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RESUMEN

Los Aceites Esenciales (AEs) son sustancias liquidas, volatiles, con propiedades antimicrobianas y se pueden
obtener de desechos organicos como las cascaras de frutas citricas, por ello el objetivo de la investigacion fue
inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes ATCC 19115 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 usando
el aceite esencial de cascara de Citrus sinensis (L.) Osbeck var. huando. La extraccion del AE se realizé mediante
el método de destilacién por arrastre con vapor de agua y la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se determiné
utilizando la técnica de macrodilucion en tubo. Se utilizaron 12 tubos problema mas uno de control, conteniendo
caldo BHI, el AE a distintas concentraciones, y el indculo bacteriano en fase exponencial media y estandarizado
a 1,5x108 UFC/mL, obteniendo un volumen final de 2 mL, estos fueron incubados a 37 °C por 24 horas. Se
encontr6 que la Concentracion Minima Inhibitoria de C. sinensis var. huando frente a L. monocytogenes fue
20 pg/mL y frente a P. aeruginosa de 40 pg/mL. Se concluyd que el AE de cascara de C. sinensis (L.) Osbeck var.
huando inhibe el crecimiento de L. monocytogenes y P. aeruginosa; siendo su mejor efecto en bacterias
Grampositivas.

Palabras claves: Citrus sinensis (L.) Osbeck var. huando, Concentracién Minima Inhibitoria, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa

ABSTRACT

Essential Oils (EOs) are liquid, volatile substances with antimicrobial properties and can be obtained from organic
waste such as citrus fruit peels, therefore the objective of the research was to inhibit the growth of Listeria
monocytogenes ATCC 19115 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 using the essential oil of Citrus sinensis
(L.) Osbeck var. huando, the EO extraction was carried out using the steam distillation method and the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) was determined using the tube macrodilution technique. Twelve test tubes plus one
control tube were used, containing BHI broth, EO at different concentrations, and the bacterial inoculum in medium
exponential phase and standardized at 1.5x10% CFU / mL, obtaining a final volume of 2 mL, these were incubated
at 37°C for 24 hours. The Minimum Inhibitory Concentration of C. sinensis var. huando on L. monocytogenes was
20 pg / mL and on P. aeruginosa 40 pug / mL. It was concluded that the shell EO of C. sinensis (L.) Osbeck var.
huando inhibits the growth of L. monocytogenes and P. aeruginosa,; being its best effect on Gram-positive bacteria.

Keywords: Citrus sinensis (L.) Osbeck var. huando, Minimum Inhibitory Concentration, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa
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1. INTRODUCCION

Las bacterias patdgenas mas frecuentes en Salud Publica estan presentes en reservorios como
el agua y los animales, y se estima que son causante de 2,2 millones de muertes al afio, siendo
los nifios la poblacion mas afectada (Argote et al., 2017). El transporte y almacenamiento de
alimentos es fundamental para garantizar su seguridad; sin embargo, estas condiciones a
menudo estan fuera del control del fabricante, como, por ejemplo, la ruptura en la cadena de frio
podria permitir que bacterias como L. monocytogenes presentes en estos alimentos alcancen
niveles perjudiciales para la salud del consumidor (Carrizo et al., 2014).

De las siete especies del género de Listeria que se conocen, solo dos son patogénicas: L.
monocytogenes (en humanos y animales), y Listeria ivanovii (solo en animales) (Ocampo et al.,
2019; Barrientos et al., 2015). La listeriosis en humanos se manifiesta clinicamente desde una
gastroenteritis febril hasta formas invasivas mas graves (sepsis, meningitis, rombencefalitis,
infecciones perinatales y abortos) y tiene como grupos de riesgo a mujeres embarazadas,
neonatos, ancianos y enfermos inmunodeprimidos (Lourenco et al., 2018). El analisis de la
fisiologia del microorganismo ha demostrado que se une a receptores para sus proteinas de
superficie y logra penetrar la célula huésped; ya en citoplasma sintetiza la proteina que induce la
formacion de la actina que favorece la motilidad y consecuentemente la invasion a otras células.
También se ha encontrado que puede crear nichos en vacuolas y permanecer en un estado de
no crecimiento y de resistencia, siendo esta una posible explicacién del largo periodo de
incubacion, alta resistencia a antibiéticos, e incluso la presencia de portadores asintométicos
(Fan et al., 2019).

