciones
Minimas Inhibitorias (CMI) y que pueden ser tan bajas como 0,1%. Ademas, se ha
observado que la composicion quimica de estos aceites, rica en compuestos
monoterpenoides como el timol, influye en su efectividad antibacteriana. Por lo tanto, los
aceites esenciales representan una alternativa natural con un gran potencial en el control
antimicrobiano debido a la resistencia creciente de los microorganismos a los antibidticos y
otros compuestos (Das, S et al, 2021).

También determinamos que el didmetro promedio del halo de inhibicion por actividad
antibacteriana del extracto hidroalcoholico de las hojas de Citrus limetta Risso a la
concentracion de 120 ug/mL es 14.83 mm. Al comparar este resultado con CLSI que dice
que, para ciprofloxacino, los halos de inhibicién < 15 mm deben considerarse como
resistente. Halos de inhibicion de 18 mm, demostré que el extracto a 210 ug/mL tiene una
accion intermedia, pues segiin CLSI la formacion de halos deinhibicion dentro del rango de
14 a 16 mm se considera accion intermedia. Halos de imbibicion de 14 mm con extracto a
300 ug/mL considera sensible ya que los halos > 21 mm, muestra accion antibacteriana

sobre S. aureas.

Al igual que el analisis realizado para el aceite esencial, tenemos que el medicamento
Ciprofloxacino origina una inhibicion de 27 mm. que segun CLSI se debe considerar como

sensible, halos de inhibicion > 24 mm, muestran que el aceite de lima tiene una efectividad
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similar al Ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureas ATCC 25923. Estos resultados al ser
evaluados estadisticamente con la prueba de ANOVA que se muestra en la tabla 6, muestran
que hay una diferencia estadisticamente significativa < 0.05 entre grupos e intragrupos con

un F de 27.710 y una significancia menor a 0.05 (0.000).

La tabla 6 también muestra que se ha considerado la prueba de homogeneidad que
demuestra que la muestra es homogénea, entonces, estos valores y el ANOVA al ser
comparados por la prueba de HSD Tukey confirmando una diferencia de medias
significativa de 0.05.

El extracto de lima a 300 ug/mL, que mostro un halo de inhibicion de 24 mm frente a
S. aureus. Este efecto, de acuerdo con Luque Cutipa & Mendiguete Garcia, (2019) ademas
se identificO que el extracto contenia esteroides, taninos, cardenolidos, flavonoides,

esteroides, triterpenoides confirmando la actividad antibacteriana.

9 Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones:

1.  El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Citrus limetta Risso “lima” es de
color marrén, astringente, olor citrico, transparente, con un pH de 5.26, Un
indice de refraccion de 1.8, una concentracion de 2.62 g% y 2.283 °Brix.

2. El aceite esencial de la cascara del fruto de Citrus limetta Risso “lima” de de
color amarillo pélido, de sabor picante, con olor citrico y transparente. Tiene un
pH de 6.16, una densidad de 0.8587, un indice de refraccion de 1.478 y una
solubilidad de 1:10.

3. Solamente el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Citrus limetta Risso “lima”
a la concentracion de 300 u/mL tiene actividad significativa (Halo de inhibicion
de 24 mm) sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro.

4. Solamente el aceite esencial de las cascaras del fruto de Citrus limetta Risso
“lima” a la dilucién de 75 % tiene actividad antibacteriana significativa (Halo de
inhibicidn de 22.5 mm) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro.

5. El halo de inhibicion del ciprofloxacino es de 27 mm.

6.  El efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 in vitro del
aceite esencial (22.5 mm) y del extracto foliar (24 mm) de Citrus limetta Risso,

en términos absolutos es ligeramente menor que el del ciprofloxacino (27 mm).

37



La evaluacion estadistica nos confirma que solamente ha estas concentraciones
y diluciones el efecto antibacteriano del farmaco control positivo ciprofloxacino
es significativo al comparar con el rango establecido por el CLSI para este

microorganismo y el ciprofloxacino cae en el intervalo sensible.

Recomendaciones:

1.

Realizar investigaciones méas exhaustivas sobre el efecto antibacteriano del
aceite esencial (22.5 mm) y del extracto foliar (24 mm) de Citrus limetta Risso,
sobre otras cepas de los microorganismos mas frecuentes en infecciones no solo
particulares, sino nosocomiales.

