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CAPITULO | INTRODUCCION

Un aceite esencial se define como el extracto volatil de una planta, que contiene los
compuestos aromaticos responsables de su fragancia distintiva. Cada planta tiene un perfil

quimico Unico que se refleja en la composicion del aceite que produce.

Los aceites esenciales han captado el interés de diversas disciplinas debido a su amplio
rango de aplicaciones en la medicina natural, la cosmética, la aromaterapia y la industria
alimentaria. Estos extractos altamente concentrados, obtenidos de plantas mediante
destilacion o prensado en frio, aunque el método mas utilizado es el de arrastre de vapor,
han sido utilizados desde tiempos ancestrales en diferentes culturas por sus propiedades
terapéuticas y aromaticas. Sin embargo, mas alla de la tendencia actual que rodea a estos
aceites, resulta esencial analizar su naturaleza, mecanismos de accion y los beneficios que
aportan a la industria alimentaria con las recientes investigaciones respecto a su uso para
la inhibiciébn de microorganismos patdgenos en alimentos debido a la creciente
contaminacion de estos por diversos factores. De acuerdo con esta problematica se busca
una alternativa de solucién natural haciendo el uso de aceites esenciales ya que se han

reportado efectos positivos en cuanto a la inhibicion de ciertas bacterias.

En esta investigacion se hace el uso de las cascaras del liméon dulce que es un injerto poco
conocido en el estado de Campeche del cual se busca que tenga efectos similares a los
reportados de otros citricos como la naranja, limén, mandarina y toronja; ademas de que

se hace uso de “desperdicios” aprovechando casi en su totalidad las partes de la fruta.



CAPITULO Il RESUMEN

Los aceites esenciales se definen como fracciones liquidas volatiles que comdnmente son
extraidos mediante el arrastre de vapor de agua, estas sustancias obtenidas son las
responsables del aroma de las plantas. Los aceites esenciales son de importancia en la

industria cosmética, farmacéuticos y de alimentos.

Este proyecto presenta los resultados de la investigacion de la inhibicion de
microorganismos patogenos mediante el uso del aceite esencial de las cascaras del limén
dulce campechano. El fin de la presente investigacion radica en aprovechar el desecho de
este fruto que es la cascara, a la cual se le hace uso para pruebas de inhibicidn bacteriana.
La extraccion del aceite esencial de las céscaras se realizé con el método de destilacion
por arrastre de vapor que es un método utilizado a nivel industrial pero que también se
puede realizar a escala de laboratorio. Se cortd la cascara del limén dulce en pedazos
pequefios y se resguardo en el congelador en un tiempo de minimo 1 hora para después
ser usado para la extraccion. Este procedimiento se realizé 3 veces. Para hacer el célculo
del rendimiento se tomaron los datos del peso de la muestra por los gramos de aceite
esencial extraidos en cada una de las extracciones. Se realizo el primer paso del objetivo
de esta investigacion obteniendo la mayor cantidad de aceite esencial para posteriormente

realizar las demas pruebas necesarias.

Se realizaron pruebas fisicoquimicas en el aceite esencial, dichas pruebas fueron acidez,
pH, indice de refraccion, densidad y color; se realiz6 una caracterizacion antioxidante, asi

como el analisis microbioldgico con la bacteria Escherichia coli.

El aceite esencial de liméon dulce presentd actividad antimicrobiana contra la bacteria

Escherichia coli, con la técnica de la gota de Miles-Misra.



CAPITULO 111 ANTECEDENTES

Se han realizado estudios acerca de la inhibicion bacteriana con aceites esenciales del
limon persa en México ya que este limdn es de importancia comercial en el pais por su
alto consumo en la industria al ser utilizado para la fabricacion de jugos, asi como también

la implementacion de la extraccion del aceite esencial.

Debido a la contaminacion de los alimentos por microorganismos es que se ha tomado la
alternativa de origen natural de utilizar los aceites esenciales como bioconservadores en
alimentos que atraen a los consumidores por ser conservadores naturales inocuos. Aunque
la informacidn respecto al tema de inhibicién de microorganismos por medio de aceites
esenciales de citricos es limitada se han obtenido registros de datos positivos respecto al

tema que incentivan a la realizacidén de mas investigaciones al respecto.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de limon persa (Citrus
latifolia Tanaka) (Montero, Y., 2009)

Esta investigacion se realizd en el estado de Veracruz por la Universidad Veracruzana
Instituto de Ciencias Basicas en el afio 2009, investigacién en la que se extrajo el aceite
esencial del limén persa para para determinar el efecto inhibitorio sobre bacterias Gram
negativas Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris y Pseudomona aeruginosa. En este estudio se encontrd que
habia una mayor actividad antimicrobiana en las bacterias Gram positivas con los aceites
esenciales de C. latifolia y C. volkameriana, esto debido a la permeabilidad de la
membrana que rodea a las bacterias que permite mayor difusividad del aceite esencial al

interior de la célula bacteriana.

Actividad antibacteriana in vitro de aceites esenciales de diferentes especies del

género Citrus (Torrenegra, M., et al., 2017)

En Colombia también se realizé una investigacion de la actividad antibacteriana in vitro
de aceites esenciales de diferentes especies del género citrus frente a cepas ATCC de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli, determinando la concentracion minima
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inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB). En este trabajo se utilizd
el método de hidrodestilacion e hidrodestilacion asistida para la obtencion de los aceites
esenciales de naranja, limon, mandarina y pomelo, de acuerdo con sus resultados
obtenidos los aceites esenciales mostraron un mayor efecto inhibidor frente a cepas Gram
negativas y respecto al rendimiento de los aceites esenciales fue diferente en cada tipo de

extraccion.

Actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina (Martinez et al., 2003)

En este articulo se estudio la actividad antibacteriana del aceite esencial de mandarina
variedad Dancy (Citrus reticulata Blanco) en Nirgua, Venezuela. Se utilizaron cepas
bacterianas de S. aureus, L. monocytogenes, P. mirabilis, K. pneumoniae, P. aeruginosa
y E. coli. Para la extraccién del aceite esencial se utilizé el método de prensado al frio
para minimizar la oxidacién de compuestos oxigenados o cualquier otro deterioro. Para
este estudio se utilizaron 11 concentraciones de aceite esencial las cuales fueron 1, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%, el aceite esencial presentd actividad antimicrobiana
contra B. subtillis, S. aureus y L. monocytogenes, en todas las concentraciones menos la
de la concentracion del 1%. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para B. subtillis

fue de 9%, para S. aureus y L. monocytogenes fue del 7%.

Actividad antimicrobiana del aceite esencial y crema de Cymbopogon citratus (DC)
(Guerra, M., et al., 2004)

En este trabajo se evalud la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de
Cymbopogon citratus (DC) mejor conocida como zacate limén, investigacion realizada
en la ciudad de la Habana, Cuba. El aceite esencial se obtuvo mediante destilacion por
arrastre de vapor de agua, se emplearon microorganismos controles en las que una bateria
de microorganismos controles estaba integrada por 8 bacterias en las que se encontraba
la Escherichia coli, la segunda bateria de control estuvo compuesta por 4 hongos
dermatofitos. El aceite esencial mostré actividad antifangica superior a la de la crema, la
formulacién que se desarrolld resulté no irritante, la especie microbiana mas sensible

resultd ser Trichophyton rubrum.



Determinacion de la actividad antibacteriana de tres variedades de limon (Citrus limén
(L) Osbeck, Citrus limon (L) Osbeck en combinacién con Citrus reticulata y Citrus
medica L.) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli (De Silva, A., 2015)

En esta investigacion se extrajo el aceite esencial de diferentes partes del limon, dichas
partes fueron las hojas, cascaras y semillas en las que solo los aceites esenciales extraidos
de las hojas y cascaras fueron los que obtuvieron resultados positivos en cuanto a la
inhibicion de Staphylococcus aureus, en cambio respecto a la bacteria Escherichia coli
solo hubo inhibicidn con el aceite esencial obtenido de las hojas.



CAPITULO IV MARCO TEORICO

4.1 GENERALIDADES DE LOS CITRICOS

La familia Rutaceae incluye variedades de citricos, con Citrus, Poncirus y Fortunela
como los géneros méas importantes. La mayoria de las especies del género Citrus son las
méas importantes desde un punto de vista agronomico. Citrus aurantifolia (limén
pajarito), Citrus latifolia (limon tahiti), Citrus aurantium (naranjo amargo), Citrus
grandis (pummelo), Citrus limon (limén verdadero), Citrus paradisi (toronja o pomelo),
Citrus reticulata (mandarina) y Citrus sinensis son las especies de citricos mas comunes
(Orduz-Rodriguez & Mateus-Cagua, 2012).

Actualmente no existe informacion acerca del limén dulce ya que este fruto es un injerto
que se encuentra mayormente en el estado de Yucatan y parte del norte del estado de

Campeche.

La la Real Academia Espafiola define la palabra injerto como “parte de una planta con
una o mas yemas, que, aplicada al patron, se suelda con é1” (RAE & RAE, 2024). Es
decir, cuando dos plantas se unen forman un injerto creando una nueva planta que tiene

componentes de ambas plantas originales.

4.2 PROPIEDADES DE LOS CITRICOS

Los citricos se encuentran en una posicion especial en el mundo de las plantas, sus
caracteristicas anatdmicas son Unicas y tienen un lugar destacado en la alimentacion
humana. La industrializacion de los citricos no solo se enfoca en la extraccion de jugos,
sino que también posibilita la produccion de varios subproductos diferentes, en la
actualidad la relacion alimentos-medicina esta siendo considerada de importancia para la

salud.

En cuanto a los beneficios del consumo de los citricos estan basados en sus propiedades
antioxidantes y antirradical de los componentes de los citricos como lo es el &cido
ascorbico, flavonoides, carotenoides, derivados del &cido cinamico, los citricos son buena
fuente de vitamina C, asi como también la presencia de compuestos fendlicos
(Dominguez, E. & Ordoiiez, E. 2014).



4.3 SUBPRODUCTOS DE LOS CITRICOS

En la industria alimentaria es comun el uso de citricos para la fabricaciéon de jugos,
concentrados, néctares, mermeladas, jaleas de naranja, mandarina, toronja y limén. Lo
cual deja como residuo o desperdicio las cascaras de estos citricos con los que se pueden
realizar subproductos como lo son los aceites esenciales y las pectinas, subproductos con
mayor valor agregado en comparacion a los nutrientes en alimentacion animal o en forma
de pellets (Perea, J., et al., 2024).

Las pectinas en la industria de alimentos se usan como espesantes, gelificantes,
emulsificantes y estabilizantes, ademés de que la pectina por ser una fibra soluble
disminuye las fracciones de lipoproteina de baja densidad en la sangre. Los aceites
esenciales son empleados en la elaboracion de perfumes, licores, articulos de aseo, como
enmascaradores de olores de pintura y como materias primas en la elaboracion de

productos farmacéuticos.

