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Valoracion antimicrobiana del extracto de semilla de toronja.

I. INTRODUCCION

La industria farmacéutica ha venido innovando en cuanto a variedad de productos sintéticos
y muy poco para los de origen natural, sin embargo estos ultimos no han tenido el impacto
deseado; segun la reglamentacion técnica centro americana (RTCA), para que un producto
pueda considerarse 100% natural, todos y cada uno de sus componentes deberéa ser de origen
natural. Aunque actualmente no se cumple con dicho requisito pues aun no se ha podido
encontrar un agente conservador natural que contenga las propiedades necesarias para
sustituir a los agentes conservadores sintéticos (parabenos), siendo éste uno de los

principales problemas presentes en la industria fitofarmacedutica.

Existe alguna variedad de agentes conservadores utilizados en la industria de los alimentos, si
bien la industria fitoterapica no es muy propia de dicha linea, ocasionalmente se omite que sus

materias primas igualmente son de origen natural.

Existen reportes de algunas observaciones realizada en 1972 por el fisico Dr. Jacob Harish, el
cual haciendo pruebas de campus en el jardin de su casa descubri6 mas bien por casualidad
que las semillas de toronja no se pudrian, como todas las demas, e intrigado, comenz6é un
estudio lo que le permitié deducir de que los componentes de esta simple semilla aportaban
propiedades germicidas, siendo esto quizad el inicio de una nueva alternativa para los

productos de origen natural que adun no cuentan con agentes conservadores del mismo origen.

En el desarrollo de esta investigacion, se pretende comprobar las propiedades antimicrobianas
de un producto natural. El producto seleccionado es el Extracto de Semilla de Toronja (EST); a
éste se le atribuye un sin nimero de propiedades, dentro de las cuales se destaca como un
potente antimicrobiano de amplio espectro, altamente efectivo. El propésito es evaluar las
propiedades antimicrobiana, contrastarlo con agentes conservadores sintéticos y determinar
los valores de tolerancia a dicho extracto, mediante ensayo microbiolégico in Vitro. Aportando
asi una base para futuras investigaciones, lo cual representaria una gran ayuda para la
industria fitofarmaceultica. De esta manera en lugar de parabenos de origen sintético se
utilizarian conservantes naturales, siendo mucho mas beneficiosos; ya que estos productos

son de bajo costo y menos perjudiciales para la salud de los consumidores.

Br. Rosa Oporta, Br. Edel Oporta, Br Fabiola Rodriguez. UNAN-LEON



Valoracion antimicrobiana del extracto de semilla de toronja.

I1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General:
Realizar un ensayo in Vitro del extracto de semilla de toronja (EST) para comprobar la
efectividad antimicrobiana, contrastarla con agentes conservadores sintéticos y determinar su

limite de tolerancia.

2.2 Objetivos Especificos:

e Comprobar las propiedades antimicrobianas descritas en la literatura del

extracto de semilla de toronja como agente conservador.

e Contrastar la actividad antimicrobiana del extracto de semilla de toronja

con agentes conservadores sintéticos (metil y propilparabeno)

e Determinar el limite de tolerancia para dicho extracto.

Br. Rosa Oporta, Br. Edel Oporta, Br Fabiola Rodriguez. UNAN-LEON



Valoracion antimicrobiana del extracto de semilla de toronja.

III. MARCO TEORICO

3.1 Extracto de semilla de toronja comercial
Se define como un bactericida y fungicida sistémico de origen organico natural, con especial
efectos de prevencion y conservacion en procesos industriales donde es aplicado.
La principal composicion quimica de este consta de extracto de semilla de citricos. Es un
producto organico natural, cuyo ingrediente activo constituye el extracto de semilla de citricos.
Dicho ingrediente activo es un compuesto estabilizado fisicamente e integrado por pequerias
trazas de elementos quimicos naturales tales como:

e Acido ascorbico (vitamina C)

e Bioflavonoides de citricos.

Este extracto provoca una inhibicion y cambios complejos en la permeabilidad de la membrana
celular. De manera que decodifica e interfiere en los mensajes quimicos de las enzimas y las
proteinas desdobladores de los nutrientes esenciales de los patégenos. Actua sobre el diéxido
de carbono de las células bacterianas y fungicas, reduciéndolo y oxidandolo, provocando
dafios en el citoplasma y la membrana celular, impidiendo asi la multiplicacion de los

patégenos. Por lo complejo y por los puntos de accion, la posibilidad de resistencia es minima.

En su accion es poderoso y de amplio espectro, actia eliminando microorganismos aun a
bajas diluciones. Con mayor acciéon residual que los otros compuestos utilizados hasta ahora.
Optima estabilidad, en Ph bajo y temperatura hasta 130°C. Es estable a cambios de luz. Es
biodegradable al 100% tanto en aguas duras como suaves. No es toxico, ni para el ser
humano ni para los animales. No contamina el ambiente como otros productos tradicionales.
No permite la aparicion de cepas resistente a su accién germicida. No es antibidtico. Tiene un
poder de penetraciéon rapido y eficaz. Es selectivo y actla Unicamente sobre microorganismos

patégenos por su naturaleza. Altamente econdmico

Su accion residual es benéfica para la salud de plantas y el ser humano, a diferencia de otros

agentes que pueden ser irritantes o toxicos durante un uso prolongado.

Br. Rosa Oporta, Br. Edel Oporta, Br Fabiola Rodriguez. UNAN-LEON
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3.1.1 Descripcion del extracto de semilla de toronja como persevante

La necesidad de afiadir agentes preservantes es comun en gran parte de la industria
alimentaria actual. Se describe un nuevo preservante de origen natural, producto de la mas
avanzada tecnologia que por primera vez se le presenta como una opcion al alcance de los

tecndlogos, industriales y profesionales.

El término preservante por ser parte no solo del vocabulario técnico, sino del uso general,
tiene un significado mucho mas amplio. Por ello restringimos el significado a las capacidades
de bactericida, fungicida, preservante y antioxidante, las cuales son funciones que con mas
frecuencia debe de cumplir un agente preservante, ya que en los fend6menos de oxidaciéon y de
putrefaccion son los mayores causantes de la alteracion de caracteristicas organolépticas y del

valor de un producto.

3.2 Toronja
La toronja, también conocido como pomelo o pamplemusa, es el fruto del arbol homénimo que

pertenece al género Citrus de la familia de las Rutaceas. Esta familia comprende mas de 1.600
especies. El género botanico Citrus es el méas importante de la familia, y consta de unas 20
especies con frutos comestibles, todos ellos muy abundantes en vitamina C, flavonoides y

aceites esenciales.

3.2.1 Extracto de semilla de toronja
El extracto organico comercial de semilla de toronja refiere ser un compuesto antimicrobiano

de amplio espectro no toéxico.

Algunas atribuciones refieren ser:

® Se considera de amplio espectro antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas y
negativas, hongos, virus y protozoos.

e Se considera que su poder de efectividad oscila En general de 200 a 2000 partes por
millén (ppm).

e EI EST es seguro y no toxico incluso a dosis mucho mas altas de las recomendadas.
e El EST es un producto natural derivado de las semillas, pulpa y membranas blancas de

la toronja.
e Es un producto que muy rara vez da lugar a reacciones alérgicas. El EST siempre debe
ser tomado diluido por su potencial acidez.

e Garantiza un adecuado balance interno y externo con la naturaleza.

Br. Rosa Oporta, Br. Edel Oporta, Br Fabiola Rodriguez. UNAN-LEON
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e El EST puede ser combinado con una gran cantidad de plantas medicinales con efectos
sinérgicos a ellas. A su vez, el poder antimicrobiano del EST lo posibilita como un gran

conservante de la potencia y eficacia de las plantas con las que se asocia.

