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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE TRES VARIEDA-
DES DE LIMON (Citrus limén (L) Osbeck, Citrus limén (L) Osbeck en combi-
nacion con Citrus reticulata y Citrus medica L.) FRENTE A Staphylococcus
aureus y Escherichia coli'
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RESUMEN

Para el trabajo titulado “Determinacién de la actividad antibacteriana de tres variedades de limén (Citrus limon (L) Osbeck, Citrus limén (L)
Osbeck en combinacién con Citrus reticulata y Citrus medica L.) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia col” se obtuvieron el aceite
esencial y macerado de la hoja, cascara y semilla de limén. Los resultados obtenidos demuestran que frente a Staphylococcus aureus
el aceite esencial y el macerado obtenido de hoja y cascara de las tres variedades presenta actividad antibacteriana y no de la semilla.
Frente a Escherichia coli el aceite esencial obtenido de la hoja de las tres variedades presenta actividad antibacteriana, y no de la semilla.
La variedad Citrus limén (L) Osbeck en combinacién Citrus reticulata y Citrus medica (L) presenta actividad de la cascara. El macerado

frente a Escherichia coli no presenta actividad antibacteriana.

ABSTRACT

For work entitled “Determination of the antibacterial activity of three varieties of lemon (Citrus limon (L) Osbeck, Citrus limon (L) Osbeck in
combination with Citrus reticulated and Citrus medical L.) against Staphylococcus aureus and Escherichia coli” the essential and macera-
ted leaf, seed and lemon peel oil were obtained. The results show that against Staphylococcus aureus the essential oil and the macerated
obtained from the leaves and peel of the three varieties present antibacterial activity and not from the seed. Against Escherichia coli
essential oil obtained from the three varieties it presents antibacterial activity, and not from the seed. The variety Citrus lemon (L) Osbeck
combined with Citrus reticulated and Citrus medical (L) presents activity from the peel. The macerated against Escherichia coli does not

present antibacterial activity.
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INTRODUCCION

La tendencia hacia la medicina natural ha obtenido un impetu gracias
a la preocupacion por las cuestiones medioambientales, la destruccion
de los bosques tropicales y la extincidn de especies.

Las plantas con mayor estudio son las del género Citrus, principalmen-
te los extractos de limén (Citrus limén), que poseen una gran actividad
antibacteriana de amplio espectro no tdxico, gracias a hesperidina y
naringina, el cual es capaz de inhibir el crecimiento de bacterias gram-
positivas y gramnegativas sin producir efectos secundarios.

Se ha indicado el valor medicinal del limén que alivia el dolor esto-
macal, y que actlia contra amigdalitis, acidez, nauseas, inflamacién
articular. Ademas el aceite esencial extraido de la cascara, membrana
blanca, pulpa y semilla presenta la actividad antibacteriana sobre bac-
terias grampositivas y gramnegativas.

Las plantas pueden producir aceite esencial para diversos fines; la
protegen de plagas, enfermedades e inclusive de la invasion de otras
plantas; para atraer insectos y aves (polinizantes). Estas cualidades
de proteccion y atraccion, se ven reflejadas en propiedades: antisép-
ticas, antiinflamatorias, antibacterianas, antidepresivas, afrodisiacas y
otras, presentes en mayor 0 menor grado en la totalidad de los aceites.

Los aceites esenciales son productos obtenidos del reino vegetal, es-
tan formados por mezclas complejas de hidrocarburos, compuestos
oxigenados y residuos no volatiles. Estos estan contenidos en glandu-
las o vesiculas secretoras inmersas en los tejidos de las hojas, flores,
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corteza (pericarpio) y semillas de los frutos de muchas especies.

En los Ultimos afios se han realizado muchas investigaciones que
han demostrado el poder antibacteriano de los aceites esenciales,
especialmente los extraidos de frutas citricas; en estos estudios se
demostraron que los aceites esenciales de limdn tienen actividad an-
tibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella entre otras.

Estos resultados hacen relevante el estudio de los aceites esencia-
les especialmente de citricos, debido a la gran importancia que tienen
para la industria farmacéutica y de alimentos. Se sabe que los aceites
esenciales, utilizados como aditivos en los alimentos tienen efecto an-
tibacteriano y actian al mismo tiempo como saborizante. El presente
trabajo determinara la actividad antibacteriana del aceite esencial y
macerado de tres variedades de limén (Citrus limén (L) Osbeck, Citrus
limén (L) Osbeck en combinacion con Citrus reticulata y Citrus medica
L.) ), mediante el método de concentracion inhibitoria minima.

REVISION DE LITERATURA
Plantas medicinales

Valle (2006), indicd que las plantas han sido empleadas para aliviar
los males de la humanidad desde tiempos remotos. El conocimiento
empirico acerca de las plantas medicinales y sus efectos curativos
se acumul6 durante milenios y posteriormente pasé a ser parte de
la medicina tradicional china o las tradiciones curativas de los indios
norteamericanos. A partir del siglo pasado el empuje de la industria
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farmacéutica hizo que la terapéutica fundamentada en el empleo de
plantas viniera a verse como una practica “primitiva” e irracional, en
décadas recientes la fitoterapia ha experimentado un extraordinario
resurgir. En la actualidad se llevan a cabo cada dia descubrimientos
cientificos que confirman el enorme potencial curativo que posee el
mundo vegetal y que estan transformando la fitoterapia en una practi-
ca muy distinta a la de nuestros antepasados.

En afios recientes encontramos extractos de plantas medicinales en
forma de capsulas, tabletas y ofras formas desconocidas para nues-
tros antecesores. La cantidad de plantas con propiedades curativas
es tal que nadie puede dominar la totalidad del conocimiento de esta
materia (Cobanzo et al., 2005).