4.4 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se definen como fracciones liquidas volatiles que cominmente son
extraidos mediante el arrastre de vapor de agua, las sustancias obtenidas son las
responsables del aroma de las plantas, los aceites esenciales son de importancia en la
industria cosmética, farmacéuticos y de alimentos. Los aceites esenciales son mezclas
complejas de hasta méas de 100 componentes y la mayoria de los aceites esenciales son de
olor agradable pero también existen los de olor desagradable ya que pueden contener

compuestos azufrados (Martinez, 2001).

Son liquidos a temperatura ambiente, aromaticos y ligeros, su densidad es inferior a la del
agua, aunque existen excepciones. Los aceites esenciales en comparacion a los aceites
vegetales son volatiles y su textura no es grasa, su punto de ebullicién son mayores a los
de agua, en cuanto a su solubilidad son insolubles en agua y en otros disolventes polares,

pero son solubles en alcohol, cloroformo o acetona (Laso, M., et al., 2018).

Los aceites esenciales se clasifican en base a su consistencia, origen y naturaleza quimica
de sus componentes, también se clasifican de acuerdo con su consistencia en esencias
fluidas, balsamos y oleorresinas, estas sustancias pueden ser naturales, artificiales y

sintéticas.



En cuanto a su composicion quimica, los aceites esenciales son mezclas de elevada
complejidad y que principalmente son constituidas por terpenos. Los terpenos pertenecen
al grupo de hidrocarburos inodoros que contribuyen poco al aroma pero que actian como
base diluyente del aceite esencial. Los compuestos responsables al aroma de los aceites
esenciales suelen ser sustancias que se encuentran en menor proporcion que son los
compuestos organicos con grupos funcionales como la cetona, alcohol, éster, aldehido,
alcohol, éter, entre otros. Aunque estos son componentes minoritarios, su presencia y
combinacion en los aceites esenciales es primordial para que tengan su aroma

caracteristico (Laso, M., et al., 2018).

4.5 METODOS DE EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son extraidos de muestras vegetales mediante diversos métodos
como: expresion, destilacion por arrastre de vapor de agua, extraccion con solventes

volatiles, enfleurage y con fluidos supercriticos.

4.5.1 EXPRESION

Consiste en que la muestra vegetal es exprimida para la liberacion del aceite, este es
recolectado y filtrado; este método es utilizado comunmente para la extraccion de
esencias de citricos (Martinez, 2001).

4.5.2 DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR DE AGUA

No requiere de tecnologia sofisticada, la muestra es encerrada en una camara inerte y
sometida a una corriente de vapor de agua donde la esencia es arrastrada, condensada,
recolectada y separada de la fraccidén acuosa, técnica utilizada para esencias fluidas y

utilizadas para perfumeria (Martinez, 2001).



4.5.3 EXTRACCION CON SOLVENTES VOLATILES

En este método la muestra es seca y molida ya que se pone en contacto con solventes
como el alcohol, cloroformo, entre otras. Los solventes solubilizan la esencia, pero
también extraen otras sustancias como grasas y ceras por lo cual se obtiene una esencia
impura. Utilizada a escala laboratorio ya que a nivel industrial resulta costoso (Martinez,
2001).

4.5.4 ENFLORADO O ENFLEURAGE

Aplicado generalmente en flores, la muestra es puesta en contacto con un aceite vegetal
que actia como vehiculo extractor y solubiliza la esencia, la mezcla de aceite esencial y
vegetal es separada por otro medio fisicoquimico, técnica empleada para la obtencion de
esencias florales (Martinez, 2001).

45,5 EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

La muestra es licuada o molida la cual es empacada en una camara de acero inoxidable y
se hace circular a través de la muestra de un liquido supercritico como por ejemplo
bioxido de carbono liquido, las esencias son solubilizadas y arrastradas, el liquido
supercritico actia como solvente extractor que luego es eliminado por descomposicién

progresiva hasta que finalmente se obtiene la esencia pura (Martinez, 2001).

4.6 DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR

Este método es el mas comin para la obtencién de aceites esenciales, este proceso de
separacion consiste en que mediante el vapor de agua se vaporizan los componentes
volatiles de la muestra vegetal. EI método consiste en hacer pasar un flujo de vapor a
través de la muestra de modo que se arrastra consigo los aceites esenciales, estos vapores
se enfrian y condensan lo que da lugar al destilado liquido, estas se pueden separar por
decantacion gracias a la diferencia de densidad (Laso, M., et al., 2018).

Se distinguen tres tipos de destilacion las cuales son: hidrodestilacion o destilacion con

agua, destilacion con agua y vapor y destilacion en corriente de vapor, aunque son iguales



la diferencia radica en las variaciones de la préactica y de los resultados que se obtienen,
las principales diferencias entre estos tipos son la disposicion de la muestra vegetal y el

lugar de produccion del vapor de agua.

De los tres tipos la destilacion en corriente de vapor es el método més utilizado a nivel

industrial a causa de la sencillez del proceso y de los resultados positivos.

4.7 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL

Las bacterias patdgenas se encuentran distribuidas en el ambiente, en animales, seres
humanos, lo cual propicia a su propagacion. El principal agente patégeno es la
Escherichia coli que también es una bacteria patdgena de caracter alimentario que
provoca enfermedades gastrointestinales, su aparicion en frecuente en la mala

manipulacion de alimentos.

El papel de los aceites esenciales en la inhibicién de microorganismos patdégenos ha ido
tomando relevancia con el paso de los afios, se ha vuelto tema de investigacion en la

industria alimentaria ya que resulta ser beneficioso para esta.

