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ABSTRACT: Antimicrobial activity evaluation of residual orange
oil. The residue of the orange peel is a common contaminant in
Mexico, even though it can be used in the cosmetic, pharmaceuti-
cal and food areas. We extract orange oil from residual skin, and de-
termine its chemical compounds and antimicrobial activity. We used
Soxhlet distillation, liquid-liquid extraction and pressing extraction,
and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). We
used a modified Kirby & Bauer technique on Acremonium sp., Alternaria
sp., Aspergillus niger, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Trichoderma sp. and
Verticillium sp. The Soxhlet method was the most efficient (2,065%). We
observed inhibition values of 75% to 100% for S. aureus and P. aurogi-
nosa; 75 to 100% for Candida albicans; and 50 to 74% for Pseudomonas
auroginosa. It acted as fungistatic for all strains. The CG-MS profile was:
D-limonene 85,93%, B-myrcene 2,23%, linalool 1,72%, decanal 0,63%,
a-pinene 0,43% and sabinene 0,20% per pL of oil per Head-space and
per direct injection (main components: alkanes, and perilic alcohol,
D-limonene and linalool).

Key words: Inhibition, microorganisms, oil, orange, waste.

RESUMEN: El residuo de la céscara de naranja es un contaminante co-
mun en México, a pesar de que puede usarse en las dreas cosmética,
farmacéutica y alimenticia. Extrajimos el aceite de naranja a partir de
cascara residual y determinamos sus compuestos quimicos y su acti-
vidad antimicrobiana. Utilizamos la destilacion Soxhlet, extracciéon
liquido-liquido y extraccion de prensado, y cromatografia de gases aco-
plada a espectrometria de masas (GC-MS). Usamos una técnica de Kirby
& Bauer modificada en Acremonium sp., Alternaria sp., Aspergillus niger,
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Trichoderma sp. y Verticillium sp. El método Soxhlet
fue el mas eficiente (2,065%). Observamos valores de inhibicion de 75%
a 100% para S. aureus 'y P. auroginosa; 75 a 100% para Candida albicans;
y 50 a 74% para Pseudomonas auroginosa. Actué como fungistatico
para todas las cepas. El perfil CG-MS fue: D-limoneno 85,93%, [3-mir-
ceno 2,23%, linalool 1,72%, decanal 0,63%, a-pineno 0,43% y sabine-
no 0,20% por yL de aceite por espacio de cabeza (Head-space) y por
inyeccién directa (principales componentes: alcanos y alcohol perilico,
D-limonenoy linalool).

Palabras clave: Inhibicion, microorganismos, aceite, naranja, desechos.

La naranja genera residuos poco usados en composta
debido a que acidifican el medio. En las zonas rurales se
usa para alimentar a los animales de corral, pero en las
ciudades incrementa la cantidad de desechos organicos
que tienen como destino final el basurero municipal.
Sin tratamiento previo puede ocasionar problemas en
los mantos freaticos debido a los lixiviados, entre otros.
Otro uso importante es la obtencién de aceite de naran-
ja el cual presenta multiples aplicaciones en la industria
quimica, alimenticia, farmacéutica, perfumeria y agro-
némica (Yafez, Lugo & Parada, 2007; Herndndez-Carillo,
Valdez-Fragoso, Welti-Chanes & Mujica-Paz, 2015).

En el 2017 México alcanzé el quinto lugar en produc-
cién de naranja a nivel mundial, con 4,2 millones de tone-
ladas, la ciudad de Puebla, aporta junto con Nuevo Ledn,
Yucatdn, Sonora, Tabasco, Hidalgo y Oaxaca, el 69,7% de
esta produccion (Tecnologia ambiental, 2018).

El presente trabajo se enfocd en la extraccion del
aceite de naranja a partir de la cdscara generada por
comercios informales en la ciudad de Puebla y propo-
ner una aplicacién a este aceite como un producto in-
hibitorio de microorganismos. Los resultados de esta
investigacion serdn la base para futuras investigaciones
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relacionadas con el aprovechamiento y tratamiento de
este residuo organico.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 muestreo durante los meses de junio a
agosto del 2015, dénde es mayor el consumo de naran-
ja, se obtuvo el residuo organico (cascara de naranja)
producido por comercios ambulantes ubicados en las
inmediaciones de Ciudad Universitaria (Puebla, México).
Este desecho se procesé limpiando la cascara de naranja,
quitandole el bagazo, reduciéndose el tamafo de parti-
cula para aumentar el drea de contacto. Posteriormente
se utilizé 1kg para cada método de extraccién de aceite
y 90g para determinar el porcentaje de humedad. Como
referencia de aceite recuperado se uso6 cascara de naran-
ja sin exprimir, para un comparativo con la cascara de los
comercios, que ha sufrido una compresién previa. Se pe-
saron cantidades iguales de esta cascara control para los
métodos de extraccién de aceite.