3.3 Antimicrobianos o conservadores naturales

La demanda de productos farmacéuticos de calidad se ha incrementado con el crecimiento de
la poblacion mundial de manera considerable, esto a su vez, implica un cambio en el estilo de
vida y aun mas, un compromiso de la industria misma

Sin embargo a pesar de las diferentes técnicas de conservacion disponibles, la alteracion de
farmacos y fitofarmacos por parte de los microorganismos es un problema no controlado del

todo.

El uso de agentes quimicos ha sido uno de los métodos de conservacibn mas antiguos y
tradicionales que existen, sin embargo, no cumple con el concepto de natural o seguro que los

consumidores demandan.

La sociedad actual, demanda también, productos con menos aditivos quimicos ya que, algunos
de estos son sospechosos de poseer algun grado de toxicidad. Es asi que la industria
fitofarmaceutica se esfuerza por remover completamente el uso de antimicrobianos quimicos y
adoptar alternativas naturales para el mantenimiento o extension de la vida util de sus

productos.

Cada vez méas se reconoce la actividad antimicrobiana de algunos tipos de plantas. El papel de
la investigacion es fundamental en este punto, y es necesario que los consumidores reciban la
mayor informaciéon posible sobre estas técnicas para evitar recelos al consumo del producto.
Una amplia variedad de sistemas antimicrobianos naturales, han sido desarrollados a partir de
microorganismos, plantas y animales, muchos de los cuales ya han sido empleados para la
conservacion de alimentos y otros estan siendo investigados para futuras aplicaciones en

productos fitofarmaceuticos.

Plantas, hierbas y especias, asi como sus aceites esenciales, contienen un gran namero de
sustancias con propiedades que inhiben la actividad metabdlica de bacterias, levaduras y
mohos, reportandose méas de 1340 plantas como potenciales fuentes de antimicrobianos.
Estos compuestos pueden ser letales para las células microbianas o simplemente servir como

inhibidores de la produccion de metabolitos.

Br. Rosa Oporta, Br. Edel Oporta, Br Fabiola Rodriguez. UNAN-LEON



Valoracion antimicrobiana del extracto de semilla de toronja.

3.3.1 Conservador

Un agente conservador es una sustancia de amplio espectro que al ser afiadida en
determinada proporciéon a los alimentos, productos farmacéuticos o cosméticos, evitan la
vida o proliferacion de los microorganismos y de esta manera minimizan el deterioro o
contaminacion (inadvertida) de los productos, disminuyendo el riesgo para la salud de los

consumidores.

Los sitios de accion de los agentes antimicrobianos en la célula microbiana, incluye a la
membrana celular, pared celular, enzimas metabdlicas, sintesis de proteinas y el sistema
genético, todos ellos, sitios estratégicos para la supervivencia de los microorganismos y
cualquier accion sobre ellos puede inactivar a la célula microbiana. Los compuestos utilizados
como antimicrobianos tienen varios sitios de ataque dentro de las células microbianas y que
dependiendo de las concentraciones utilizadas, pueden causar la inactivacion o inhibicion de

los microorganismos.

3.3.2 Modo de accion de los agentes antimicrobianos de origen natural

Conner (1893) sugirié que la actividad antimicrobiana de los agentes conservadores se basa
en el deterioro de varios sistemas enziméaticos, incluidos aquellos involucrados en la
produccion de energia y en la sintesis de compuestos estructurales. Una vez que el compuesto
cruza la membrana celular, puede interactuar con las enzimas y con las proteinas causando un

flujo contrario de protones a través de ella, afectando asi la actividad celular.

Kabara (1991), menciona que los efectos de estos compuestos pueden ser a dos niveles,
sobre la integridad de la pared celular y membrana citoplasmatica asi como sobre la respuesta
fisiol6égica del microorganismo. Estos pueden desnaturalizar a las enzimas responsables del
inicio de la germinacién de las esporas o interferir con el uso de aminoacidos necesarios para

iniciar el proceso de germinacion.

Existen pocos estudios enfocados a comprender el mecanismo involucrado en la inhibicion
microbiana por especies vegetales. Sin embargo, se supone que dada la estructura fendlica de
muchos de los compuestos con actividad antimicrobiana presentes en las especies, el modo de

accion debe ser similar al de otros compuestos vegetales.

3.3.3 Clasificacion de antimicrobianos naturales
« De origen animal
« De origen vegetal

= De origen microbiano

Br. Rosa Oporta, Br. Edel Oporta, Br Fabiola Rodriguez. UNAN-LEON
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3.3.4 Antimicrobianos naturales de origen vegetal

Dentro de los compuestos antimicrobianos de origen natural existe una variedad dentro de los
mas importantes se pueden mencionar:

« Fitoalexinas

= Acidos orgéanicos

* Especias

* Aceites esenciales.

3.3.5 Eficacia de los agentes antimicrobianos

Existe un numero importante de reportes a cerca de la actividad antimicrobiana de extractos,
aceites y especias, es dificil hacer estimaciones cuantitativas y hacer comparaciones de sus
efectos debido, al menos parcialmente, a la gran variedad de métodos que se han utilizado

para evaluar su efectividad.

Para la aplicacion de los antimicrobianos de origen natural, se necesita comprobar su eficacia
in Vitro, en medios microbiolégicos. Las pruebas in Vitro proporcionan informacion valiosa a
cerca de la efectividad de un compuesto, y pueden ser evaluadas de igual manera, las
variables que afectan a la actividad antimicrobiana, la cual depende, como se ha visto, del
tipo, genero y especie, y microorganismo a probar. Por ejemplo las esporas bacterianas, son

mas resistentes al efecto de los antimicrobianos que las células vegetales.

Debido a que la mayoria de los antimicrobianos son bacteriostaticos mas que bactericidas. Los
agentes antimicrobianos de origen natural no contribuyen al desarrollo de cadenas de

resistencia o alteracion del ambiente de manera que crezcan otros organismos patogenos.

Algunos de los factores intrinsecos y extrinsecos o variables asociadas a la aplicacion de los
agentes antimicrobianos se determinan en las pruebas in Vitro. Estas incluyen temperatura,
pH, potencial de o6xido-reduccién y actividad de agua. Para el éxito de estas pruebas, se

requiere que estos factores sean controlados.

El tiempo de exposicion debe ser cuidadosamente controlado para establecer resultados
significativos. El efecto de la temperatura es muy importante durante la incubacién y la
exposicion. En la mayoria de los casos, el incremento de la temperatura de exposicion
incrementa la actividad del antimicrobiano. La temperatura de incubacion debe ser la 6ptima

para los microorganismos de prueba. La composicion de la atmésfera, juega un rol muy
7
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importante, es necesario definir si el microorganismo es anaerobio o no. La actividad de los
antimicrobianos se ve afectada de igual manera por el pH, generalmente la actividad

antimicrobiana de los acidos organicos se atribuye principalmente a su forma no disociada.

Compuestos antimicrobianos que poseen efecto sobre la actividad enzimatica:
« Compuestos especificos

— Isotiocianatos

— Alicina

— Fenoles y polifenoles

* Fenoles simples

= Derivados del acido hidroxicinamico

« Flavonoides

* Taninos

* Antioxidantes fendlicos

3.4 Antimicrobianos o conservadores sintéticos

La mayoria de los productos actuales para el cuidado personal son a base de agua y como
tales proporcionan un atractivo medio para el desarrollo de microorganismos. Hay dos puntos
potencialmente peligrosos cuando la contaminacibn puede ocurrir en la cadena de
abastecimiento:

1) Durante la manufactura del producto.

2) Cuando el cliente usa el producto.

Todos los fabricantes deben asegurarse de que sus productos sean seguros y no presenten un
riesgo para los clientes debido a la contaminacién de cualquier fuente.