La composiciéon quimica de los aceites esenciales esta relacionada con su actividad
antimicrobiana. Los aceites esenciales de los frutos citricos se encuentran principalmente
en la cascara de la fruta, cuya extraccion es econdmicamente sostenible porque la cascara
representa una pérdida para la industria de jugos. El interés de estos como agentes
antimicrobianos y conservantes abre una posible alternativa para sustituir los
conservadores y antibidticos convencionales utilizados en la industria alimentaria
(Canche, 2022).

Gracias a las investigaciones respecto a la inhibicion microbiana y a los resultados
positivos es que se ha podido demostrar que los aceites esenciales extraidos de los citricos
si contienen accion inhibidora sobre diversos microorganismos como Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Campylobacter, Enterococcus fecalis, Vibrio parahemolyticus,

Listeria monocytogenes y otros.

Las investigaciones se han enfocado en la extraccion de aceites esenciales de citricos
como alternativas antimicrobianas porque hacen énfasis en los componentes que los

constituyen, especificamente en el quimiotipo limoneno.
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CAPITULO V JUSTIFICACION

En la industria alimentaria la contaminacion de alimentos por microorganismos
patdgenos es un problema que se ha presentado desde hace mucho tiempo atras, por lo
que buscar las formas de combatirlo ha resultado en la resistencia que tienen estos

microorganismos a los antibidticos con los que se suelen tratar para su inhibicion.

En los ultimos afios se ha implementado la bisqueda de soluciones en base a
componentes naturales que tengan la misma eficiencia que los antibioticos o incluso que
sean mejores. Diversos estudios realizados demuestran la inhibicion de microorganismos
patégenos por medio de los aceites esenciales de algunas céscaras de citricos como la
mandarina, limén y la naranja. En el estado de Campeche se encuentran arboles de injerto
del limon dulce, fruta que no ha sido investigada ni tratada a profundidad por lo que es
una oportunidad para realizar el estudio y analizar los datos respecto a la actividad

antimicrobiana de sus aceites esenciales.

Esta investigacion beneficiaria a la industria alimentaria de obtener resultados
positivos se habra encontrado un nuevo compuesto natural para inhibir microorganismos
patdgenos haciendo uso de cascaras del limdn dulce que usualmente son desechadas, pues
se consideran un desecho sin valor comercial. La utilidad de esta investigacion ademas
de los datos que se obtendran sera hacer uso del limon dulce, fruta que crece en el estado

y que no ha sido estudiada.
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CAPITULO VI OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Inhibir microorganismos patdgenos mediante los aceites esenciales extraidos de las

cascaras del limén dulce campechano.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extraer aceites esenciales de las cascaras de limon dulce mediante destilacidn por
arrastre de vapor.

2. Realizar la caracterizacion fisicoquimica y antioxidante del aceite esencial
extraido.

3. Evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial extraido de la cascara de

limon dulce en cepas aisladas de Escherichia coli.
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CAPITULO VII MATERIALES Y METODOS

7.1 METODOLOGIA GENERAL DEL PROCESO

Recoleccion de materia prima
(cascaras de limon dulce)

Cortado

k.

Refrigerado

Extraccion por
arrastre de vapor

¥

Recuperado del
aceite esencial

Y

Caracterizacion Actividad Caracterizacion
fisicoquimica antimicrobiana antioxidante
A
X Acidez Técnica de la gota Metodo DPPH
Miles-Misra (1938) Brand-Williams et al. (1995)
e Densidad
g Color
L»| Indice de refraccion

Figura 1 Diagrama general del proceso.



7.2 OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA

La materia prima utilizada fueron las cascaras de liméon dulce obtenidas de la localidad
de San Antonio Sahcabchén en el municipio de Dzitbalché, Campeche; a finales del mes
de septiembre de 2024.

Figura 2 Limén dulce.

7.3 OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL POR ARRASTRE DE VAPOR

Este procedimiento se realizd en el laboratorio de Andlisis Quimico-Bioldgicos del
ITESCAM los primeros dias del mes de octubre debido a que se esperd la maduracién

comercial del fruto para poder obtener las cascaras.

La obtencion del aceite esencial se realizé6 por medio del método de destilacién por
arrastre de vapor con un equipo armado (Anexo 1). Se cortd la cascara del limon dulce en
pedazos pequefios y se resguardo en el congelador en un tiempo de minimo 1 hora para
después ser usado para la extraccion. Este procedimiento se realizo siete veces, en un

lapso de 3hrs cada extraccion.

7.4 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE
LIMON DULCE

Se realizaron las pruebas fisicoquimicas basicas para obtener mas datos acerca del aceite
esencial del limon dulce, estos andlisis nos ayudaron a comprender mejor el

comportamiento con respecto a las pruebas antimicrobianas.
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7.4.1 ACIDEZ

Esta prueba se realiz6 mediante el método de acidez titulable, la muestra fue el aceite
esencial de limon dulce en concentracion pura, se utilizé una concentracién de hidroxido
de sodio 0.01 N (NaOH), como indicador fenolftaleina al 1%. Se realizaron 3 repeticiones
para tener un promedio, se agregaron 5ml del aceite esencial con dos gotas del indicador
agitando suavemente para mezclar la solucion. En una bureta se 25ml se coloco el
hidréxido de sodio y se fue dejando caer gota a gota manteniendo en constante agitacion
el matraz hasta que cambio de color, se anotaron los datos del gasto de NaOH para hacer

los calculos de acidez titulable (Jimenez et al, 2024).

7.4.2 pH

Para medir el pH del aceite esencial se hizo uso del potenciometro el cual se calibr6 con
agua antes de medir el pH de la muestra, después de calibrarlo se introdujo en electrodo
en la muestra por unos minutos hasta que indicara el valor del pH, se realizaron tres

repeticiones para obtener un promedio.