P. aeruginosa es una bacteria Gramnegativa ubicua que puede sobrevivir en una amplia gama
de entornos, debido a su versatilidad metabdlica, variedad de mecanismos de adaptacion,
resistencia a farmacos y minimos requerimientos nutricionales. Esta bacteria es reconocida como
un patégeno oportunista y cominmente asociada a infecciones nosocomiales y neumonia por el
uso de ventiladores mecéanicos (Pang et al., 2019). P. aeruginosa ha cobrado importancia por su
rol en producir mayoritariamente infecciones respiratorias intrahospitalarias; asimismo, es un
importante productor de infecciones en individuos cuya barrera mucocutdnea ha perdido su
continuidad. Ademas, este microorganismo puede ser potencialmente mortal (Moradali et al.,
2017). La capacidad de formar biopeliculas, resistencia natural y adquirida frente a los
antibiéticos son también caracteristicas de P. aeruginosa que ha hecho a este microorganismo
un problema latente para las infecciones intrahospitalarias (Moradeli et al., 2017; Correa et al.,
2015). Por otro lado, es importante ahondar en el tema de enfermedades intrahospitalarias, ya
que la mayoria de los pacientes, generalmente los que estan en unidad de cuidados intensivos
(UCI), terminan infectdndose por P. aeruginosa (Lujan, 2014).

Diversos procesos fisico quimicos, como los tratamientos térmicos, la irradiacién UV, el
almacenamiento a bajas temperaturas y el uso de conservantes quimicos, han sido
implementados con el fin de evitar la proliferacion microbiana en los alimentos, sin embargo se
han investigado el uso de métodos alternativos que ayuden a mejorar la conservacion de
alimentos, pero sin afectar sus caracteristicas de sabor, nutricion y seguridad; sin aumentar
significativamente los costos de produccion, procesamiento y comercializacién. Dentro de las
alternativas de origen natural se encuentran los aceites esenciales (AESs), los cuales son
fracciones liquidas volatiles que son posibles extraerlos de los diversos érganos de las plantas
(Pardo et al., 2017) o material vegetal considerados como desperdicios (Pérez et al., 2017).
Asimismo, estos muestran actividad antioxidante y poseen actividad antibacteriana y antifingica,
evaluadas como una fuente potencial de nuevos compuestos antimicrobianos (Velasquez et al.,
2015).

Segun Torrenegra et al. (2017) “el término aceite esencial es utilizado para referirse a sustancias
liquidas, volatiles, de caracter lipofilico y con propiedades aromaticas. Estas sustancias son
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sintetizadas por las plantas como metabolitos secundarios y pueden ser extraidas mediante
métodos fisicos como la destilacién a vapor o hidrodestilacion. Los aceites esenciales tienen un
papel importante en la proteccién de las plantas, pues actian como agentes antibacterianos,
antivirales, antifiingicos e insecticidas. Poseen una composicién quimica compleja que consiste
en una mezcla de sustancias organicas como hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres, etc. Algunos aceites esenciales se extraen de las células localizadas en la parte externa
coloreada de la céascara de los frutos citricos”.

El género Citrus incluye a casi 1700 especies ampliamente consumidas por la poblacién y
valoradas por la venta de sus frutos, agrupados bajo el nombre de "citricos"; destacan especies
como, C. sinensis (L.) Osbeck (naranja), C. reticulata (mandarina), C. aurantifolia (limén), C.
paradisi (pomelo) por su importancia econdmica (Torrenegra et al., 2017; Murillo et al., 2018),
ademas estan recibiendo mucha atencion por sus propiedades nutritivas y biolégicas debido a
que son una fuente de compuestos bioactivos como “vitaminas, carotenoides, fibra y compuestos
fendlicos, flavanonas, antocianinas y acido hidroxicinamico”. Por otro lado, su industrializacion
genera subproductos como cascara y semilla (méas de la mitad del peso de fruta) que son
considerados como desperdicios, los cuales tienen posible uso para la extraccion de aceites
esenciales (Murillo et al., 2018).

Los AEs de estos frutos son utilizados por su alta disponibilidad, minimos efectos secundarios,
mejor biodegradabilidad comparado con antibiéticos y preservantes disponibles (Sultanbawa,
2016; Al-Jabri y Hossain, 2016), ademas se ha encontrado que la naranja contiene aceites
esenciales que poseen caracteristicas fitoterapéuticas, antifingicas y antibacterianas (se han
realizado estudios frente a “Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium, Campylobacter, Enterococcus fecalis,
Vibrio parahemolyticus, Listeria monocytogenes, y otros” (Perdones et al., 2016; Argote et al.,
2017).