La actitud de la industria cosmética en los Estados Unidos previa a los afios 60 era que si un
producto no olia mal y se veia bien, era un buen producto. Esta actitud cambi6é a mediados de
los 60 cuando comenzaron a probarse los productos para el cuidado de la piel y el cabello
contra la contaminacion microbiolégica. Los resultados fueron sorprendentes; casi la mitad de
los productos que compraban los consumidores estaban contaminados con microorganismos.
Este hallazgo llevé a los fabricantes a buscar maneras de conservar sus productos, no so6lo
para la seguridad de sus clientes, sino también para extender el ciclo util de los productos.

Se inici6 asi la busqueda de nuevos conservadores quimicos que fueran baratos y eficaces en
una variedad de férmulas. Para satisfacer esta demanda, los cientificos descubrieron algunos
quimicos complejos como los parabenos, el formaldehido, el fenoxietanol, los sorbatos y otras
moléculas organicas complejas que se llegaron a conocer como conservadores sintéticos

convencionales.
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Dentro de los conservadores ampliamente utilizados se pueden mencionar los siguientes:

Agentes conservadores concentracion efectiva
Acido benzoico 0.1- 0.2%

Acido sérbico 0.1- 0.2%

Benzoato de sodio 0.1- 0.2%
Metil-parabeno 0.1%
Propil-parabeno 0.0 5%

3.4.1 Parabenos

De todos los conservantes conocidos, estos son los que han sido mas estudiados y los que
tienen mayor aplicacién farmacéuticas e industrial.

Los mas empleados en farmacia son los esteres metilicos y propilicos del &acido p-
hidroxibenzoico, comercialmente conocidos como nipagyn y nipazol; que en concentraciones

adecuadas, estos evitan el crecimiento de toda clase de microorganismos.

Los esteres del acido p-hidroxibenzoico que se utilizan, casi siempre en forma de solucion
conservadora, son totalmente atéxicos cuando se aplican por via oral, pues no se absorben
solo ligeramente por los materiales elasticos, pero su actividad resulta notablemente

disminuida por tensoactivos y macromoléculas, sobre todo por los 6xidos de polietileno.

Con respecto al efecto producido por la asociacion de estos, esta demostrado que los
homologos tienen mayor solubilidad, razén por la cual su empleo esta mas extendido. Si se
observan las propiedades fisicas-quimicas de los parabenos, se nota que éstos son los que
mas se aproximan al conservador ideal, pues estos son:

-incoloros

-inodoros

-insipidos

-no reactivos

-neutros en solucién

-atoxicos

-efectivos en una amplia gama de pH.
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3.4.2 Metilparabeno (metil 4-hidroxibenzoato)

Aplicaciones en formulaciones farmacéuticas o tecnolégicas:

Es utilizado como un preservante antimicrobiano en cosméticos y productos alimenticios y
formulaciones farmacéuticas; usado en combinacién con parabenos y otros agentes
antimicrobianos. El metilparabeno es el mas frecuentemente usado como preservante
antimicrobiano. Los parabenos son efectivos a un rango variable de pH y tienen un amplio

espectro de actividad antimicrobiana.

Usos: Utilizado en formulaciones farmacéuticas 1.M, 1.V, preparaciones oftalmicas, soluciones

orales y suspensiones, preparaciones topicas y vaginales.

3.4.3 Propilparabeno (propil 4-hidroxibenzoato)

Aplicaciones en formulaciones farmacéuticas o tecnolégicas:

Es utilizado como un preservante antimicrobiano en cosméticos y productos alimenticios y
formulaciones farmacéuticas; usado en combinacibn con parabenos y otros agentes
antimicrobianos. El propilparabeno es el mas frecuentemente usado como preservante
antimicrobiano. Los parabenos son efectivos a un rango variable de pH y tienen un amplio

espectro de actividad antimicrobiana.

Usos: Utilizado en formulaciones farmacéuticas 1.M, 1.V, Preparaciones oftalmicas, soluciones

orales y Suspensiones, preparaciones topicas y vaginales.

3.4.4 Requisitos de los agentes conservadores sintéticos
Para las sustancias quimicas utilizadas en la estabilizacion microbiana de medicamentos se
han establecidos los siguientes requisitos:

e Tolerancia fisiolégica, las concentraciones utilizadas no deben presentar
signos toxicos, alérgicos o de sensibilizacion.

e Compatibles con las sustancias activas y coadyuvantes. Dentro de este
requisito se comprenden también la exigencia de que no se produzca
inactivacion o solo insignificativamente, por los materiales de envasado,
inclusive micelas, tensoactivos.

e Olor y sabor, los conservadores deben ser insipidos e inodoros.

e Espectro activo. Deben ser activo como bacteriostatico o bactericida vy
como fungistatico o fungicida.

e Estabilidad quimica.
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3.5 Control de crecimiento microbiano
Para controlar el crecimiento de los m.o. se pueden emplear dos estrategias:
a) eliminar los m.o. presentes.
b) impedir su multiplicacion.
La accion de los agentes de control depende a grandes rasgos de los siguientes factores:
e el tipo de m.o. que se quiere controlar y la carga inicial del mismo.
e la dosis del agente, que involucra la concentracion o intensidad aplicada durante un
determinado tiempo.

e el medio en el cual se encuentran los m.o.

3.5.1 Pruebas de eficacia antimicrobiana

Los conservantes antimicrobianos son sustancias agregadas a las formas farmacéuticas no
estériles para protegerla del desarrollo microbiano o de microorganismos que se introducen sin
ser advertidos durante el proceso de fabricacion o después de éste. Los conservantes
antimicrobianos no deben emplearse en lugar de las buffer o solamente para reducir la
poblacion microbiana viable de un producto no estéril o para controlar la biocarga antes de la

esterilizacién de formulaciones multidosis durante la fabricacion.

Todos los agentes antimicrobianos Utiles son sustancias toxicas. Para la maxima proteccion de
los pacientes, para la concentracion del conservante que se indique como eficaz en el producto

envasado final debe de ser inferior al nivel que pueda resultar toxico para los seres humanos.

La concentracion de un conservante antimicrobiano agregado puede mantenerse al minimo si
los ingredientes activos del formulario poseen eficacia antimicrobiana intrinseca. La eficacia
antimicrobiana, ya sea inherente al producto o producida por la adiccion de un conservante
antimicrobiana, debe ser demostrada para todos los productos que contengan conservante

antimicrobiano. Los conservantes antimicrobianos deben estar indicados en la etiquetas.

Los microorganismos viables empleados en la prueba no deben de haber sufrido mas de 5
pasajes desde su extraccion del cultivo original de ATCC para los fines de la prueba un pasaje
se define como la transferencia de microorganismos desde un cultivo establecido a un medio

nuevo.

Todas las transferencias se encuentran, en el caso de organismos mantenidos mediante

técnicas de siembra, en lotes.
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Cada ciclo consiste en congelar y descongelar y revivir a los microorganismos en un medio
nuevo se considera como una sola transferencia. Para el almacenamiento de cultivos a largo
plazo se debe emplear una técnica de siembra a partir del cultivo madre. Los cultivos recibidos

de ATCC se deben revivir de acuerdo con las instrucciones.

Los cultivos de trabajo entonces pueden ser empleados de forma periédica (todos los dias en

el caso de bacterias y levaduras) para iniciar el cultivo de in6culos.