De acuerdo a Vander (2000) la medicina natural ha llegado a constituir
en una ciencia perfectamente definida, que es practicada para:
- Curar radicalmente las enfermedades, suprimiendo sus causas.

- Bvitar las enfermedades y suprimir las causas, aumentando las de-
fensas.

-Conseguir mejorar fuerzas, resistencia, optimismo y salud en general
para prolongar la juventud (Amau, 2005)

Formas de utilizacion
Las plantas se pueden utilizar de varias maneras entre ellas:

- Infusion: cuando se tiene la planta en un recipiente; se le agrega
agua caliente, se mantiene durante diez minutos en ese agua y luego
se cuela.

- Decoccidn: se hierve la planta, se cuela y se bebe
- En cataplasma: lavar bien la planta recién cortada. Se muele. La

masa resultante se pone sobre el lugar afectado por el tiempo necesa-
rio. Cuando el cataplasma se seca, se bota (Vander, 2000).

Familia Rutaceae

De acuerdo Mahecha (1997), indica que las Rutaceae comprenden
numerosas especies (cerca de 1600) en grandes partes lefiosas, ca-
racterizadas por la presencia de glandulas odoriferas que contienen
esencias fuertemente aromaticas. El aparato vegetativo presenta ho-
jas alternas y opuestas, sin estipulas. Las flores, hermafroditas, acti-
nomorfas.

El género Citrus, el mas importante, tiene como fruto una baya es-

Figura 1. Limén (Citrus limén)
Fuente: Font, 1995
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Potter, (1994) indica que las partes mas utilizadas son: El fruto, la
cascara y el Aceite esencial.

House et al., (1998) da una descripcion botanica del limon: Arbol
pequefio de 6 metros de altura, con espinas largas. Hojas alternas,
ovadas, 4 - 9 cm de largo, con peciolos con alas pequefas. Flores
solitarias 0 en grupos. Pétalos 4 - 5, blancos o rosados. Las partes
utilizadas son: Hojas, frutos, raices y jugo.

Principio activo del limén (Citrus limén)

Potter (1994), sefiala que existe aceite esencial en un 2,5 % apro-
ximadamente en la cascara. Se encuentran principalmente en mo-
noterpenos, estan el limoneno, el mayor componente (70%), -terpi-
neno, --pineno (terpeno) contenidos en cascara del fruto, Mirceno,
Isopulegol, bisolobeno, Sabineno, -turgeno, [- bisabolol. Aldehidos
especialmente Citral, Sesquiterpenos (Bisboleno y Cariofileno).
Cumarinas (Limetina, Bergamotina y Imperatorina). Flavonoides
(citroflavonoides o bioflavonoides; es-pecialmente Natingdsido,
Hesperidosido, Eriodictiésido, Naringina y rutina). Vitamina C
(501,6 mg/L), Acido (49,88 g/L), Mucilago.

En el pericarpio el aceite esencial (0,2-2,5 %): Monoterpenos: limo-
neno (80 %), y-terpinenos, paracimeno, [ y [Helandrenos, terbino-
leno. Sesquiterpenos. Alcoholes alifaticos. Aldehidos. Cumarinas
y furanocumarinas. En la pulpa: Abundante pectina, Acido citrico
y l-ascérbico, Carotenoides y Bisabolol (I-(-) - Bisabolol) (Menard,
2007).
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Figura 2. Bisabolol
Fuente. Menard, 2007.

| Bisabolol presenta la formula molecular: C 15 H 26 O (6-metil-
2-((R)-4-methylcyclohex-3-enyl) hept-5-en-2-ol). Masa: 222,37 g/
mol, Densidad: 0,92 g/cm 3. Punto de ebullicion: 153 ° C a 12
mmHg.

Bisabolol (1 - bisabolol)

Conocido como levomenol. Se trata de un aceite incoloro viscoso
que es el componente principal del aceite esencial . Es casi inso-
luble en agua y glicerina, pero muy soluble en etanol. El enantio-
mero, -(+) - bisabolol, también se encuentra naturalmente, pero
€s raro.

Bisabolol tiene un débil aroma floral, dulce y se utiliza en diversas
fragancias. También se ha utilizado durante cientos de afios en los
cosméticos, debido a su percepcion de la piel propiedades curati-
vas. Bisabolol es conocido por tener propiedades: antiinflamatorias
y antimicrobianas (Menard, 2007).

Rutina (flavonoide)

Se lo obtiene mediante la destilacion por arrastre de vapor. Sirve
para combatir las alergias, infecciones bacterianas y el herpes, es
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también antiinflamatoria, antiespasmadico, previene el cancer, me-
jora la circulacién por sus propiedades vasodilatadores, disminuye
la hipertension, mejora la digestion ademas ayuda a la absorcidn
de la vitamina C impidiendo su oxidacion (Maier, 2007).

Figura 3. Rutina
Fuente. Maier, 2007.

Naringina 7-2-O-(6-Deoxi--L-manopiranosil)-I-D

La naringina es un flavonoide (flavanona glicosilada) que se extrae
de la cascara del pomelo y es el principal responsable de su sabor
amargo. Esta presente también en la pulpa de los frutos, en hojas,
flores y semillas de planta (Alain, 2000).

Algunos estudios sugieren que la biosintesis de naringina, como la
de otras flavanonas, esté influenciada por factores ambientales y
genéticos, determinando variaciones en los niveles de concentra-
cion de estos compuestos, estimando entre 15 - 18 gramos por Kg
de cascara fresca de pomelo como valor frecuente de concentra-
cion. Ademas, la cantidad en cascara varia de mayor a menor en
frutos inmaduros y maduros (Cobanzo et al., 2005).
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Figura 4. Naringina

Fuente. Cobanzo, 2005.