La cascara de C. sinensis (L.) Osbeck, considerada como desecho organico que tienen como
destino final el basurero municipal (Castafieda-Antonio et al., 2018), ha sido reportada como un
excelente sustrato para varios productos de valor agregado, tales como aceites esenciales,
pectina, antioxidantes naturales, antimicrobiano. Posee componentes bioactivos, beneficiosos
para la salud; los compuestos fendlicos y poli fendlicos que exhiben actividades antimicrobianas,
antioxidantes, quimiopreventivas y quimioterapéuticas (Yang et al., 2017; Campo et al., 2017).
Ademas, la nueva tendencia en investigaciébn es explorar las propiedades de los residuos
generados por las industrias y buscar el manejo de estos residuos como alternativa para el
control de microorganismos patégenos y que afecten la seguridad alimentaria.

Considerando que, en la actualidad, el Pert produce grandes cantidades de C. sinensis (L.)
Osbeck, y que su cascara es descartada como desecho, pero que es una fuente potencial de
productos secundarios con actividad antibacteriana, el objetivo de la investigacion fue inhibir el
crecimiento de L. monocytogenes ATCC 19115 y P. aeruginosa ATCC 27853 usando el aceite
esencial de cascara de C. sinensis (L.) Osbeck var. huando.

2. MATERIALES Y METODOS
Obtencién del aceite esencial

Se utiliz6 10 Kg de cascara de C. sinensis (L.) Osbeck var. huando procedente de Moche — Peru
y certificada por el Herbario de la Universidad Privada Antenor Orrego, a partir de la cual se
destilé por arrastre de vapor obteniéndose 10 mL del AE, el cual fue conservado en recipientes
esterilizados previamente (121 °C, 1 atm y 15 min), ausencia de luz y temperatura de
refrigeracion (4 °C), hasta los analisis posteriores (Berka-Zougali et al., 2012; Pumaylle et al.,
2012). Se prepar6 una solucion madre del AE a la concentracion de 40 mg/mL (se usé como
emulsificante Tween 80 estéril), a partir de la cual se hizo diluciones en caldo Brain Heart Infusion
(BHI) hasta obtener la concentracion de 4 mg/mL, considerada como la solucién stock de trabajo.
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Reactivacion y estandarizacién de los indculos bacterianos.

Se utilizaron las cepas de L. monocytogenes ATCC 19115 y P. aeruginosa ATCC 27853, las
cuales fueron reactivadas en ATCC® Medium 44 (Brain Heart Infusion Agar [BHI]) y ATCC®
Medium 18 (Trypticase Soy Agar [TSA]) respectivamente. Para la preparacion de los indculos,
en el caso de L. monocytogenes ATCC 19115 se incubé a 37 °C por 6 horas, tiempo en el cual
alcanz6 la fase exponencial media, creciendo a una velocidad de 0,835/hr; mientras que P.
aeruginosa ATCC 27853 se incub6 a 37 °C por 7 horas creciendo a una velocidad de 0,924/hr-1,
luego se procedié a estandarizarlos a una concentracion de 1,5x108 UFC/mL (0,5 Mac Farland).

Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se procedié segun la técnica de macrodiluciéon en caldo (Clinical and Laboratory Standards
Institute [CLSI]), 2015). Para ello se us6 13 tubos de ensayo, en los cuales se incorpor6 1,6 mL
de caldo BHI doble concentrado, luego al primer tubo se adicion6 1,6 mL de la solucién stock de
trabajo [4 mg/mL] de esa manera se logré alcanzar una concentracion de 3200 pg/mL; a partir
de este primer tubo se realizaron diluciones seriadas al medio hasta el tubo de ensayo numero
12. Seguido, a cada tubo de ensayo se incorporé 0,4 mL del inéculo bacteriano estandarizado
[1,5x108 UFC/mL] de manera que las concentraciones finales de aceite esencial fueron 2560;
1280; 640; 320; 160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25 pg/mL. El tubo nimero 13 sirvi6 como control
negativo, y solo contenia caldo BHI y el inéculo bacteriano. Finalmente, los sistemas fueron
incubados a 37 °C por 24 horas, tiempo en el cual se realizé la lectura y determinacion de la CMI.
Se utilizé un disefio experimental clasico con tres repeticiones para determinar la CMI.

Analisis estadistico

Se utilizé la prueba estadistica no paramétrica Q de Cochran (p=0,05) para evaluar la efectividad
de 12 concentraciones distintas del aceite esencial de C. sinensis (L.) Osbeck var. huando para
inhibir el crecimiento de L. monocytogenes y P. aeruginosa. Se utilizé el software RStudio-
1.2.5033.

3. RESULTADOS

A partir de cascara de C. sinensis (L.) Osbeck var. huando se obtuvo 10 mL de aceite esencial,
del cual se prepararon 12 concentraciones distintas para determinar la CMI mediante la técnica
de macro dilucion en caldo. La Tabla 1 muestra las concentraciones minimas del aceite esencial
de C. sinensis (L.) Osbeck var. huando que se necesita para inhibir el crecimiento visible de L.
monocytogenes ATCC 19115 y P. aeruginosa ATCC 27853 después de 24 horas de incubacién
a 37 °C.