Organismo | Medio Temperatura Indculo Recuperacio
Apropiado de Incubacion | Tiempo de | n Microbiana
Incubacién | Tiempo de
Incubacion
Echerichia. Caldo de | 32,5 +/-2,5°C 18 a 24 3 a5 dias
coli Digerido de horas
( ATCC N° | Caseina Soja.
8739) Agar DCS
Staphylococ | Caldo de | 32,5 +/-2,5°C 18 a 24 3 a 5 dias
cus aureus ( | Digerido de horas
ATCC N° | Caseina Soja.
6538) Agar DCS.
Shiguella Caldo de | 32,5 +/-2,5°C 18 a 24 3 a 5 dias
sonnie Digerido de horas
(ATCC N° | Caseina Soja.
1432) Agar DCS.
Salmonella.t | Caldo de | 32,5 +/-2,5°C 18 a 24 3 a5 dias
hiphy (ATCC | Digerido de horas
N°14028) Caseina Soja.
Agar DCS.
Candida.albi | Agar 22,5 +/- 2,5°C 6 a 10 dias 3 a 7dias
cans Sauboraud-
(ATCC NP | Dextrosa.
1231) Caldo
Sauboraud-
Dextrosa.
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3.5.2 Determinacion del limite de tolerancia microbiana

Cabe mencionar que el concepto de limites de tolerancia surge en el contexto de problemas en
los que se requiere el conocimiento de un valor minimo o méaximo para una variable de
interés. El limite inferior de tolerancia se define como un valor de la variable para el cual se
puede afirmar, con una determinada confianza, que es superado por una alta proporcion de la

poblacion. De un modo similar se define el limite superior de tolerancia.

3.6 Microorganismos de prueba

Al iniciar un método microbiolégico es imprescindible contar con cepas de microorganismo
control que constituyen el reactivo estandar bioldgicos. Estos microorganismos normalmente
seran los necesarios para la comprobacion de los métodos de control de productos no estériles
y estériles, los aislados frecuentemente en las zonas de fabricacion o los utilizados para
valoraciones de antibidticos y ensayo de eficacia de la conservacion antimicrobiana.
Organismos ensayados: Bacterias Gram (+) (A: Staphylococcus aureus; Bacterias Gram (-)

(B: Salmonella typhi; E: Shiguella; C: E. coli) Levaduras (F: Candida albicans)

3.6.1 Escherichia coli
Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: E. coli

Este organismo originalmente fue llamado, Bacterium coli, y fue identificado a partir de las
heces fecales de infantes. Fue bautizado en 1920 con el nombre de su descubridor. Se ha
identificado como la responsable de cuadros diarreicos en los seres humanos y en los
animales.

E. coli, se trata de una bacteria perteneciente a la familia “"Enterobacteriaceae™; organismo
Gram-negativo, catalasa-positiva, oxidasa-negativa, anaerobia facultativa, moévil por flagelos
peritricos (que rodean su cuerpo), no forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la

lactosa y su prueba de IMVIC es ++--.

13

Br. Rosa Oporta, Br. Edel Oporta, Br Fabiola Rodriguez. UNAN-LEON



Valoracion antimicrobiana del extracto de semilla de toronja.

3.6.2 Salmonella spp.
Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae

Género: Salmonella

Salmonella, es un género de bacteria que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, formado por
bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, con flagelos peritricos y que no desarrollan capsula
ni esporas. Son bacterias moéviles que producen sulfuro de hidrégeno (H,S). Fermentan glucosa

por poseer una enzima especializada, pero no lactosa, y no producen ureasa.

Es un género de bacteria que frecuentemente contamina agua y alimentos, provoca infeccion
aguda gastrointestinal: con fiebre, vémito, diarrea y deshidratacion severa. Su deteccién en
alimentos indica ausencia de calidad sanitaria en la elaboracién, manejo y consumo de
alimentos. Se reporta que es uno de los comunes origenes de la morbilidad y la mortalidad en

paises en desarrollo, especialmente en Latinoamérica.

Esté género bacteriano tiene una alta capacidad de supervivencia en el ambiente, por ello su
transmision es relativamente sencilla, durante la preparacion y consumo de bebidas y
alimentos, cuando se tienen problemas o sencillamente no existe drenaje, las aguas residuales
contaminan fuentes de tipo potable. Asi como las que se utilizan para riego de vegetales, que

se consumen crudos en zonas rurales y sitios urbanos marginados.

3.6.3 Shiguella

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae

Género: Shigella

Shigella es un género de bacterias con forma de bastoncillo Gram negativas, no maviles, no
formadoras de esporas e incapaces de fermentar la lactosa, que puede ocasionar diarrea en los
seres humanos. Fueron descubiertas hace 100 afios por el cientifico japonés Kiyoshi Shiga, de

quien tomoé su nombre.
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La Shigella invade su hospedador penetrando las células epiteliales del intestino delgado.
Usando un sistema de secrecion especifico, la bacteria inyecta una proteina llamada Ipa, en la
célula intestinal, lo que subsecuentemente causa lisis de las membranas vacuolares. Utiliza un
mecanismo que le provee de motilidad en la que se dispara una polimerizacion de actina en la
célula intestinal, como un chorro de propulsiéon lo haria en un cohete, contagiando una célula

después de la otra.

3.6.4. Staphylococcus aureus
Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: S. aureus

Staphylococcus aureus (estafilococo aureo) es una bacteria que se encuentra en la piel y fosas
nasales de las personas sanas, que causa gran variedad de infecciones, desde infecciones
menores de la piel (forunculos, ampollas, vejigas) y abscesos cutaneos hasta enfermedades
que pueden poner en peligro la vida como neumonia, meningitis, endocarditis, sindrome del

shock téxico (SST) y sepsis.

Es un coco que crece agrupado en racimos (de ahi su raiz "Staphylo™), que responde
positivamente a la tincién de Gram, es aerobio y anaerobio facultativo por lo que puede crecer tanto
en una atmoésfera con oxigeno y también sin el mismo, no presenta movilidad ni forma
capsula. Es capaz de crecer hasta con un 10 % de sal comin. Por esto puede crecer en el agua

del mar. Produce la fermentacion lactica. Es catalasa positivo y coagulasa positivo.

El S. aureus es un coco inmoévil, de 0.8 a 1 micrometro de diametro, que se divide en tres
planos para formar grupos de células irregulares semejantes a racimos de uvas. En extendidos
de pus los cocos aparecen solos, en pares, en racimos o en cadenas cortas. Los racimos
irregulares son caracteristicos de extendidos tomados de cultivos que se desarrollan en medios
solidos, mientras que en otros cultivos son frecuentes las formas de diplococos y en cadenas
cortas. Unas pocas cepas producen una capsula o capa de baba que incrementa la virulencia
del microorganismo. El S. aureus es un microorganismo grampositivo, pero las células viejas y

los microorganismos fagocitados se tifien como gramnegativos.
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3.6.5. Candida albicans
Reino: Fungi

Filo: Deuteromiceta

Subfilo: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: C. albicans

La Candida albicans es un hongo diploide asexual (forma de levadura), saproéfito de la familia de
los Sacaromicetos. Normalmente se encuentra en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y
en la vagina. Esta envuelta en un rol relevante en la digestion de los azUcares mediante un

proceso de fermentacion.

La Candida albicans puede asumir patogeneidad provocando la candidiasis; en ese caso se
presenta como una afeccion vaginal (vaginitis), de la cavidad oral (muguet), del intestino o de la

piel.

En un fisico debilitado, inmunodeprimido o convaleciente de un larga cura antibidtica, la
Candida se multiplica en modo andmalo y, atraviesa el intestino, para entrar al torrente
sanguineo, donde libera sus propias toxinas provocando la candidemia. Este fenédmeno da
lugar a sintomas algunos abdominales, mala digestién, gases e hinchazén, molestias
intestinales (estrefiimiento o diarrea), intolerancia alimentaria, irritabilidad, insomnio, pérdida de

la memoria, dolores de cabeza y depresion.