7.4.3 INDICE DE REFRACCION

Para calcular este primero se midieron los grados Brix en un refractometro digital el cual
se calibré primero con agua, después se colocé la muestra para medir los grados Brix, se
realizaron 3 repeticiones para tener un resultado mas seguro. A partir de los grados Brix
medidos y obtenidos se buscd una tabla de equivalencias para conocer el indice de
refraccion (ATAGO, 2024).

7.4.4 DENSIDAD

Para medir este parametro se aplicé la formula de densidad (d=m/v), se pesé un vaso de
precipitado vacio de 250ml, con una pipeta se midieron 5ml del aceite esencial de limon
dulce y se coloco en el vaso de precipitado, despues se peso en una balanza. Se realizaron

3 repeticiones y se anotaron todos los datos para después aplicar la formula.
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7.4.5COLOR

Para esta prueba se hizo uso de un colorimetro digital el cual arrojé los datos de L, ay b.
El color fue evaluado mediante la determinacién del indice de color (IC), en donde L, a
y b son los pardmetros del sistema color CIELAB. En donde el pardmetro de L
proporciona el valor de la luminosidad o brillo de la muestra, el pardmetro a indica la
zona de variacion entre el rojo y verde del espectro, en cuanto al parametro b este se
refiere a la zona de variacion entre el amarillo y el azul. El (IC) puede utilizarse como

variable de control de la calidad organoléptica de alimentos (Vignoni et al., 2006).

7.5 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

7.5.1 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Se prepararon los medios de cultivo para el crecimiento de bacterias patdgenas en caldo
verde bilis brillante 80ml de agua con 3.2gr del caldo y del caldo Lauril sulfato, 80ml de
agua con 2.8gr del caldo. Con respecto al agar Mac Conkey se preparé 250ml de agua
con 12.5gr del agar y del agua peptonada se preparé 10ml con 1g de peptona siendo una
concentracion de 1:10.

Cada tubo de ensayo contenia 12ml de caldo, 6 tubos con caldo verde bilis brillante y 6
tubos con caldo Lauril sulfato, ademas de que en el interior de cada tubo de ensayo se

colocé una campana Durham.

7.5.2 ESTERILIZACION DE MATERIAL PARA ANALISIS
MICROBIOLOGICO

Se lavo todo el material a utilizar antes de meterlos a la cesta del autoclave, se
introdujeron los tubos de ensayo que contenian caldo verde bilis brillante y el caldo Lauril
sulfato, el matraz con el agar Mac Conkey preparado, cajas Petri, un mortero de porcelana
con su pistilo, puntas para la micropipeta, el agua peptonada y los hisopos para evitar

cualquier contaminacion no deseada y poder crecer la bacteria deseada.
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7.5.3 PREPARACION DE LA MUESTRA

La bacteria Escherichia coli fue obtenida del cilantro (del mercado en el municipio de
Dzitbalché, Campeche, en noviembre de 2024), para ello se pes6é 1gr de cilantro para
después macerarlo en el mortero antes de introducirlo al agua peptonada, del agua
peptonada se tomd 1ml y se colocd en el primer tubo de ambos caldos para después hacer
la dilucion de 1 a 6 de cada caldo respectivamente, se dejo incubar a temperatura

ambiente.

7.5.4 CRECIMIENTO DE LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI EN CALDO
LAURIL SULFATO

Para realizar el proceso de inhibicién primero se aislo la bacteria, el uso del caldo lauril
sulfato este caldo sirvio para la identificacion de enterobacterias presentes en la muestra
de cilantro. Se prepararon 6 tubos de ensayo a los cuales se les agregé una campana de
Durham en el interior. En cada tubo se colocaron 12ml del caldo, al primer tubo se le
agregd 1ml de la muestra previamente preparada (1gr de cilantro en 10ml de agua
peptonada 1:10), el tubo se agit6é suavemente para mezclar la solucion con el caldo, luego
del primer tubo se tomé 1ml para agregarlo al segundo tubo para hacer la dilucion hasta
terminar con el tubo 6. Luego de realizar las diluciones estas se dejaron incubar a

temperatura ambiente por tres dias.

7.5.5 CRECIMIENTO DE LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI EN CALDO
VERDE BILLIS BRILLANTE

Se realiz6 la preparacion del caldo verde bilis brillante para la identificacion de la bacteria
Escherichia coli debido a que este medio es un medio selectivo en el que Unicamente
crece la bacteria deseada para esta prueba. Se prepararon 6 tubos de ensayo a los cuales
se les agregd una campana de Durham en el interior. En cada tubo se colocaron 12ml del
caldo, al primer tubo se le agregé 1ml de la muestra previamente preparada (1gr de
cilantro en 10ml de agua peptonada 1:10), el tubo se agité suavemente para mezclar la
solucion con el caldo, luego del primer tubo se tomo 1ml para agregarlo al segundo tubo
para hacer la dilucion hasta terminar con el tubo 6. Luego de realizar las diluciones estas

se dejaron incubar a temperatura ambiente por tres dias.
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7.5.6 SIEMBRA DE BACTERIA ESCHERICHIA COLI EN AGAR MAC
CONKEY

Para la siembra en la caja Petri se utilizo el tubo 5 de las diluciones del agar verde bilis
brillante, la muestra se tomo con un hisopo estéril, se paso el hisopo por todo el agar con
movimientos verticales y horizontales sin dafar el agar, la siembra de la bacteria se realizé
con un mechero encendido con la caja Petri lo mas cerca posible para evitar cualquier

tipo de contaminacion no deseada.