Hesperidésido

Es un bioflavonoide que se encuentra en todo el fruto especialmen-
te en la piel blanca que esté entra la pulpa y la cascara; protege
de los problemas cardiovasculares, frena el crecimiento de células
cancerigenas ademas que tienen capacidad antibacteriana y anti-
virica (Garcia et al., 2002).

Uso terapéutico del limon (Citrus limén)

Los citroflavonoides (hesperidina) se utilizan contra:

- Las disfunciones vasculares, en las que la insuficiencia venosa

resulta en hemorroides, venas varicosas, etc., ya que controlan la
permeabilidad vascular a liquidos y proteinas al disminuir la poro-

sidad.
- Vasoprotector - capilarotropo (citroflavonoides).
-Aumenta la resistencia de la pared capilar (citroflavonoides)

- También se reporta que son antiinflamatorios (quiza por su conte-
nido de bisabolol), antihistaminicos y diuréticos. El limén tiene una
fuente de vitamina C.

- Eupéptico (aceite esencial).
- Bacteriostatico (aceite esencial) obtenido por arrastre de vapor.
-Antidiarreico (pectina de la pulpa).

- Ligeramente rubefaciente, en uso tdpico (aceite esencial) (Potter,
1994).

- Por su contenido en vitaminas, sales minerales, enzimas, oli-
goelementos y flavonoides antioxidantes es un estimulante natu-
ral de las defensas, especialmente en enfermedades infecciosas,
sean de origen virico o bacteriano (Garcia et al., 2002).

Principios activos del limén (Citrus aurantifolia)
Segun: Potter (1994), el aceite es volatil, y estd compuesto por:

- 75 % de limoneno, como también -pineno, Sabineno, Terpinoleno,
Citral,-terpineol, Linalol, -ber-gamoteno y b-bisaboleno.

- Cumarinas, de las cuales las principales son: limetina, con ber-
gamotita, bergapteno (=5-metoxipsoraleno), di-metoxicumarina,
8-geranoxipsoraleno isoimperatoreno, y Isopimpinelina.

De acuerdo a House et al., (1998) indica que contienen:
-Hojas: d-limoneno, linalol, acetato de linalino, geraniol, etc.
- Flores: hesperidina, esencia de azahar.

- Corteza del fruto: d-limoneno, aldehido decilico.

- Pulpa del fruto: hesperidina, isohesperidina, aurantiamarina,
acido hesperidinico, &cido salicilico, pectina, sacarosa, dextrosa,
levulosa, etc., ademas abundante pectina. acido citrico, malico,
ascorbico.

El aceite esencial debe contener no menos del 2,2 % y no mas de
4,5 % de compuestos carboxilicos calculados como citral (neral y
garanial). Pectina tiene un efecto hemostatico local, antidiarreico y
protector de la mucosa gastrointestinal (Potter ,1994).

Salinas et al., (2005) mencionan que la hesperidina es un flavo-
noide compuesto por la flavanona hesperitina y el disacéarido ruti-
nosa (compuesto por ranmnosa, 6-desoxi-L-manosa, y glucosa).
También se lo designa como (S)-7-[[6-O-(6-desoxi-a-L-manopira-
nosil)-b-D-glucopiranosiljoxi]-2,3-dihidro-5-hidroxi-2-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona.

Posee propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antialérgicas,
hipolipidicas, vasoprotectivas y acciones anticarcinogénicas, anal-
gésicas, antipiréticas, antibacteriana contra bacterias como Pseu-
domonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y otros.

Propiedades bioldgicas y terapéuticas del limén (Citrus auran-
tifolia)

De acuerdo a Meléndez & Capriles, (1994) citado por Font, (1995),
se ha mostrado la fuerte actividad antibacteriana in vitro de la plan-
ta Citrus aurantifolia contra: Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Pseudomonas fluorescens, Proteus vulgaris, Alcaligenes faecalis,

/ 254 i
2015 "E==



Serratia marcescens, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Arthrobac-
ter globiformis, Bacillus coagulans, Staphylococcus aureus y Ente-
robacter aerogenes.

Segun Robineau (1989), citado por House et al., (1998), la decoc-
cion acuosa tiene actividad antimicética sobre Candida albicans
(Epidermophytom floccosumy Trichophyton). El limoneno es ex-
pectorante ademas es antiescorbutico, refrescante. Los limones se
utilizan mas como saborizante que en medicina, a pesar de ser una
fuente tradicional de vitamina C. Las cumarinas como el bergapte-
no es muy conocido debido a que causan fotosensibilizacion; este
efecto a veces es aprovechado en la fabricacién de bronceadores
(House et al., 1998).

Roldan (1997), indica que el limén (Citrus aurantifolia) es un des-
infectante, usado en la disenteria y afecciones gastrointestinales;
también en la pleuresia, cirrosis hepatica, reumatismo, jaquecas,
estados biliares; con bicarbonato, cura la difteria en gargaras, las
anginas y demas afecciones de la garganta; calma los desequili-
brios nerviosos; ingerido en ayunas, el jugo de limén es indicado
para los artriticos y los que tienen la tensién arterial alta. Destruye
los microbios y es usado para lavar heridas y llagas; alivia las pica-
duras de insectos, como abejas y avispas.