3.7 Medios de cultivos

El medio de cultivo es la combinacion sélida o liquida de nutrientes y agua, usualmente incluye
sales inorgéanicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos. A menudo se denomina medio
basal y puede ser suplementado con algun regulador de crecimiento y ocasionalmente con

otras sustancias varias.

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta: sin agua y
nutrientes minerales una planta no puede vivir ni in Vitro ni in vivo. También se debe afiadir
azucares al medio de cultivo, ya que las plantas (o sus fragmentos) no son completamente

autotréficas cuando se desarrollan en estas condiciones.
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3.7.1 Medios sélidos
Medio sélido es todo aquel que contiene un agente gelificante. La dureza del medio depende

principalmente de dos factores:

1. Agar: es una mezcla de polisacaridos extraidos de un alga marina. Tiene una elevada masa
molecular, tiene la capacidad de hidratarse y formar una red. El agar interactda con los
componentes nutritivos del medio. El agar se funde a altas temperaturas (100 °C), Solidifica
alrededor de los 40 °C y no se degrada con la luz .Generalmente se utiliza a una concentracién

de 0,6 — 1%. El principal problema con este gelificante es su elevado costo.

2. Gelrita: es un heteropolisacarido aniénico natural producido por una bacteria, que forma
geles semejantes al agar .se puede usar a una concentracion de 0,15 — 0,30 %. Los geles de
gelrita son notablemente mas claros que los de agar, y también solidifican mas rapidamente.

El costo de la gelrita es menor que el del agar.

3.7.2 Preparados en el laboratorio a partir de medios deshidratados

Los medios se preparan segun las indicaciones del fabricante utilizando agua purificada (como
minimo de la calidad farmacopea Europea). En este caso se exigira el certificado analitico de
cada lote de medio deshidratado. Ademas, el laboratorio debera efectuar ensayos que
demuestren la esterilidad y las propiedades nutritivas y selectivas de los medios de cultivos

preparados a partir de medios deshidratados.

Para los medios nutritivos generales se utilizaran las cepas que se indican en la farmacopea.
Para los medios selectivos se utilizaran microorganismos que presenten buen crecimiento y
otros cuyo crecimiento este inhibido en este medio. Los ensayos se deberan hacer para cada
lote de medio que se prepare (se entiende por lote los medios preparados en las mismas

condiciones y esterilizados en una misma carga de autoclave).

3.7.3 Medios de cultivo segiin SABORAUD:

Para cultivo, aislamiento e identificacion de hongos patdégenos, modificado segun SABORAUD.
Los medios de cultivo de este tipo que contienen glucosa son especialmente adecuados para
dermatoéfitos, en tanto que para levaduras y mohos son preferibles los que contienen maltosa.
Los medios de cultivo liquidos, de SABORAUD, sirven ante todo para efectuar los controles de
esterilidad y para la realizacion de los procedimientos basados en la utilizacién de filtros de

membrana.
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Forma de actuacion:

Estos medios de cultivo facilitan el crecimiento de hongos, merced a concentraciones
relativamente altas (2 6 4%) de carbohidratos. No contienen ninguna substancia que actué
selectivamente sobre la flora indeseable de acompafiamiento. Para inhibir el crecimiento de
bacterias, se ajusta a 5,6 el valor del pH. Este efecto es potenciable ajustando el Ph a valores

extremos (cercanos a 3,5 a 10,0).

Agar-maltosa 4%, segun SABORAUD

Composicién (g/litro):

Peptona de carne 5,0; Peptona de caseina 5,0; D (+)-Glucosa, o bien, Maltosa40,0; Agarl5,0.
Preparacion:

Disolver 65g/litro y estabilizar al autoclave. jNo Recalentar! jNo Fundir de Nuevo! pH: 5,6+/-
0,1.

3.7.4 Agar de Digerido de Caseina-Soja
Peptona de Caseina 15.0 El Agar Soya Tripticaseina es un medio utilizado para promover el
crecimiento de microorganismos fastidiosos y adicionado de sangre para observa reacciones

hemoliticas.

El Agar de Soya Tripticaseina provee un excelente soporte de crecimiento para organismos
aerobios y anaerobios, segun lo demostré Leavit en 1955. Este medio es recomendado en los

procedimientos microbiolégicos de control de aguas, cosméticos y en la industria farmacéutica.

De acuerdo con la Farmacopea, Clinicamente se utiliza para diferenciar especies de
Haemophylus debido a que no contiene los factores X y V requeridos para su crecimiento. Asi
mismo este medio puede ser utilizado como base para preparar medios suplementados como

el Agar Sangre y Agar Glosa Chocolate.

En este medio las peptonas proveen la fuente de nitrégeno y minerales. El azicar de la
Peptona de Soya provee la fuente de carbohidratos. El Cloruro de Sodio tiene su funciéon en el

balance osmoético y el Agar es incorporado como agente solidificante.

Composicién (g/litro):
Peptona de Soya 5.0
Cloruro de Sodio 5.0
Agar Bacteriolégico 15.0
pH 7.3 +0.2
18
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Preparacion:

Suspender 40 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacion suave hasta
su completa disolucion y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras
de presion) durante 15 minutos. Dejar enfriar a una temperatura entre 45-50°C y vaciar en

placas de Petri estériles.

Para preparar Agar Sangre, adicionar asépticamente sangre desfibrinada estéril al 5% después
de esterilizar y enfriar el medio.

Almacenamiento: 2-30 Caducidad: 5 afios en frasco cerrado.

3.7.5 Factores que afectan el crecimiento de microorganismos en los medios de

cultivo

Los medios de cultivos utilizados deben contener todos los nutrientes requeridos para el
microorganismo a cultivarse y ciertos factores como temperatura, pH 6ptimo de crecimiento,

aereacion que deben ser controlados cuidadosamente.

Los agares son polisacaridos que se extraen de algas marinas y son particularmente
adecuados para el cultivo microbiano, porque resiste la accion microbiana, generalmente se

disuelven a 100°C, pero no forman gel hasta que se enfria por debajo de 45°C.

Para muchos microorganismos un solo compuesto (como un aminoéacido) puede servir como
fuente de energia, otros requieren compuestos diferentes. Es importante a su vez considerar
el pH 6ptimo para cada especie, generalmente los microorganismos neutrofilos crecen mejor a
pH 6-8, algunos acidofilos tienen pH Optimo tan bajo como 3 y otros alcaldfilos pH altos como

10.5.

La temperatura es otro aspecto importante que varia ampliamente, las formas psicrofilas
crecen, mejor a temperaturas bajas 15-20°C, las formas mesofilas lo hacen mejor 30-37°C, la
mayor parte de las termdfilas de 50-60°C. Las temperaturas extremas inhiben el crecimiento
de microorganismos, por lo que son bien utilizadas para esterilizar las preparaciones, el frio
extremo igualmente inhibe el crecimiento de las células bacterianas, aunque su utilizacién no

es segura para la esterilizacion.
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3.8 Suspensiones normalizadas o estandarizadas / Preparacion del inoculo

La estandarizacion de las suspensiones de microorganismos proporciona una metodologia de
trabajo que facilita la obtencion de los resultados esperados. Normalmente, la farmacopea
para ensayos de recuperacion microbiana en presencia de productos (validacion de la
esterilidad o grado de contaminacion) indica que se siembre un nimero determinado de

microorganismo de cultivos recientes.

Antes de la prueba, inocular la superficie de un volumen apropiado de un medio de agar solido
proveniente de un cultivo madre de cada m.o especificada revivido recientemente, las
condiciones de cultivo para el inoculo se describen en la que los medios apropiados son el

Medio de Agar Sabouraud - Dextrosa o de Digerido de Caseina —Soja.