Tabla 1. Concentraciones del aceite esencial de C. sinensis (L.) Osbeck var. huando que inhiben
el crecimiento de L. monocytogenes ATCC 19115 y P. aeruginosa ATCC 27853.

Concentracién minima inhibitoria

Aceite esencial (ug/mL) -
L. monocytogenes ATCC P. aeruginosa
19115 ATCC 27853
Citrus  sinensis  (L.) 20" 20°

Osbeck var. huando

*Q (2) = 33, p<0,05
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4. DISCUSION

Los aceites esenciales de las especies del género Citrus, tienen diversos mecanismos de accion
sobre las bacterias, actian sobre la membrana celular, pared celular, enzimas metabdlicas,
cambio del flujo de protones, sintesis de proteinas y el sistema genético (Bassanetti et al., 2017;
Ambrosio et al., 2017). Es por ello que en la Tabla 1 se muestran las concentraciones del AE de
C. sinensis (L.) Osbeck var. huando que inhiben a L. monocytogenes ATCC 19115 y P.
aeruginosa ATCC 27853 respectivamente.

Al analizar estadisticamente los resultados de inhibicién de cada concentracion del AE evaluada,
se encontré diferencias entre ellas (Q (2) = 33, p < 0.05). Ademas, se determind que la
concentracion minima para inhibir a L. monocytogenes ATCC 19115 fue de 20 pg/mL; mientras
que para inhibir a P. aeruginosa ATCC 27853 fue de 40 pg/mL, entendiéndose que
concentraciones superiores a estas, también inhibieron el crecimiento de dichas bacterias (Tabla
1).

Al comparar las CMI para cada bacteria evaluada, los resultados muestran que, el AE de C.
sinensis (L.) Osbeck var. huando tiene mejor actividad antibacteriana frente a Gram positivos que
a Gram negativos, estos datos concuerdan con los obtenidos por Campo et al. (2017) quienes
reportaron mayor sensibilidad de los Gram positivos, usando extractos de quitasano y de cascara
de C. sinensis (L.) Osbeck. Por otro lado, Murillo et al. (2018), realizaron estudios de CMI de
diversos citricos, entre ellos naranja, y revelaron el potencial de los AEs para inhibir el crecimiento
de bacterias gramnegativas y grampositivas, demostrando que P. aeruginosa y S. typhymurium
fueron las mas resistentes de todo el grupo de bacterias.

Vignola et al. (2020), hicieron una recopilacion de estudios sobre la accién antibacteriana de los
AEs de citricos, e informaron que estos tienen accidn sobre diversas bacterias patdgenas
contaminantes de alimentos, como Escherichia coli (ATCC 0157:H7), Pseudomona aeruginosa
(ATCC 27853), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Campylobacter, Lactobacillus plantarum
ES147 y ATCC 8014, Leuconostoc mesenteroides MS1 y otras; esto se debe a compuestos
comunes presentes en los AEs, como el limoneno, terpineno, octanal y mirceno (Bey-Ould et al.,
2016; Castafieda-Antonio et al., 2018); también linalol y timol (Argote et al., 2017).

La accién antibacteriana de los aceites esenciales presentes en la cdscara de C. sinensis (L.)
Osbeck puede deberse también, al contenido de polifenoles (flavonoides, flavonas, isoflavonas),
los cuales son abundantes en la cascara, y cumplen funciones de defensa en la planta, como
agentes antimicrobianos, proteccion contra herbivoros y radiacion UV (Geraci et al., 2017).
Ordofiez-Gémez et al. (2018) informaron que diversas céscaras de citricos, tienen accion
inhibitoria contra el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y que esta accion se debe a
la presencia de compuestos hioactivos, como los acidos fendlicos y glucésidos de flavanona, la
naringina y la hesperidina, los llamados flavonoides citricos.

Las dos bacterias estudiadas son de interés en la inocuidad de los alimentos, debido a que son
frecuentes las enfermedades bacterianas por su ingesta, en ese sentido se ha encontrado que
los AEs de los citricos, ademas de los usos antimicrobianos, antioxidantes pueden ser usados
como preservantes en los alimentos, por sus altos niveles de polifenoles (Hernandez-Carillo et
al., 2015).
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5. CONCLUSIONES

El aceite esencial de cascara de C. sinensis (L.) Osbeck var. huando inhibe el crecimiento de L.
monocytogenes ATCC 19115 a una concentracion minima de 20 ug/mL, mientras que a 40
png/mL inhibe a P. aeruginosa ATCC 27853; siendo su mejor efecto en bacterias Grampositivas.
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