Eljugo corta los vomitos, cura los catarros, tonifica el estémago. La
raiz es buena en tisanas antigonorreicas; la corteza de la raiz en
infusion combate las fiebres. Las flores y las hojas son un buen an-
tiespasmadico, en infusion. Las hojas también se usan en bafios.
La pulpa de los frutos se usa externamente para curar heridas y
Ulceras; las semillas trituradas con azicar son antihelminticas y sin
triturar contiene aceites esenciales con propiedad antibacteriana
(Rojas, 2000).

Estudios de la actividad antibacteriana del limén
Concentracion de flavonoides en el limén (Citrus aurantifolia)
naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata) y Po-
melo (Citrus paradisi)

De acuerdo a Garcia et al., (2002) indica que los flavonoides es-
tan presentes en casi todas las plantas, fundamentalmente en las
partes aéreas, pero varian cualitativamente de una planta a otra.

Cuadro 1. Concentraciones de flavonoides (mg/100 mg de peso seco) en dife-
rentes partes del limon (Citrus aurantifolia)

Limon
Flavonoide |
Huoja Fruto Jugo
Rutina 501.3 227 =10
Hespendma | <10 3580 3840
Maringina =10 ] L0
Diosmina 2040 73,2 =10

Fuente: Garcia et al., 2002

Capacidad antimicrobiana de subproductos Citricos de limén,
Naranja y Mandarina frente a los patdgenos alimentarios Es-
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cherichia coli 0157:H7 y Salmonella typhimurium.

Investigadores e industriales trabajan en el desarrollo de nuevas
formulaciones y procesos que garanticen la calidad y la seguridad
de los alimentos. En el &mbito de las nuevas formulaciones, los
subproductos de la industria alimentaria representan una potencial
fuente de materias primas econdmicas, y ricas en componentes
bioactivos, cuyas propiedades tecnoldgicas y antimicrobianas se
encuentran todavia escasamente estudiadas.

El objetivo del presente estudio es evaluar las propiedades anti-
microbianas de tres subproductos citricos; mandarina, naranja y
limén, frente a dos patdgenos de especial interés para la industria
agroalimentaria Salmonella typhimurium y Escherichia coli

De los resultados obtenidos se concluye que todos los subproduc-
tos presentan efecto bacteriostatico y/o bactericida bajo las con-
diciones estudiadas, siendo el subproducto de mandarina y limon
los mas efectivos. Pudiendo actuar como barrera a la proliferacion
microbiana, adicionados, por ejemplo, a bebidas pasteurizadas,
prolongando la vida util de las mismas en refrigeracion, contribu-
yendo ademas a cumplir con objetivos de residuo cero marcados
por la Unién Europea (Foronda et al., 2009).

Accion antibacteriana del limén y salsa sobre el Ostion Cras-
sostrea virginica de la laguna de Mandinga, Veracruz

El ostion americano (Crassostrea virginica) se distribuye en los
estuarios y cuerpos de agua salina del continente americano. Es
una especie de gran importancia econdmica, por ser un produc-
to comestible y con fama de tener propiedades afrodisiacas. Co-
minmente se consume directamente de la concha. Sin embargo
conlleva a ciertas repercusiones para la salud humana, debido al
contenido de bacterias, algunas de ellas patogenas.

Este trabajo pretendi6 determinar si existe un efecto antibacteriano
del limon y salsa al agregarlos al ostién antes de comerlo, por esto
sugerimos que el limén y la salsa pueden inhibir las bacterias en un
50 %. Se compraron ostiones recién extraidos por pescadores en
Mandinga, Veracruz. En laboratorio se extrajeron los ostiones de
las conchas y cada uno fue dividio en 4 partes. Se separ6 1 gramo,
de cada una de las partes y se macerd, después se diluy6 en 9
ml de agua desionizada. Las diluciones se organizaron en cuatro
series de 3 tubos:

- Serie 1: control (C1, C2 y C3).

-Serie 2: con 1 ml de jugo de limon (L1, L2 y L3).

-Serie 3: 1 ml de salsa (S1, S2'y S3).

-Serie 4: con 1ml de salsa y limon (SL1, SL2 y SL3).

Se sembraron las cuatro series en cajas Petri con dos agares:
McConckey y Salmonella-Shigella, manteniéndolos en incubacion
35 °C, durante 48 horas. Se comprobd la presencia de bacterias
Escherichia coli y Salmonella en los ostiones, encontrando que el

efecto de la salsa y el limén contrarrestan el crecimiento de las
bacterias, si el nimero de éstas no sea alto (Ojeda et al., 2010).

Actividad antibacteriana de seis cascaras de frutos del oasis
de Pica

Se estudiaron seis cascaras de frutos que fueron colectadas a 114
kilometros al interior de Iquique, en el oasis de Pica de los siguien-
tes frutos:

-Tangelo (hibrido de Citrus reticulata con Citrus paradise)
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Mango (Mangifera Indica)

-Naranja (Citrus sinensis)

- Guayaba (Psidium guajava)

-Pomelo (Citrus grandis)

-Limon (Citrus aurantifolia)
Obtencion de los extractos acuosos

Las cascaras de los frutos en estudio, fueron molidas en un mor-
tero, y se pesaron en una balanza analitica 2 gramos de cascaras
frescas y liofilizadas por separado en un vaso precipitado. Se le
agreg6 200 mL de agua hervida calentado en un bafio termorre-
gulado dejandola reposar por 3 minutos. Se filtré en caliente, obte-
niéndose soluciones al 1 % que se almacenaron a temperatura de
0 a4 oC en frascos ambar.

Determinacion de la actividad antibacteriana

Para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos vegetales,
las cepas fueron sembradas previamente en agar Tripticasa de
Soya Merck, (24 horas antes). Luego se picaron de 3 a 5 colonias
y se inocularon en tubos conteniendo 3 mL de caldo Tripticasa de
Soya Merck, incubandose en estufa de cultivo. La densidad bacte-
riana fue ajustada aproximadamente a 1.5 x 108 bacteria/mL usan-
do la escala de MacFarland.