Para cosechar los cultivos bacterianos y de C. albicans, emplear solucién salina SR estéril,
lavando el desarrollo de la superficie, colocando en un recipiente apropiado y agregando
suficiente solucién salina SR estéril para obtener recuento microbiano de aproximadamente

1x10® unidades formadoras de colonias (ufc) por ml.

El calculo de concentracion de inoculo se puede realizar mediante mediciones turbidimetricas a
través del espectrofotometro a una determina longitud de onda para los microorganismos de
desafi6. Refrigerar la suspensién si no se va a emplear dentro de dos horas. Las suspensiones
bacterianas y de levaduras se deben utilizar dentro de las 24 hrs. de cosechas, pero la

preparacion de hongos puede ser almacenada en refrigeracion hasta por siete dias.
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IV. HIPOTESIS

El presente estudio plantea que el extracto de semilla de toronja comercializado como agente
conservador posee actividad antimicrobiana y antifiUngica contra Staphylococcus aureus,
Salmonella spp, Shiguella, E. coli y Candida albicans a una concentracién de 1000 pcg/ ml

en comparacion con agentes conservadores sintéticos.
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V. DISENO METODOLOGICO

5.1 Tipo De Estudio: el presente estudio realizado es de tipo experimental y comparativo.

5.2 Universo: especies vegetales que presenten propiedades antimicrobianas.

5.2.1 Poblacién:
Especies vegetales con actividad antimicrobiana como agente conservador tales como ajo,
almendra, extracto de semilla de toronja, café, apio, cilantro, albahaca, anis, laurel,

perejil, menta, sacate de limén, mostaza, comino y eneldo.

5.2.2 Muestra:

Extracto de semilla de toronja solucion comercial 5%

5.3 Area De Estudio:
Departamento de control de calidad Microbiol6gico Facultad de Ciencias Quimicas, situado en

el segundo piso del edificio de la facultad de Ciencias Quimicas.

5.4 Unidad de Andlisis: Extracto de semilla de toronja comercial.

5.5 Procedimiento:

Para la realizacion del presente estudio monografico se realizaron revisiones bibliograficas en
el complejo docente de la salud (CAMPUS MEDICO); redes de informacion INTERNET,
NAPRALET, MEDLINE; sala de consulta del departamento de anélisis de drogas, medicamentos
y toxicos, asi como consultas bibliogréaficas en el laboratorio de control de calidad de la UNAN-

Ledn.

5.5.1 Preparacion de cristaleria

1- Seleccion de la cristaleria a utilizar (pipetas, balones aforados, Erlenmeyer, beaker, placas
petri, asas, tubos de ensayo.)

2- Se procedio al lavado de ésta, el cual se hizo con agua del grifo, utilizando detergente y
cloro, dejandolas escurrirse hasta secado.

3- Posteriormente se empacaron en papel aluminio, debidamente rotulados para ser
esterilizados (autoclave 121°Cx15min).

Esta se mantiene siempre debidamente empacada hasta el momento de su utilizacion.
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5.5.2 Demostrar la efectividad antimicrobiana del extracto:
1. Réplica de las cepas.

2. Preparacion de medios.

3. Preparacion de suspension de microorganismos.

4. Ensayo

5.5.3 Ensayo de actividad antimicrobiana segin método de Mitscher.

5.5.3.1 Cultivo de microorganismos:

Con un Asa estéril se transfieren una o dos asadas de microorganismo a ensayar, a un tubo
inclinado estéril que contenga 10ml de agar-caseina. Este envase se marca y se incuba a 37°C
por 24 horas ésta operacion se realizé sucesivamente al menos por 3 dias con el objetivo de
activar el metabolismo del microorganismo. En el caso de la levadura se utilizé 10ml de agar-

saboraud marcado e incubado a 25°C durante 3 dias.

5.5.3.2 Preparacion de las muestras para el ensayo:
Se toma con precision una cantidad del extracto 0.2 ml considerando que la dilucién tenga
1000 pcg /ml.

5.5.3.3 Preparacion de patrones:

Se utilizé para los patrones un medio adecuado susceptible de acorde a su solubilidad.

5.5.3.4 preparaciones de parabenos:

Se pesaron cuidadosamente 1.5 gr de cada uno de los conservantes sintéticos en estudio
(metil y propilparabeno), se diluyeron en 30ml de glicerina respectivamente .la mezcla se
calenté y homogenizo, dejdndose en reposo por unos minutos, se llevo al autoclave por 15

minutos a 121° C. hasta esterilizaciéon completa.

5.5.3.5 Preparacion de los medios:

Se utiliz6é como medio de cultivo para las bacterias agar-caso (agar peptonado de caseina
peptanado de farina de soya). El cual se preparé suspendiendo 40g en 1000ml de agua
desmineralizada (destilada, estéril) se calentdé agua hasta ebullicién, y se agreg6 el agar, se
calentd6 la suspension hasta que se logré una solucién clara, se esterilizé en autoclave por 15
minutos a 121° C. Posterior a la esterilizacion se midi6é y ajusté el pH apropiado del medio

7.3 = 0.2 a 25°C.
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De igual manera se prepar6 el medio para la levadura, el agar-saboraud, suspendiendo 65g en
1000ml de agua desmineralizada la que se calenté a ebullicion y se agreg6 el agar, hasta
obtener una soluciéon clara, esterilizdndose en autoclave por 15min a 121°C y se sigue el

procedimiento antes descrito para el ajuste de pH.

5.5.3.6 Preparacion de solucion salina:
Se prepard una solucion salina al 0.9% de cloruro de sodio. Se autoclavé a 121°C por 15
minutos. La soluciéon salina se puede mantener por varias semanas, en refrigeracion, en

recipientes debidamente cerrados y estériles.

5.5.3.7 Preparacion de suspension de microorganismos.

Para la preparacion de la suspension se necesitaron cultivos frescos de los microorganismos,
se tomaron de 2 o 3 asadas del microorganismo contenidos en tubos inclinados con agar-
caseina, y saboraud respectivamente. Se solubilizaron en tubos que contenian solucién salina
de cloruro de sodio 0.9% Iluego se agitaron hasta homogenizar y se midi6 en un
espectrofotometro (Espectronic 20) a 580nm hasta alcanzar un 25% de transmitancia. Dichas
suspensiones debidamente refrigeradas pueden ser usadas una semana después de su
preparacion pero sin haber sido antes manipuladas. Una vez manipuladas deben desecharse el

mismo dia de la manipulacion.

5.5.3.8 Preparacion de los platos:

Después se autoclavo el agar se dejo enfriar aproximadamente a 45°C, asépticamente, se
afiadié 9.8ml de agar a cada plato petri, se adicion6é a su vez 0.2 ml de muestra se agito
suavemente la mezcla para homogenizar lo mas posible cuando el agar se solidificd; los platos
se invirtieron, dejandolos reposar a temperatura ambiente. Esto permitié6 determinar la

asepsia de los platos.

5.5.3.9 Rayado de microorganismos:
Con un aplicador estéril humedecido en la suspension de microorganismos se procedié al
rayado de los platos Petri, la suspension debe ser agitada de tiempo en tiempo, para evitar la
sedimentacion, se realizé el rayado de forma horizontal, vertical, radial y de bordes.
Procurando rayar completamente el plato
Cuando todos los platos se rayaron con los microorganismos se incubaron a 37°C por 24

horas, Estos se incuban de forma inversa.
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5.6 Determinacion de los valores de tolerancia:
Una vez que se demostro la actividad del extracto a las concentraciones establecidas segun el
meétodo de Mitcher de 1000ug/ml, se procedi6é a una segunda fase que consiste en determinar

el limite de tolerancia microbiana.