Se emplearon tres métodos de extraccién de aceite:
destilacién con equipo Soxhlet, extraccion liquido-liqui-
do y extraccién por prensado; cada extracciéon se hizo
por triplicado.

Para la destilacion con equipo Soxhlet se maceré la
cascara de naranja con hexano por un periodo de 7 dias
en un area obscura. Posteriormente se destilé con el
equipo Soxhlet, se concentrd en rota vapor y se limpié
por filtracion con florisil y sulfato de sodio anhidro, se eli-
mind solvente a 25°C en estufa de secado.

Para la extraccion de aceite liquido-liquido, la cascara
de naranja se maceré en las mismas condiciones que el
método anterior. Se filtrd y se vertié en un embudo de se-
paracion donde se le adicion6 10mL de hexanoy 5 gotas
de acido sulftirico concentrado. Se agité vigorosamente
durante 5 minutos y se dejo reposar de 10 a 15 minutos.
Cuando se separaron las fases, la fase organica recupe-
rada se vertié en tubos falcdn y se centrifugaron a 5000
rpm durante 10 minutos a 5°C, se concentré con “rota va-
por”. Para asegurar que el aceite no contuviera residuos
del solvente se meti6 a la estufa a 25°C durante 24 horas.

En la extraccion por prensado, la cascara previamente
limpia y cortada, se colocé dentro de una plantilla plasti-
ca que se colocé en un tornillo de banco de 2.5 pulgadas
(utilizado como prensa). El producto obtenido se centri-
fugé a 5000 rpm durante 10 minutos a 10°C. Todos los
aceites obtenidos se esterilizaron por filtracion.

Paraverificarlaeficienciade cadamétodo de extraccion
se calculé el porcentaje de rendimiento (%R) propuesto
por Judrez et al,, 2010 mediante la siguiente férmula:

VAO
3 x 100 = %R Ecuacion (1)

Donde,

% R: Porcentaje de rendimiento

Vio: Volumen de aceite obtenido (mL)
P: Peso de la muestra a destilar (g)

Se determiné el porcentaje de humedad contenida
en la cascara para conocer su peso seco y se determiné
con ello la eficiencia de recuperacién del aceite. En este
procedimiento se hizo por triplicado, se colocaron en las
capsulas (previamente a peso constante) 30g de cascara
y se secaron a 105°C durante 24 horas, transcurrido este
tiempo se metid al desecador para que se enfriaran las
capsulas y posteriormente se pesaron. Esta determina-
cién se llevé a cabo de acuerdo al método empleado por
Ramirez y Mendoza (2008) en donde el porcentaje de hu-
medad se determiné con la siguiente férmula:

% x 100 = %Humedad Ecuacion (2)

Donde,
A: Diferencia de peso perdido
B: Peso inicial de la muestra

El célculo necesario para determinacién de peso seco
(% P__) de la cascara se realiz6 con la siguiente formula,
propuesta por Ramirez y Mendoza (2008)

(P +PJ-P
—— - “x100= %PseCO Ecuacién (3)
iN

Donde,
P..: Peso final de la cascara de naranja
P,: Pesoinicial de la cascara de naranja

P_: Peso de la capsula

Posteriormente se determinaron los componentes del
aceite por cromatografia de gases, con el objetivo de co-
nocer los compuestos que le confieren sus propiedades
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inhibitorias de microorganismos. Se utilizé6 un croma-
tografo de gases series GC Agilent Technologies HP
7890 acoplado a un detector selectivo de masas 5973
Network Agilent, con columna capilar 30m x 25um x
0,25mm marca HP, con inyector split/splitless. EI modo
de inyeccion de la muestra para determinar compues-
tos organicos volatiles y semivolatiles fue por espacio de
cabeza (Head-space) y la identificacion de componentes
no volatiles se realizd por inyeccion directa. Estabilizado
el equipo, se cargd el programa de aceite con las con-
diciones de Inyector: temperatura: 200°C; presién: 17psi;
flujo: 42,3 mL/min; relacion 40:1. Columna: DB-5MS,
0,25mmx30mx0,25um; temperatura maxima: 350°C;
presion a vacio: 17psi. Horno: temperatura inicial: 50°C
por minuto; temperatura final: 250°C por 25 minutos.
Detector: temperatura: 250 °C.