7.5.7 TECNICA DE LA GOTA MILES-MISRA

Para desarrollar esta técnica se us6 una caja Petri con agar previamente sembrada con la
bacteria, esta caja de dividié en 4 partes las cuales se numeraron del 1 al 4, en el primer
cuadrante se coloco 50ul de agua estéril, en el segundo cuadrante 50ul del antibidtico
preparado (Amoxicilina), para los cuadrantes 3 y 4 se agreg6é 100 ul del aceite esencial

de limon dulce. Se dej6 incubar a temperatura ambiente por 4 dias.

7.6 CARACTERIZACION ANTIOXIDANTE

Se aplico el método del radical DPPH empleando la metodologia de (Brand-Williams et
al., 1995), con el ligero ajuste en la longitud de onda ya que el método se aplica con la
longitud de onda de 515nm, pero para esta prueba se modificé a 517nm. Se realiz6 la
lectura inmediata y al minuto 30 para cada una de las 3 muestras. Cada muestra contenia
100pl del aceite esencial de limon dulce y 900ul del radical; el valor de referencia del
DPPH en la lectura inmediata fue de 0.9224, el valor de referencia en el minuto 30 fue de
0.8774.
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CAPITULO VIII RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON DULCE

En la primera etapa del proyecto que es la extraccion del aceite esencial de la cascara de
limon dulce se realizaron 3 extracciones por el método de destilacion por arrastre de

vapor. En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 1 Resultados obtenidos de las tres extracciones.

Extraccion Peso de muestra Tiempo Rendimiento
lra 100g 3hrs 0.5%
2da 130g 3hrs 26.19%
3ra 115¢g 3hrs 21.86%

En la tabla se observa que la segunda extraccion es la que muestra mejores resultados, las
tres extracciones se realizaron en un tiempo igual, las variaciones en cuanto a la segunda
y tercera extraccion se deben a la cantidad de muestra, con respecto a la primera no se
muestra un resultado favorable, pero fue debido a causa de la ejecucion del método en el

gue no se tenia una temperatura constante y habia una fuga de vapor.

Sin embargo, se requieren mas extracciones para colectar una mayor cantidad de aceite y
poder realizar las caracterizaciones del mismo, a nivel fisicoquimico e inhibitorio de
bacterias. De igual forma, mas repeticiones de esta extraccion, estandarizaran el

rendimiento del aceite obtenido.

Se contindo realizando las extracciones del aceite esencial utilizando el mismo equipo y
cantidades similares de la cascara del limdn dulce para tener mas muestra del aceite ya

que se requiere para la caracterizacion fisicoquimica y la inhibicién de bacterias.
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Tabla 2 Segunda parte de la realizacion de extracciones.

Extraccion Peso de muestra Tiempo Rendimiento
4ta 130g 3hrs 14.41%
5Sta 122¢g 3hrs 15.69%
6ta 1519 3hrs 23.25%
7ma 1389 3hrs 12.45%

Con base a los nuevos resultados se notan las variaciones del rendimiento del aceite
debido al peso de las c&scaras colocadas en el matraz con capacidad de 500ml, en la 7ma
extraccion se nota la disminucion del rendimiento con respecto a la 4ta y 5ta que tienen
pesos mas bajos, pero con un poco mayor en cuanto al rendimiento. En el caso de la 6ta

extraccion el peso fue mayor a todas las extracciones.

En cada una de las extracciones se hizo uso de dos limones, se les retird la cascara y se
pesaba para posteriormente realizar los calculos, el peso total de cascara de limon dulce
fue de 8864, se extrajo una cantidad de 149.99 de aceite esencial por lo cual el rendimiento
total fue de 16.91%.

20



8.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL

Con la extraccion del aceite esencial de las cascaras de limon dulce por arrastre de vapor
se obtuvo un rendimiento del 16.91%. Al realizarse las pruebas fisicoquimicas del AE se
obtuvieron los datos presentados en la tabla 3.

Tabla 3 Parametros fisicoquimicos del AE de limén dulce.

Paradmetro Resultado
Acidez 0.0017%
pH 6.24
indice de refraccion 1.33nD
Densidad 0.996 g/cm?
Color -4.162 IC*

8.2.1 Acidez

De acuerdo con el resultado obtenido en este parametro se compard con resultados de
estudios realizados a citricos y estos pueden variar de acuerdo con la materia prima, al
tipo, condiciones climatolégicas, grado de madurez, entre otros, se toma en cuenta que el
aceite esencial fue obtenido a partir de la cascara del limén dulce, es decir un desperdicio.
Se tomo el valor del factor del citrico anhidrido para aplicar la formula para calcular el

porcentaje de acidez (ver Anexo 4).

8.2.2 pH

El resultado del pH del AE fue de 6.24 que en comparacién de otros citricos es un valor
inferior a los reportados en diversos estudios realizados en mandarina y limén, sin

embargo, no alcanza un valor neutro ya que se trata de un citrico que no es muy acido.
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8.2.3 indice de refraccién

A partir del resultado obtenido de los grados Brix que fue de 0% se deduce que al ser un
aceite esencial es correcto que no contenga azucares, se busco una tabla de equivalencias
para conocer el indice de refraccion, laimagen muestra la tabla de equivalencias en donde
al ser O el valor de los grados Brix se le asigna el indice de refraccion de 1.33299
(ATAGO, 2024).