En la preparacion de las muestras a diferentes concentraciones (900-600ug/ml), se realizo el
ensayo por triplicado, marcando cuidadosamente cada uno de los platos petri; adicionando a
estos 0.2 ml de extracto, mas 9.8 ml de Agar Caseina-soja o saboraud necesarios para
completar el volumen de 10 ml y asi obtener las concentraciones respectivas para la
realizacion del ensayo, incubando y realizando las lecturas correspondientes en los tiempos de

estudio.

25

Br. Rosa Oporta, Br. Edel Oporta, Br Fabiola Rodriguez. UNAN-LEON



Valoracién antimicrobiana del extracto de semilla de toronja.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Efectividad antimicrobiana del extracto de semilla de toronja a concentracion de

1000 pcg/ mi
Especie Tiempo (Transcurrido en Horas, hr)
24 48 72 96 120 144 168 192 216 230 254 308
Salmonella o o o o o o o o
St.aureus o o3 o3 o % % % o
Shi gue lla 3 3 3 o 3 3 3 o
E .CO I | 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0
C. albicans R R R
Control (+) | » > > > > > > > > >
Control (_) 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0
Control de 2uflc 2ufc/m | 2ufc | 3ufc
/ml | ml | /ml
ambiente

Tabla 2. Efectividad antimicrobiana de Metil y Propilparabeno a concentracién de 1000

pcg/ mi
: Tiempo
Especie P
24 48 72 96 120 144 168 192

< 3o 3o < < 3o < e
Salmonella " + " 3 ¥ 5 X X
St.aureus o o o o o o o o
Shi gue lla o o o o o o o o
E.coli < <> X o o oo o o
C . al b i Can S - .:. .:. .:. ’:.
Control (+) > 1> > |» |» > > > > [» > |»
C on t ro I (_) ’:’ 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0

<+ Ausencia de crecimiento
» Crecimiento total
. No hubo lectura.
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DISCUSION:

Los resultados del presente estudio para la tabla N° 1 y 2 muestran que el extracto revela
eficacia antimicrobiana a concentracion de 1000 pcg/ ml a intervalos de tiempo alcanzados
durante el periodo de incubacion de 192 horas (8 dias) para las bacterias ensayadas, y hasta
las 308 horas (12 dias) para la levadura; dicha eficacia fue comprobada al compararlo con
metil y propilparabeno, obteniendo los mismos resultados a la misma concentracion e igual
tiempo de estudio. Por otra parte las respuestas obtenidas de los controles positivos
(medio+agua) y negativos (medio+extracto) fueron las esperadas, pese a los datos
encontrados en el control de ambiente (solamente medio de cultivo). Como podemos
observar, el periodo de lectura para C. albicans inicia a partir de las 120 horas debido a que

los hongos y levaduras comienzan a crecer entre las 72 y las 120 horas (de 3 a 5 dias).

Tabla 3. Resultados de valores de tolerancia expresados en pcg/ ml

Concentracio Salmonella
n de extracto Tiempo (hrs)
(EST)pcg/ mi

24 48 72 % 120 | 144|168 | 192
9 O O o3 o o o3 o o3 o o
300 > > > > > > > >
700 > > > > > > > >
600 > > > > > > > >
Concentracio Tiempo (hrs)
n parabenos
Heg/ ml 24 48 72 96 120 144 168 192
9 O O o3 3 o o3 3 o3 o 3
8 O O o o o3 o o o o o
7 O O o3 3 o o3 3 o3 o 3
6 O O o3 o o o3 o o3 o o
Control (+) > > > > > > > >

< Ausencia de crecimiento
» Crecimiento total

DISCUSION:

De acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 3 se puede deducir que el limite de
tolerancia del extracto de semilla de toronja para esta bacteria es de 900ucg/ ml durante todo
el periodo de incubacién, no respondiendo de la misma manera a menores concentraciones; a
diferencia de metil y propilparabeno donde los valores de tolerancia alcanzaron incluso los
600ucg/ml. Esto refleja que la efectividad del EST para Salmonella es a la concentracién antes

descrita.
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Tabla 4. Resultados de valores de tolerancia expresados en pcg/ ml

Concentracion Staphylococcus. aureus
de extracto Tiempo (hrs)
(EST)pcg/ ml

24 48 72 96 120 144 168 192
900 o o3 o3 o3 o3 o o3 o3
800 < <% <% <% £ < <& <%
700 < < < < < < < o
600 < <% <% <% £ < o <%
Concentracion Tiempo (hrs)
parabenos
peg/ mi 24 48 72 96 120 144 168 192
900 < < < < < < < <
800 o9 o o o o o9 o o
700 < < < < < < < <
600 o9 o o o o o9 o o
Control (+) > > > > > > > >

< Ausencia de crecimiento
» Crecimiento total.

DISCUSION:

Si bien se observa en la tabla N° 4 los resultados obtenidos para Staphylococcus.aureus en
cuanto al limite de tolerancia durante el tiempo de estudio fue de 600ucg/ml del extracto
natural, valor obtenido de igual forma con conservadores tradicionales sintéticos de amplio
uso como son propil y metil parabenos, lo que demuestra que para este microorganismo no
hay diferencia entre el conservador natural y los conservador sintético a las concentraciones
de estudio, siendo 600upcg/ml la concentracion de eficacia del EST para

Staphylococcus.aureus.
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Tabla 5. Resultados de valores de tolerancia expresados en pcg/ mi

Concentracion Shiguella
de extracto Tiempo (hrS)
(EST)ucg/ ml

24 48 72 96 120 144 168 192
900 < < K KX < < KX >
800 o o o3 o o o > >
700 % > > > > > > >
600 % > > > > > > >
Concentracion Tiempo (hrs)
parabenos
ucg/ ml 24 48 72 96 120 144 168 192
900 < <& <& < < < < <
800 o o o o9 o o o o
700 < < < < < < < <
600 < < < < < < < <
Control (+) > > > > > > > >

<+ Ausencia de crecimiento
» Crecimiento total

DISCUSION:

Para la evaluacion de la cepa de Shiguella se evidencia que para las concentraciones de
estudio el limite de tolerancia alcanzado fue de 800ucg/ ml Unicamente para 144 horas (6
dias), concentraciones inferiores no muestran efectividad contra el microorganismo en
mencioén, lo que refleja la diferencia existente en comparacion con los conservantes sintéticos

de referencia.
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Tabla 6. Resultados de valores de tolerancia expresados en pcg/ ml

Concentracion Echerichia.coli
de extracto Tiempo (hrs)
(EST)pcg/ ml

24 48 72 96 120 144 168 192
900 < < < EX & EX < <
800 < < < KX KX KX < KX
700 < < < EX & EX < <
600 o o 3 o o o o o
Concentracion Tiempo (hrs)
:2;alb:1?os 24 48 72 96 120 144 168 192
900 < < < < < < < <
800 KX KX KX < < < KX <
700 < < < < < < <% <
600 KX KX KX < < < KX <
Control (+) > > > > > > > >

% Ausencia de crecimiento
» Crecimiento total

DISCUSION:

El caso de Echerichia.coli es similar al caso de Staphylococcus.aureus ya que en la tabla N° 6
se expresan resultados exactamente iguales, por lo cual el limite de tolerancia del ensayo
obtenido para este microorganismo fue de 600ucg/ml del extracto, siendo esto corroborado

con la respectiva comparacion con los conservadores sintéticos de referencia.
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Tabla 7. Resultados de valores de tolerancia expresados en pcg/ ml

Concentracio Candida.albicans

n de extracto Tiempo (hrs)

|(“EIST)pcg/ 120 144 168 192 216 230 254 308
900 < < <& < < < < <
800 > > > > > > > >
700 > > > > > > > >
600 > > > > > > > >
Concentracio Tiempo (hrs)

n parabenos

peg/ ml 120 [144 [168 [192 [216 [230 |254 |308
900 < < <& < < < < <
300 < < < < < < < <
700 o o2 o3 o o3 o o o3
600 o o o o o o2 o o
Control (+) > > > > > > > >