Se inocularon las placas de agar Muller-Hinton Merck con cada
cepa evaluada. Simultdneamente se prepararon discos estériles
a los cuales se les adicion6 de 100 - 400 L de los extractos ve-
getales.

Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas. Luego se de-
termino la formacion de halos de inhibicion. Las cepas bacterianas
utilizadas en este ensayo fueron Staphylococccus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis, Escherichia coli ATCC 25922 y Sal-
monella typhymurium.

Resultados: Los extractos de las cscaras de las frutas fueron
evaluados para determinar la actividad antibacteriana frente a dos
cepas gramnegativas y dos cepas grampositivas.

Los extractos de mango y guayaba presentaron actividad frente a
Escherichia coli ATCC 25922. Frente a Enterococcus faecalis el
extracto de cascara de mango y guayaba presentaron actividad.
Frente a Staphylococuus aureus ATCC 25923 sélo el extracto de
Limén presenté actividad antibacteriana.

Los altos contenidos de polifenoles (Flavonoides, flavonas) son
los responsables de la actividad antibacteriana. Los polifenoles
representan uno de los componentes abundantes en las cascaras
de las especies vegetales mencionadas; estos compuestos tienen
funciones de defensa en la planta, como agentes antimicrobianos,
proteccién contra herbivoro (Foronda et al., 2009).

Propiedades antibacterianas de las cascaras de limén y na-
ranja, en diferentes estados de maduracion, sobre diversos
microorganismos

El limon (Citrus limén) y el naranjo (Citrus sinensis), son especies
que poseen una amplia distribucion a lo ancho de todo el mundo,
abarcando su cultivo, lugares tan distantes como Europa y Asia,
asi como también en buena parte del continente americano, hoy
en dia se les clasifica dentro de la familia Rutaceae.

El objetivo principal de este estudio es comprobar si la cascara de
los frutos de Citrus limén y Citrus sinensis, que es en principio la

primera barrera de defensa contra el mundo exterior, posee pro-
piedades antimicrobianas sobre miembros de siete géneros bac-
terianos que poseen gran importancia clinica, debido a su afinidad
por causar infecciones en el ser humano. Estas bacterias son Sta-
phylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pro-
teus vulgaris, P. mirabilis, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, y Listeria monocytogenes.

Los resultados obtenidos, muestran que los extractos obtenidos a
partir de la cascara de naranja y limén, poseian actividad antibac-
teriana frente a 5 cepas. Estas cepas correspondieron a las es-
pecies Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis
y Escherichia coli. Es importante sefialar de que, aunque resultan
interesantes los resultados obtenidos, es necesario elaborar estu-
dios més profundos que permitan identificar y purificar los agentes
quimicos responsables con actividades antibacterianas (Cerda &
Espinosa, 2007).

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el laboratorio de Microbiologia de la Univer-
sidad Cristiana de Bolivia (UCEBOL). La duracién de esta investi-
gacion de tipo experimental y transversal fue de Agosto a Octubre
del 2013.

Se estudiaron las variedades de limon (Citrus limén (L) Osbeck, Ci-
trus limon (L) Osbeck en combinacién con Citrus reticulata y Citrus
medica L.) que es de gran consumo en nuestra ciudad.

Las muestras (cascara, semilla y hoja) fueron obtenidas del mer-
cado de La Ramada de la ciudad de Santa Cruz de la Sierra. Pos-
teriormente se realiz6 el estudio taxonémico de las plantas por el
Museo de botanica Noel Kempff Mercado, certificando la familia y
especie.

Cuadro 2. Variedades y nombre cientifico de las plantas

VARIEDADES | NOMBRE CIENTIFICO

Vartedad | | Cirraes fimion (L) Osbeck
Vanedad 2 Cirraes imon (L) Osbeck en combimscion Clrvs
redicatlare (mandarina)
Vartedad 3 Citraey meslioa (1)
Fuente: Anexo 5

Conduccion del estudio

- Obtencion del aceite por el método de destilacion de arrastre
de vapor

Para obtener el aceite esencial de: hojas, cascara y semilla de li-
mon se utilizé el método de destilacion por arrastre de vapor.

Las diferentes partes de los frutos que se utilizaron debido a sus
componentes activos con propiedades antibacterianas son:

- Semillas enteras del fruto, debido a que existe mayor concentra-
do del principio activo (hesperidina y naringina) (Maier, 2007).

- Céscara del fruto por contener glucdsido flavonico (hesperidina)
(Maier, 2007).

-Hojas, contiene principios activos como diosmina, rutina, hesperi-
dina y naringina (Garcia et al., 2002).

- Obtencion de la maceracion

- Se obtuvieron macerados de las hojas, cascara y semilla de limén
de frutos maduros.

VA C] [ — 35 oo m—
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- El macerado fue realizado pesando 500 gramos (hoja, semilla'y
cascara) en 200 mL de alcohol absoluto.

-La maceracion fue realizada por 2 dias.
- Determinacion de la actividad antibacteriana

Se determind la actividad antibacteriana del macerado (obtenido
por maceracion) y del aceite esencial (obtenido por el destilado
de arrastre de vapor), mediante el método de la concentracién
inhibitoria minima, en la cual se utilizé las siguientes cepas:

Cepas ATCC (American Type Culture Collection) (Sobrado,
2000)

- Staphylococcus aureus 25923

- Escherichia coli 25922

Las cepas ATCC fueron reconstituido en medios apropiados:
o  Staphylococcus aureus en agar Sangre

o  Escherichia coli en agar MacConkey

Actividad antibacteriana

Se prepard un indculo de las cepas ATCC utilizando como dilu-
yente 10 mL de solucién salina hasta que la turbidez sea similar
al tubo 5 de la escala de Mac Farland (1,5 x 108 UFC/mL).