B n# B ng % n# T ni B ng'

0 1.33299 20 1.36384 40 1.39986 &0 144193 20 149071
1 1.33442 21 1.36551 41 140181 &1 1.44420 21 149332
2 1.33586 22 136720 42 140378 62 144650 a2 1.49597
3 1.33732 23 136889 43 140576 63 1.44881 a3 149862
4 1.33879 24 1.37060 44 140776 64 145113 24 1.50129
5 1.34026 25 137233 45 140978 65 145348 a5 1.50398
4] 1.34175 26 1.37406 46 141181 i3] 1.45584 26 1.5067
7 1.34325 27 1,37582 47 141385 67 145822 a7 1.5094
a8 1.34477 28 1.37758 45 1.41552 GE 1.46061 28 15122
a9 1.34629 29 1.37936 49 1417599 ] 146303 29 151449
10| 1.34782 30 1.38115 50 142009 70 1.46546 90 15177
11 1.34937 X 1.38255 51 1.42220 A 1.467%0 81 1.5205
12 1.35083 32 1.38478 52 1.42432 12 147037 G2 15234
13 1.35250 i3 1.38661 53 1.42647 73 147285 53 15262
14| 1.35408 34 1.38846 54 142863 74 1.47535 94 1520
15 1.35568 35 1.39032 55 1.43080 75 147787 95 15320
16 1.35729 36 1.39220 56 143259 76 148040
17 1.3580 37 1.39409 57 1.43520 77 148205
18 1.36054 38 1.39600 L& 1.43743 Kl 148552
19 1.36218 39 1.39792 59 1.43967 79 148811

Figura 3 Tabla de equivalencias entre el valor Brix (%) y el indice de refraccion (nD).

8.2.4 Densidad

El resultado obtenido en la densidad del AE fue de 0.99635 g/ml muy cerca del valor
referente del agua que es de 0.99820g/cm3, otros estudios reportan datos similares en la

densidad de aceites esenciales.
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8.2.5 Color

De acuerdo con el sistema CIELAB para medir el color se obtienen los valores de L, ay

b. En la tabla 3.6 se muestran los valores obtenidos de cada parametro.

Tabla 4 Valores de los parametros L, ay b.

Parametros Resultado
L 30.675 + 0.855
a 0.605 + 0.190
b -0.475 + 0.049

El valor de L indica la luminosidad o brillo que al ser un resultado positivo significa que
tiene luminosidad, el valor de a indica que esta ligeramente inclinado a los tonos rojos y

el valor de b al ser negativo indica colores en la direccién azul.

Tomando esos valores del promedio como referencia de parametros se aplicé la formula
para conocer el indice de color (ver Anexo 5). El valor de indice de color del AE del
limon dulce fue de -4.162359781 que de acuerdo con la tabla de referencias se valor se

relaciona a los colores que van del verde profundo al verde amarillento.
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8.3. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

8.3.1 CRECIMIENTO DE LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI EN CALDO
LAURIL SULFATO

Al pasar el tiempo de incubacion los tubos presentaron cambio de color, las diluciones se
realizaron correctamente ya que se apreciaba que en el tubo 1 presentaba mayor turbidez,
la degradacion fue notoria y el tubo 6 apenas tenia crecimiento. Este resultado indico la
presencia de enterobacterias. En la figura 3.1 se observa el cambio de color de las

diluciones.

Figura 4 Diluciones en caldo lauril sulfato.

8.3.2 CRECIMIENTO DE LA BACTERIA ESCHERICHIA COLI EN CALDO
VERDE BILLIS BRILLANTE

En los tubos del caldo verde bilis brillante también se visualizé el cambio de color el tubo
mas turbio fue el 1 y el que menos turbidez presentaba fue el tubo 6, en el caso de estos
tubos como el caldo verde bilis brillante es un medio selectivo Gnicamente crece la
bacteria Escherichia coli que es la bacteria deseada para realizar la prueba. La figura 3.2

muestra el resultado de las diluciones.

Figura 5 Diluciones en caldo verde bilis brillante.
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8.3.3 INHIBICION BACTERIANA CON TECNICA DE LA GOTA MILES-

MISRA

Para la siembra de la bacteria se uso el tubo 5 que era el mas diluido, pero con presencia

de Escherichia coli, se colocaron las concentraciones correspondientes en los cuadrantes.

Figura 6 Siembra de la bacteria con hisopo y técnica de la gota (Miles-Misra).

Al dia siguiente de la simbra pasando las 22 horas se reviso la caja en donde se observé
el crecimiento de la bacteria, pero también la inhibicion de esta en el cuadrante dos donde
se colocé el antibidtico (Amoxicilina), en el cuadrante 3 y 4 donde se agregd el aceite
esencial de limoén dulce se pudo observar una coloracion diferente en el centro de cada
cuadrante donde se agreg6 la concentracion de 100ul del aceite, por lo que representd un

efecto retardador en el crecimiento de la bacteria.

Figura 7 Inhibicidn bacteriana 1 dia después de la siembra.
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Se dejaron pasar 4 dias y cuando se revisé nuevamente la caja se observo la formacion de
los halos de inhibicion y el cambio total de color amarillo en el agar anteriormente rojo,
por lo que se obtuvieron resultados positivos de la prueba.

Figura 8 Inhibicion bacteriana 4 dias después de la siembra.

8.3.4 TAMANO DE LOS HALOS DE INHIBICION

Figura 9 Halos de inhibicion del aceite esencial de limon dulce.
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Con unaregla se midieron los halos de inhibicion en ambos cuadrantes en donde se agreg6
los 100ul del aceite esencial, en el cuadrante 3 el halo de inhibicion midi6 0.7cmy en el
cuadrante 4 el halo de inhibicion tenia una medida de 0.5cm.

A :
“\%‘r"

Figura 10 Medicién de los halos de inhibicién del aceite esencial de limon dulce.

Con este resultado se corrobor6 la actividad inhibitoria de bacterias de los aceites
esenciales de los citricos siendo este caso el del limén dulce un injerto de la localidad de

San Antonio, Dzitbalché, Campeche.