% Ausencia de crecimiento
» Crecimiento total

DISCUSION:

Al evaluar la tolerancia de Candida albicans al extracto, se determin6é que esta no puede ser
menor de 900ucg/ ml, ya que a concentraciones inferiores a esta la inhibicion de la levadura
seria imposible, lo que indica que al comparar estos resultados no se ajustan a los estandares

de referencia (metil y propilparabenos).
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Tabla 8. Resultados del control de ambiente expresado en ufc/ ml

Control de ambiente
Medios de Tiempo (hrs.)
cultivos 24 48 72 96 120
Caseina-Soja 2ufc/mi 3ufc/ml 4ufc/ml 6ufc/mi 7ufc/mi
Saboraud 6 ufc/ml 12 ufc/ml | 18 ufc/ml
DISCUSION:

Este tipo de control se realiza para determinar los tipos de microorganismos presentes en el
ambiente a la hora de realizar el ensayo, para corroborar posteriormente la posible influencia
de estos en los resultados obtenidos. De esta manera, los resultados descritos en la tabla NO8
nos indican que el nUmero de microorganismos encontrados no representan necesariamente

una influencia preponderante para nuestros resultados.
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VII. CONCLUSIONES

Durante la realizacion de esta investigacion se realiz6 la valoracion de la efectividad
antimicrobiana del extracto de semilla de toronja comercial a través de prueba in vitro que
permitié corroborar lo descrito en la literatura, destacando asi la importancia de estudios que
comprueben la legitimidad de productos terminados, y de esta manera poder realizar la

comparacion con compuestos de referencia como metil y propilparabeno.

En base a los resultados obtenidos El presente estudio concluye que el extracto de semilla de
toronja tiene actividad inhibitoria sobre cepas Gram positiva (St.aureus,);Gram negativas
(E.coli, Salmonella, Shiguella); y levaduras (Candida allbicans), a una concentracion de
1000pcg/ml, a intervalos de tiempo inclusive de 192 horas (8 dias) para bacterias y 208 horas
(12 dias)totales para levaduras en comparacion de respuesta con metil y propilparabeno,

agentes de amplio espectro utilizados como referencia y controles para el presente estudio.

En base a los resultados obtenidos, constatamos que la actividad antimicrobiana del extracto
de semilla de toronja a las concentraciones de tolerancia ensayadas muestran alta eficacia con
las especies E.coli y Staphylococcus aureus, alcanzando limites de tolerancia de 600 pcg/ml a
los intervalos de tiempo durante todo el periodo de incubacidon con respecto a conservadores
tradicionales sintéticos donde se obtuvieron los mismos resultados, indicando que para dichos
microorganismos no existe diferencia entre el conservador natural y los conservadores
sintéticos; para las especies Candida.albicans y Salmonella se muestran limites de tolerancia
que no difieren en gran medida a la concentacion inicial de ensayo (1000 pcg/ml) siendo para
estas de 900 pcg/ml; en contraste con los parabenos ( metil y propil), para la especie
Shiguella se encontraron limites de tolerancia del conservador de 800ucg/ml para intervalos
de 144 horas (56 dias inclusive), demostrando que la diferencia que existente entre ambos

antimicrobianos no es de gran amplitud.

De manera general el conservador muestra eficacia en mayor medida para las especies E.coli
y Staphylococcus.aureus, pero también tiene efectividad para las demas especies ensayadas
aunque en un grado menor; basado a las concentraciones ensayadas y a los limites de
tolerancia encontrados, se puede afirmar que se requieren de estudios cientificos mas

profundos para asi poder determinar sus posibles aplicaciones en productos fitofarmaceuticos.
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VIII. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados encontrados y al analisis realizado, considerando las condiciones
actuales y potenciales de la necesidad de la industria fitotergpica de contar con agentes

conservadores naturales, se proponen las siguientes recomendaciones:

1. Realizar estudios mas detallados del extracto de semilla de toronja para poder establecer

futuras aplicaciones.

2. Realizar la preparacion del extracto de semilla de toronja (EST) puro sin coadyuvantes en

su composicion, para corroborar si presenta las mismas propiedades

3. comprobar la validez de los medios de cultivos para garantizar la obtencion de resultados

optimos.

4. Garantizar los niveles minimos de microorganismos presentes en el ambiente para evitar

errores o alteraciones en el ensayo.
5. Establecer la efectividad del conservador natural en un producto terminado a fin de
evaluar la correlacion de las concentraciones ensayadas in Vitro con las concentraciones de

efectividad del mismo.

Nota: todas estas recomendaciones se apoyan en los resultados de los ensayos a partir de

un extracto de toronja que existe en el comercio.
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X. ANEXOS
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ANEXO N°1.

Esquema de ensayo de actividad antibacteriana
a cultivos de microorganismos

Cepas ATCC

E.coli

St.aureus

Shiguella ——»»
Salmonella
C.albicans

Cepas con patogenicidad disminuida
3 pases para la activacion.

o

Pases a tubos de ensayos conteniendo Agar Caso y
Agar dextrosa de Saboruraud

Incubar

Bacterias a 32-37 °C.

Hongos y levaduras a 22-25 °C.
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ANEXO N°2

Preparacion de los medios
( agar caso y saboraud).

Pesar los gramos correspondientes por litro de solucion.

_———

|

Disolver con agua destilada en ebulliciéon

Calentar hasta lograr solucion clara

Esterilizar
Autoclavando por 15 minutos a 121 °C.
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ANEXO N°3

Preparacion de la solucion salina de cloruro de sodio 0.9%

Pesar 0.9 g de
NacCl.

Disolver en 100 ml
de agua destilada

Autoclavar por 15 minutos a 121 °C.
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ANEXO N°4

Preparacion de los platos petri para el ensayo

Enfriar agar en bafio Maria a 55°C
Previamente esterilizado en autoclave.

l

9ml agar + O0.1muestra

-- - - o
St.aureus Salmonella

|

Homogenizar la mezcla y enfriar, encubando las placas de forma invertida a las
temperaturas correspondientes para cada microorganismo.
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ANEXO N°5

Preparacion de la suspensién de microorganismos.

d

E.coli S,

St.aureus

Shiguella

Salmonella 2 a 3 asadas por cada
C.albicans 4 m.o

Disolver en Soluciéon salina 0.9%

2 3 4 )

5\ 5\ 5\ b

Ajustar la suspension

v

Agitar y homogenizar A: 580nm y T: 25%
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ANEXO N°%

Rayado de microorganismos.

9.8ml de medio. + 0.2ml de agente conservador

Saboraud Triptica soja EST parabenos

Inocular con microorganismos de prueba. |

Incubar
(37°C / 25°C
X 24 a 192hrs)

l

A

Examinar y anotar resultados
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ANEXO N°7

Preparacion de parabenos

Pesar 1.5 gr de Metil y Propilparabeno
-
- A

Diluir en 30 ml de Glicerina

l

Reposar y homogenizar

i

Concentracion final 1000 pcg/ ml.

l

Tomar 0.2 ml de esta solucidon. Depositar en los platos petri que contenga 9.8

ml. De medio respectivo para cada microorganismo.
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ANEXOS
Fotos de las lecturas de limite de tolerancia de 600 a 900 pcg/ml

Salmonella 800ucg/ml

E.coli 1000 pcg/ml E.coli 900 pcg/ml
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E.coli 800 pcg/ml E.coli 700 pcg/ml
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Shiguella 1000-800pucg/ml

Candida 1000-900pucg/ml Candida 1000-800pcg/ml
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Control negativo Control positivo

Control de ambiente

Control de ambiente Control de ambiente
Saboraud Caseina-Soja
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