Del aceite esencial obtenido por el método de destilacién de
arrastre de vapor se obtuvieron 100 L. De los macerados se
obtuvieron 2 mL. Posteriormente se utilizo el método de concen-
tracién inhibitoria minima.

Posteriormente se determind la actividad antibacteriana del acei-
te esencial y del macerado en los tubos que no presente turbidez.
Adicionalmente se realiz6 la siembra de los tubos sin turbidez en
medios respectivos de acuerdo a las bacterias a determinar.

Variables a estudiar
Variedades de hoja y fruto en estudio
-Variedad 1 Citrus limén (L) Osbeck 0

-Variedad 2 Citrus limén (L) Osbeck en combinacion Citrus reti-
culata (mandarina) 0

-Variedad 3 Citrus médica (L)

Método de obtencidn del aceite esencial y del macerado
- Destilacién por arrastre de vapor

- Maceracion

Partes a utilizar de limén (Citrus limon (L) Osbeck, Citrus limén
(L) Osbeck en combinacion con Citrus reticulata y Citrus medica
L.)

-Cascara

- Semilla de fruto 0

‘Hoja

Tipo de bacteria con sensibilidad frente al aceite esencial y ma-
cerado

- Staphylococcus aureus 25923 0

- Escherichia coli 25922

Anilisis estadistico

Para determinar la importancia estadistica de los resultados de
los diferentes extractos se aplicara el método descriptivo, medi-
ante cuadros y cruce de variables.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antibacteriana del aceite esencial y macerado del
limén (Citrus limon (L) Osbeck ) variedad 1 frente a Staphylo-
coccus aureus

El aceite esencial proveniente de la hoja y cascara del fruto de
limén (Citrus limén (L) Osbeck) presentd actividad antibacteriana y
no presento actividad en semilla del fruto.

El macerado obtenido de las diferentes partes de limén (Citrus
limén (L) Osbeck) presentd actividad antibacteriana de la hoja y
cascara del fruto y no presenté actividad en semilla del fruto.

Cuadro 3. Actividad antibacteriana del aceite esencial y ma-

cerado del limon (Citrus limén (L) Osbeck) variedad 1 frente a
Staphylococcus aureus

‘-‘I‘np-‘:_: .l'an'lccn'T ﬂ'lfﬂ"hl"i

Variedad 1 ACEITE ESENCIAL MACERADO

1 |

Chscara
=
Semilla del frutw 2 e

Haja I !

1.- Con actividad antibacteriana  2.- Sin actividad antibacteriana
Fuente: Elaboracién propia

Los resultados obtenidos muestran que el aceite obteni-
do de la cascara y hoja no present6 desarrollo bacteriano
debido a que la naringina (P.A.) se encuentra en mayor
proporcion en esa parte del fruto lo que se relaciona con
Maier (2007). Uno de los flavonoides mas importantes del
limon es la naringina (que se transforma en el organismo
en naringenina), de propiedades fluidificantes de la san-
gre, antioxidantes y anticancerigenos, antibacterianas para
bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus) asi como
bacterias gramnegativas.

El macerado de cascara y hoja de limén de la variedad
1 present6 actividad antibacteriana debido a que contiene
componentes activos frente a bacterias.

Actividad antibacteriana del aceite esencial y macera-
do del limén (Citrus limon (L) Osbeck) en combinacion
con mandarina (Citrus reticulata) variedad 2 frente a
Staphylococcus aureus

El aceite esencial proveniente de la hoja y cascara del fru-
to de limon (Citrus limén (L) Osbeck) en combinacién con
mandarina (Citrus reticulata) presentd actividad antibacte-
riana y no presentd actividad en semilla del fruto.

El macerado obtenido de las diferentes partes del fruto de
limoén (Citrus limén (L) Osbeck) en combinacion con man-
darina (Citrus reticulata) present6 actividad antibacteriana
de la hoja y no presentd actividad en semilla y cascara del
fruto.
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Cuadro 4. Actividad antibacteriana del aceite esencial y ma-
cerado del limén (Citrus limén (L) Osbeck) en combinacion
con mandarina (Citrus reticulata) en combinacién con man-
darina (Citrus reticulata) variedad 2 frente a Staphylococcus

aureus

Niaphylococons aurees

Varfedad 2 ACEITE ESEXNCIAL MACERADO

b

Ciscara 1

2

o

Semilla del fruto

Hoja 1 I

1.- Con actividad antibacteriana  2.- Sin actividad antibacteriana

El aceite esencial del limon (Citrus limén) presenta el principal
principio activo que es la hesperidina; actia mayormente sobre
bacterias grampositivas y escasamente sobre las gramnegativas.
Estos resultados son confirmados por Garcia et al., (2002) que in-
dica que la hesperidina son los principales flavonoides que actian
sobre bacterias grampositivas presentes en la cascara y hojas de
la planta.

En el macerado solo la hoja del limén (variedad 2) presenté activi-
dad antibacteriana debido a sus componentes como la hesperidina
y narangina.

Actividad antibacteriana del aceite esencial y macerado del
limén (Citrus medica L.) variedad 3 frente a Staphylococcus
aureus

El aceite esencial proveniente de la hoja y cascara de limén (Citrus
medica L.) presenté actividad antibacteriana y no presento activi-
dad en semilla del fruto.