Se evalud la capacidad inhibitoria de microorganis-
mos de cada aceite extraido, para ello los hongos se
obtuvieron de una muestra de uia afectada por onico-
micosis, que se sembroé en tubo con agar papa dextrosa
(PDA) para posteriormente aislar cada uno de los hongos
obtenidos. Se sembraron en agar Borelli con antibiético
(Cefuroxima, 19,6 mg/l) a una temperatura de 25°C+2°C.
Las bacterias se tomaron de cepas ATCC y se sembraron
en agar cuenta estandar (ACS) a 37°C+2°C. Tanto para
hongos y bacterias, estos cultivos se hicieron por tripli-
cado, sembrando cada cepa por extension en placa. Los
extractos obtenidos se sometieron a prueba aplicando
el aceite en forma directa sin diluciéon con los ocho mi-
croorganismos diferentes: Acremonium sp., Alternaria sp.,
Aspergillus niger, Candida albicans, Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Trichoderma sp y Verticillium sp.

La técnica de difusion en placa se modifico, sustitu-
yendo los sensidiscos por la aplicacién directa de 10pL
de cada uno de los extractos y como control se usé un
aceite de naranja comercial. El monitoreo de cada placa
se realizé a las 24 y 48 horas para las bacterias y en el
caso de los hongos dermatofitos hasta 5 dias. La activi-
dad antimicrobiana se determiné midiendo el didmetro
del halo de inhibicién tomando como referencias los va-
lores indicados por Garcia Martos, Fernandez del Barrio y
Paredes Salido (1997).

Los datos obtenidos se sometieron a analisis de va-
rianza (ANOVA) y su respectiva comparacion multiple de
Tukey, el nivel de significacion se establecié en p <0,05
utilizando el paquete estadistico OriginPro Versién 8.0

RESULTADOS

El método de extraccion de aceite mas eficiente de
los analizados en este estudio fue la extraccién con equi-
po Soxhlet ya que se obtuvo mayor cantidad de aceite
de naranja (19+ 2mL), siendo la extraccion por prensa-
do y liquido-liquido los menos eficientes (0,85+0,15mL,
0,06+0,04mL, respectivamente). Los porcentajes prome-
dio del rendimiento obtenidos fueron de 2,065% para
la destilacion Soxhlet, 0,09% para el prensado y 0,006%
para la extraccién liquido-liquido.

La determinacién de humedad dio como resultado
que la cascara de naranja contiene 8,55% de humedad lo
cual indica que el 91,45% es peso seco.

En relacién a los resultados presentados podemos
proponer a la cascara residuo de los comercios de jugos
para obtener aceite, ya que su rendimiento en compa-
raciéon a la cascara control no varia significativamente
(Fig. 1). La destilacion con equipo Soxhlet fue el méto-
do mas efectivo de recuperacion de cantidad de aceite y
componentes volatiles recuperados, y la extraccion por
prensado presentd la ventaja de ser mas econémica que
la mencionada anteriormente.

El andlisis cromatografico mostré el siguiente croma-
tograma (Fig. 2), en el cual los picos que destacan son
los correspondientes al D-limoneno, 3-mirceno, linalool,
decanal, a-pineno y sabineno, concentraciones simila-
res a lo reportado por Chaimala y Phutdhawong (2007),

I Céscara residual
[ Cascara control

mL aceite obtenido

ELLSO EPP
Método de extraccion

ELLSA

Fig. 1. Resultados de obtencion de aceite de naranja. ELLSO
(extraccion liquido-liquido con solvente organico). EPP (ex-
traccion por prensado). ELLSA (extraccién liquido-liquido con
solvente acuoso).

OPEN aACCESS Cuadernos de Investigacion UNED (ISSN digital: 1659-441X) Vol. 10(2): 469-474, Diciembre, 2018 471
BY



TIC:02061114.D

7,16
900 000
800 000 ‘
6,48 ‘
700 000 ‘
o 600000 |
v
5 \
< 500000 ‘
c
> |
2 400000 \
. 82
300 000 \ F
\
\
200000 5,50 \ “
' L ‘\ 979
100 000 \
‘ 61‘22 6.80 \ | I
, 8,05 9,73
0"1""\""1""\"JL'JUMLJ‘"'\Tv’&""w"f‘w'"w"'
2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00
Time
Fig. 2. Cromatograma de aceite de naranja (Head-space).
Juarez et al. (2010), en el Cuadro 1 se muestran los tiem- Por inyeccion directa se encontré en mayor cantidad
pos de retencidn y el porcentaje de cada compuesto pre- de alcanos (Fig. 3), y destacandose que entre los com-
sente en el aceite. puestos detectados en el analisis resaltan el D-limoneno
en el minuto 12,19 y linalool al minuto 13,18, otro com-
CUADRO 1 puesto de presencia notable fue el alcohol perilico al mi-
Compuestos detectados por CG-EM técnica por Head-space nuto 6,45, importantes por sus propiedades medicinales
(Chao et al., 2017; Judrez et al., 2010).
Tiempo de retencién (min)  Compuesto Porcentaje En el Cuadro 2 se presentan los compuestos de-
7,16 D-Limoneno 85,93 tectados por CG-EM inyeccion directa y por Head-
6,48 B-Mirceno 2,23 space, describiendo las aplicaciones reportadas en
5,59 a-Pineno 043 dichos compuestos.
8,26 Linalool 1,72 Para la inhibicién se compararon cada uno de los ex-
9,79 Decanal 0,63 tractos obtenidos de los dos tipos de cdscara (control
- Otros 0,92 y residuo) y un aceite comercial. Para leer los halos de
CUADRO 2