La Universidad San Pedro deberia desarrollar productos con extractos o con el
aceite esencial de Citrus limetta Risso y ponerlos a disposicién de la gran
cantidad de pacientes afectados por enfermedades microbianas con

microorganismos resistentes.
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12  Anexos

Anexo 1

Ficha de recoleccion de datos (instrumento)

CARACTERES ORGANOLEPTICOS DEL EXTRACTO

Prueba Resultados
Sabor Astringente Astringente Astringente
Color Marrén Marrén Marrén
Olor Citrico Citrico Citrico
Aspecto Transparente  Transparente  Transparente

PRUEBAS FISICAS DEL EXTRACTO

PRUEBA | N° MUESTRA | RESULTADOS
1 5.24
pH 2 5.32
3 5.22
1 2.25
°Brix 2 2.38
3 2.22
. 1 1.9
Indice de 5 18

refraccion :

3 1.7
Solidos L 2.64
solubles 2 2.68
3 2.54
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CARACTERES ORGANOLEPTICOS DEL ACEITE ESENCIAL

Prueba Resultados

Sabor Picante Picante Picante

Color Amarillo palido Amarillo palido Amarillo palido
Olor Citrico Citrico Citrico

Aspecto Transparente Transparente Transparente

PRUEBAS FISICAS DEL ACEITE ESENCIAL

PRUEBA |N° MUESTRA | RESULTADOS
1 6.18
pH 2 6.25
3 6.05
indice d 1.4641
ice de
refraccion 1.45
1.469
0.84681
Densidad 2 0.8499
3 0.8794
Solubilidad . 1/100
olubilida
en estanol 2 1/100
3 1/100

49



Anexo 2

Matriz de consistencia

Problema Variables Objetivos Hipotesis Metodologia
¢ Qué efecto VI 1 Objetivo general Tanto el | Tipo de
tienen el Aceite esencial Determinar el efecto | extracto Investigacion:
extracto foliary | de Citrus limetta antibacteriano del extracto | foliar, como | Bésica

el aceite risso “lima” foliar y del aceite esencial | el aceite | Cuantitativa
esencial de del Citrus limetta Risso | esencial de | Experimental
Citrus limetta “lima” sobre Staphylococcus | Citrus Disefio de
Risso “lima” VI 2: adureas ATCC 25923 in | limetta Risso | investigacion:
sobre cepas de Extracto foliar de vitro. “lima tienen | Experimental
Staphylococcus | Citrus limetta Obijetivos especificos un efecto | Muestra:

aureus ATCC
25923 in vitro?

Risso “lima”

V. Dependiente:
Efecto
antibacteriano
contra
Staphylococcus
aureus

1.

Determinar las
caracteristicas
fisicoquimicas del

extracto foliar de Citrus
limetta Risso “lima”.
Determinar las

caracteristicas
fisicoquimicas del aceite
esencial de la cascara de
Citrus limetta Risso
“lima”.

Determinar el efecto
antibacteriano del
extracto foliar de Citrus
limetta Risso “lima”
sobre  Staphylococcus

aureus ATCC 25923 in
vitro.

Determinar el efecto
antibacteriano del aceite
esencial de Citrus limetta
Risso  “lima”  sobre
Staphylococcus  aureus
ATCC 25923 in vitro.
Realizar la comparacion
del efecto antibacteriano
del aceite esencial y del
extracto foliar de Citrus
limetta Risso, con el
efecto antibacteriano del
farmaco control positivo
ciprofloxacino

antibacterian
0
significativo
sobre
Staphylococ
cus Aureas
ATCC
25923 in
vitro.

Muestra bioldgica
1:

Frutos Citrus
limetta Risso
Muestra bioldgica
2:

Hojas de Citrus
limetta Risso
Metodologia:

1. Obtener el
extracto
hidroalcoh
olico de
Citrus
limetta
Risso

2. Obtener el
aceite
esencial de
Citrus
limetta.

3. Determinar
la
actividad
antibacteri
ana de
ambas
muestras
sobre
Staphyloco
ccus
aureus
ATCC
25923 in
vitro

50




Anexo 3
Base de datos

RESULTADOS ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL

DILUCION

N° DE MUESTRA

HALO DE INHIBICION

25%

13
12
12
11
14
10

50%

17
18
14
14
15
15

75%

OO Ok, WNDEFPO O, OWDNDNEPO OGP OWDNPRE

24
26
21
20
21
23
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