El macerado obtenido de las diferentes partes de limon (Citrus me-
dica L.) no presenté actividad antibacteriana de la hoja, semilla y
cascara del fruto.

Cuadro 5. Actividad antibacteriana del aceite esencial y mace-
rado del limén (Citrus medica L.) variedad 3 frente a Staphylo-
coccus aureus

Sraphylococcns anrens

Variedad 3 ACEITE FSENCTIAL MACERADO

% 1 2
Ciscara =

2 2

Semilla del fruto

=1

Hoja i

-

.- Con actividad antibacteriana  2.- Sin actividad antibacteriana

Estos resultados son comparables a los de Dabbah et al., (2002)
citado por Martinez et al., (2003), donde los aceites esenciales de
citricos presentaron mayor actividad antibacteriana frente a cepas
bacterianas como Staphylococcus aureus.

Los resultados obtenidos del macerado de limon (Citrus medica
L.) demuestran que no presenta actividad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus, esto se debe principalmente a que no con-
tiene componentes activos frente a bacterias grampositivas.

Actividad antibacteriana del aceite esencial y macerado del li-
mon (Citrus limén (L) Osbeck) variedad 1 frente a Escherichia
coli

El aceite esencial proveniente de cascara y semilla del fruto de li-
mon (Citrus limén (L) Osbeck) no presenté actividad antibacteriana
y si presentd en hojas de limon.

El macerado obtenido de las diferentes partes de limén (Citrus
limén (L) Osbeck) no presentd actividad antibacteriana en hoja,
cascara y semilla de limén.

Cuadro 6. Actividad antibacteriana del aceite esencial y ma-
cerado del limén (Citrus limén (L) Osbeck) variedad 1 frente a
Escherichia coli

Escherichia celi

Variednd 1 ACEITE ESENCIAL. |~ MACERADO

] 3

Cascara

-

L

Semilla del frute

b

Hoja 1

1.- Con actividad antibacteriana ~ 2.- Sin actividad antibacteriana

Las cepas de Escherichia coli no resultaron inhibidas en su cre-
cimiento por el aceite esencial obtenido por destilacién de arras-
tre de vapor. Estos resultados son comparables a los de Martinez
et al., (2003) que indica que los principios activos de naringina y
rutina actlian en mayor proporcién sobre bacterias granpositivas
y su actividad es escasa sobre las gramnegativas debido a que
este tipo de bacterias son oportunistas cuando el sistema inmune
esta deprimido.

Garcia et al.,(2002), indicd que los flavonoides més importantes
del limén son la naringina, rutina y diosmina que poseen activi-
dad antibacteriana contra las bacterias grampositivas (Staphylo-
coccus aureus) y muy escasamente sobre las gramnegativas.

El macerado de limén (Citrus limén (L) Osbeck) no presenté ac-
tividad antibacteriana debido a que no contiene componentes
activos frente a bacterias gramnegativas.

Actividad antibacteriana del aceite esencial y macerado del
limén (Citrus limén (L) Osbeck) en combinacion con manda-
rina (Citrus reticulata) variedad 2 frente a Escherichia coli

El aceite esencial proveniente de la hoja y cascara de limén (Ci-
trus limén (L) Osbeck) en combinacién con mandarina (Citrus
reticulata) present6 actividad antibacteriana y no presentd activi-
dad en semilla del fruto.

El macerado obtenido de las diferentes partes de limon (Citrus
limén (L) Osbeck) en combinacion con mandarina (Citrus retic-
ulata) no present6 desarrollo bacteriano de la hoja, cascara y
semilla de limén.

L= -\.,’h\| Cr_ll' [& — 25 anos al seryicio
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Cuadro 7. Actividad antibacteriana del aceite esencial y mac-
erado del limon (Citrus limon (L) Osbeck) en combinacion
con mandarina (Citrus reticulata) variedad 2 frente a Esch-

erichia coli

Exeherichia coli

Varledad 2 ACEIE ESENCIAL |  MACERADO

il
Ciscara ! =

- l

Semilla del frute

(]

Hoja 1

1.- Con actividad antibacteriana  2.- Sin actividad antibacteriana

Estos resultados obtenidos se relacionan con Salinas et al., (2005)
que mencionan que el flavonoide hesperidina estd compuesto por
la flavanona, hesperidina presente en limones, pomelo y naranjas,
que posee propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antialér-
gicas, hipolipidicas, vasoprotectivas y analgésicas, antipireticas,
antibacteriana contra bacterias como Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli , Staphylococcus aureus
y otros.

Actividad antibacteriana del aceite esencial y macerado del
limén (Citrus medica L.) variedad 3 frente a Escherichia coli

El aceite esencial proveniente de la hoja y cascara de limén (Citrus
medica L.) presentd actividad antibacteriana y no presenté activi-
dad en semilla del fruto.

El macerado obtenido de las diferentes partes de limon (Citrus me-
dica L.) no present6 desarrollo bacteriano de la hoja y no present6
actividad en semilla y cascara del fruto.

Cuadro 8. Actividad antibacteriana del aceite esencial y mace-
rado del limén (Citrus medica L.) variedad 3 frente a Escheri-
chia coli

Lscherichia coli
Variedad 3 ACEILE ESENCLAL MACERADO
T 1 2
Cascara =
- 1 2
Semilla del frute i =
1 2
Hoja

1.- Con actividad antibacteriana  2.- Sin actividad antibacteriana

El limén (Citrus medica L.) posee actividad bactericida, gracias a
hesperidina y naringina presente en la cascara del fruto y hoja, el
cual es capaz de inhibir el crecimiento de bacterias grampositivas y
gramnegativas, principalmente sobre Escherichia coli, siendo car-
ente de efectos secundarios para la salud.