8.5 CARACTERIZACION ANTIOXIDANTE DEL ACEITE ESENCIAL DE
LIMON DULCE

La técnica empleada para evaluar la actividad antioxidante fue la del DPPH (radical 2,2-
difenil-1-picrylhydrazyl) por lo simple que es y por su aplicacion para la actividad
antioxidante de AE de citricos. En la tabla 3.3 se muestran los datos de la absorbancia de
cada muestra leida al minuto 0 y al minuto 30, tomando como referencia la absorbancia
control del DPPH al minuto 0 con un valor de 0.9224

Las lecturas de las muestras mostraron similitud entre ellas leidas al mismo minuto, pero
la absorbancia en el minuto 0 y en el minuto 30 si tomaron ligera diferencia, pero ninguna
sobrepaso el valor de la absorbancia control del DPPH.
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Tabla 5 Porcentaje de inhibicion de la muestra al minuto 0 y al minuto 30.

Muestra % de inhibicién en el min 0 % de inhibicién en el min 30
Aceite
esencial de 12.19 +0.13 18.07 + 0.04
limon dulce

Los resultados con respecto a los porcentajes de inhibicion son positivos en cuanto a las

lecturas del minuto 30 ya que aumenta un 6% con respecto a las de lectura inmediata.

El promedio de porcentaje de inhibicién en el minuto 0 es de 12.19%, el promedio de
porcentaje de inhibicion en el minuto 30 es de 18.07%. Con estos datos también se obtuvo
la desviacion estandar de las muestras, en el minuto O la desviacion es de 0.13 y en el
minuto 30 es de 0.04.
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CAPITULO IX CONCLUSION

Con base a los objetivos inicialmente planteados de esta investigacion y de acuerdo con

los resultados obtenidos se llego a estas conclusiones:

El aceite esencial de limon dulce obtenido por medio de destilacion por arrastre de vapor
contiene caracteristicas similares con respecto a otros citricos que hicieron que se pudiera
realizar la prueba de inhibicion por su contenido de antioxidantes y por sus propiedades

fisicoquimicas.

Varios trabajos similares han demostrado la eficiencia de los aceites esenciales como
inhibidores de microorganismos patogenos tal como fue el este caso de este estudio con
el aceite esencial obtenido de las cascaras de limon dulce un injerto presente en el estado

de Yucatan y Campeche.

Para entender el comportamiento del aceite esencial sobre la bacteria Escherichia coli fue
necesario realizar los andlisis fisicoquimicos, asi como también hacer varias pruebas hasta
obtener las concentraciones adecuadas y los demas parametros para que el AE pudiera

actuar de la manera deseada.

Cabe mencionar que este es el inicio del uso del limén dulce en el aspecto microbioldgico,
por lo que se necesita de mas investigacion, aplicacion y uso de otros métodos para lograr

una mejor eficiencia del aceite esencial.
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CAPITULO X RECOMENDACIONES

En cuanto a las recomendaciones fue necesario realizar varias extracciones por arrastre
de vapor para tener el suficiente aceite esencial para todas las pruebas que se tenian que
realizar con este, ademas de que se procurd que el aceite saliera lo mas puro posible sin
presencia de agua que pudiera afectar el efecto inhibidor, para obtener buenos resultados
en la inhibicion de la bacteria se tuvieron que realizar varias pruebas debido al ajuste en
la concentracion del aceite esencial ya que al ser una concentracion alta fue necesario
dividir en partes la concentracion total al momento de realizar la aplicacion en el agar, asi
como también hacer el uso de diluciones para tener la menor cantidad de

microorganismos y que el aceite pudiera actuar de forma correcta.
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CAPITULO XII ANEXOS

ANEXO 1 Obtencion de aceite esencial por arrastre de vapor.

DESCONECTAR oS8
P EQUIPOS DESPUES D] [

UTILIZARLOS

Figura 11 Equipo armado de destilacién por arrastre de vapor.

ANEXO 2 Frascos del aceite esencial.

Figura 12 Frascos con el aceite esencial obtenido.

34



ANEXO 3 Muestra para el crecimiento de la bacteria Escherichia coli.

Figura 13 Muestra de cilantro.

ANEXO 4 Calculo de acidez titulable.

ml NAOH X N(NAOH) x factor X 100

g o vol de jugo ml de muestra titulada

Vhacidez en frutos =

Tabla 1: Factor de algunos acidos de las frutas

Acido Factor
Milico 0.067
Orilico 0,045
Citrico anhidro 0,064
Tartarico 0,075
Acético 0.06
Lactico 0.9

Fuente: Norma Oficial Mexicana NOM-FF-6-1982

Figura 14 Formula para calcular acidez y tabla de factor de algunos acidos de las frutas.

ANEXO 5 indice de color.

_a-1000
T eb

|C*

a) SilC* es negative (-40 a -20), su valor relaciona los colores que van desde el azul-violeta al verde profundo.
b) SilC* es negative {-20 a -2), su valor relaciona los colores que van del verde profundo al verde amarillento.
c) SilC* esta entre -2 a +2, representa el amarillo verdoso.

d) SilC* es positive (+2 a +20), se relaciona con los colores que van desde el amarillo palido al naranja intenso.
e) SilC* es positivo (+20 a +40), se relaciona con los colores que van desde el naranja intenso al rojo profundo.

Figura 15 Férmula para calcular el indice de color (IC), interpretacién de los resultados del (I1C).

35



ANEXO 6 Sistema CIELAB.

-a green

-b blue +a red

BLACK

Figura 16 Representacion de L, a y b en el sistema CIELAB.
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