CONCLUSIONES
- Se obtuvieron el aceite esencial por destilacion de arrastre de

vapor, asi como también el macerado provenientes de céscara,
semilla y hoja de limén.

- Las tres variedades del limén (Citrus limén) son, variedad 1 (Ci-
trus limén (L) Osbeck), variedad 2 (Citrus limén (L) Osbeck en
combinacion Citrus reticulata) y varidad 3 (Citrus medica (L). La
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variedad 1 presenta mayor cantidad de principio activo con mayor
actividad antibacteriana.

- Staphylococcus aureus frente al aceite esencial obtenido de la
hoja y cascara de la variedad Citrus limén (L) Osbeck present6
actividad antibacteriana. EI macerado presenté actividad antibac-
teriana de la hoja y cascara del fruto.

- El aceite esencial de hoja y cascara del fruto de la variedad Citrus
limén (L) Osbeck en combinacion Citrus reticulata presento activi-
dad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y no presentd
actividad en semilla del fruto. EI macerado present6 actividad anti-
bacteriana de la hoja y no de semilla y cascara del fruto.

- El aceite esencial proveniente de hoja y cascara de la variedad
Citrus medica (L) frente a Staphylococcus aureus presenté activi-
dad antibacteriana y no presenté actividad en semilla del fruto. El
macerado no presenté actividad antibacteriana de la hoja, semilla
y cascara del fruto.

- El aceite esencial de cascara y semilla del fruto de la variedad
Citrus limon (L) Osbeck no presento actividad antibacteriana vy si
presenté en hojas de dicho fruto. El macerado obtenido no pre-
sentd actividad antibacteriana en hoja, cascara y semilla del fruto
frente a Escherichia coli.

- El aceite esencial de hoja y cascara del fruto de la variedad Citrus
limén (L) Osbeck en combinacion Citrus reticulata presento activi-
dad antibacteriana frente a Escherichia coliy no presenté actividad
en semilla del fruto. EI macerado obtenido no presenté actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli.

- El aceite esencial de hoja y cascara del fruto de la variedad Ci-
frus medica (L) present6 actividad antibacteriana y no present6
actividad en semilla del fruto. El macerado obtenido no presentd
actividad antibacteriana frente a Escherichia coli'y Staphylococcus
aureus.

- La variedad 1 presenta con mayor frecuencia actividad antibacte-
riana frente a Staphylococcus aureus en macerado y aceite esen-
cial de la cascara y hoja de limén (Citrus limén).

- Los resultados obtenidos demuestran que el aceite esencial po-
see componentes con actividad antibacteriana de las tres varie-
dades y con mayor actividad frente a Staphylococcus aureus, de
acuerdo a estudios realizados por diferentes investigadores son
bacteriostaticos y bactericidas.

RECOMENDACIONES

- El limén podria ser una alternativa para el tratamiento de
infecciones bacterianas en el futuro siempre y cuando se rea-
licen estudios clinicos en pacientes con diferente patologia,
evaluando parametros clinicos y bacteriolégicos lo cual confir-
maran la eficacia obtenida de manera in- Vitro.

- Se debera realizar pruebas de comparacion del Limoén en
diferentes zonas geogréficas de Bolivia, la finalidad es clasifi-
carlos segun el grado de actividad antimicrobiana, consideran-
do que Bolivia es uno de los paises con mayor riqueza en su
tierra fértil lo cual colabora a la diversidad de su flora.

- Es de trascendental importancia que las instituciones e in-
dustrias farmacéuticas apoyen a las investigaciones lo cual
servira de gran utilidad para obtener nuevos principios activos
con propiedad antibacteriana, especialmente para evitar la
resistencia y reacciones adversas producidas por los antibié-
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ticos en el hombre.

- Disefiar formulaciones farmacéuticas sélidas aumentando

asi las posibilidades de introduccion al mercado, el que ser-

viria para las personas que sufren con la resistencia a anti-

bidticos.

RECOMENDACIONES

o El limén podria ser una alternativa para el tratamiento de
infecciones bacteriana en el futuro siempre y cuando se rea-
licen estudios clinicos en pacientes con diferente patologia,
evaluando parametros clinicos y bacterioldgicos lo cual con-
firmaran la eficacia obtenida de manera in- Vitro.

o Se debera realizar pruebas de comparacién del Limon en
diferentes zonas geogréficas de Bolivia, la finalidad es cla-
sificarlos segun el grado de actividad antimicrobiana, con-
siderando que Bolivia es uno de los paises con mayor
riqueza en su tierra fértil lo cual colabora a la diversidad
de su flora.

o Es de trascendental importancia que las instituciones
e industrias farmacéuticas apoyen a las investigacio-
nes lo cual servird de gran utilidad para obtener nue-
vos principios activos con propiedad antibacteriana,
especialmente para evitar la resistencia y reacciones
adversas producidas por los antibiéticos en el hombre.

o Disefiar formulaciones farmacéuticas sodlidas au-
mentando asi las posibilidades de introduccidn al mer-
cado, el que serviria para las personas que sufren re-
sistencia a antibiéticos.
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CASO CLINICO N° 1 (pE LA PAGINA 13)

Coriorretinitis tuberculosa primaria.

Compite Vied 9

Respuesta

Entre los antecedentes cuenta madre con esclerosis multiple y padre con antecedentes de tuberculosis pulmonar. Es una enfermedad
poco frecuente, con una incidencia de 1% de impacto no bien reconocido. Puede comprometer cualquier componente del sistema
visual. La mayoria no tienen historia de enfermedad pulmonar o sistémica. Radiografia normal en un 50% de los casos
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