Comparacion de los compuestos detectados por Head-space e inyeccion directa y sus aplicaciones

Head-space Inyeccion

Compuestos %) directa (%) Aplicaciones Referencia
D-Limoneno 85,93 8,76 Propiedades quimiopreventivas y quimioterapéuticasde  Chao et al. (2017)
cancer de mama, piel, pulmén y estémago
B-Mirceno 2,23 0,0 Propiedades antimicrobianas Torres-Alvarez et al. (2017)
a-Pineno 0,43 0,0 Propiedades antimicrobianas Torres-Alvarez et al. (2017)
Linalool 1,72 0,17 En la industria cosmética por propiedades odorificas Lietal. (2017)
Decanal 0,63 0,0 Para dilucién de productos cosméticos Mettler (2006)
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Fig. 3. Cromatograma de aceite de naranja inyeccién directa.

inhibicién y establecer los pardmetros en el presente tra-
bajo teniendo halos de inhibicidn moderada de 50-74%
la sensibilidad intermedia e inhibicién alta de 75-100%
como la respuesta sensible.

Respecto a la actividad microbiana de los extractos
de la cascara residuo se presentd inhibicion moderada
para Staphylococcus aureus y Candida albicans, presen-
tando una sensibilidad intermedia al extracto obteni-
do por destilacion con equipo Soxhlet. Staphylococcus
aureus también presenté sensibilidad intermedia con
el extracto por liquido-liquido. Mientras que los demas
microorganismos mostraron resistencia a todos los
aceites utilizados.

DISCUSION

El porcentaje de rendimiento del método de destila-
cién con equipo Soxhlet utilizando como solvente hexa-
no coincide con loreportado por Cardona, Rios y Restrepo
(2006), y las deficiencias en el método de extraccién por
prensado se deben a que, al comprimir la cascara, una
cantidad del aceite queda adherido a la plantilla plasti-
ca utilizada al igual que en el frasco contenedor, previo
a la centrifugacion. El bajo rendimiento en la extraccién
liquido-liquido con solvente acuoso se le atribuye al pro-
ceso de fermentacion que se lleva a cabo en la macera-
ciény a las pérdidas causadas por el restante adherido a
las paredes del embudo de separacién. Se encontré que
la cascara control presenta mayor rendimiento que la

cascara residuo, sin embargo, no se obtuvo variaciéon en
la obtencion del aceite de la cascara residual.

El porcentaje de humedad reportado por Tejeda et al.
(2010) en céscara de naranja es de 69,39%, no coincidien-
do con el valor obtenido en el presente trabajo. Siendo
relevante destacar las multiples aplicaciones que puede
tener no solo el aceite de la cascara residual de la naran-
ja, ya que también se han reportado trabajos donde le
dan una aplicacién en el campo del uso medicinal, como
compuestos bioactivos y recientemente su aplicacion de
la biomasa de la cadscara de naranja en la remocion de
plomo en dreas contaminadas por este metal (Mahabir &
Guilliford, 1997; Rincdn, Vasquez, Padilla & Fanny, 2005;
Tejeda, Herrera & Nuriez, 2016).

El contenido de D-limoneno y B-mirceno indica que
el aceite obtenido contiene estos compuestos presentes
en aceite de naranja certificados. También se encontra-
ron otros compuestos como el decanal y linalool coin-
cidiendo con lo reportado por Juarez et al. (2010). De
acuerdo a otro analisis realizado por Yanez et al. (2007)
y Yilmazoglu y Akgun (2018), se establece que el limo-
neno es el compuesto que resalta de los demds por las
cantidades en la que se presenta. Los beneficios que se
le atribuyen a los aceites de citricos tiene que ver con
sus componentes principales (D-limoneno y alcohol pe-
rilico) que les otorgan propiedades quimiopreventivas y
quimioterapéuticas de cdncer de mama, piel, pulmén y
estomago (Chao et al., 2017). Mientras que en otros com-
puestos como el linalool, B-mirceno, decanal y pineno
(flavonoides, antraquinonas, curaminas, etc) reportan
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actividad biolégica y le atribuyen al aceite propieda-
des antimicrobianas (Nannapaneni et al., 2009; Geraci,
Stefano, Martino, Schillaci & Schicchini, 2017).

Los resultados obtenidos por cromatografia, coinci-
den con lo reportado bibliogréficamente, por lo que se
establece que el aceite de naranja si contiene compues-
tos con propiedades inhibitorias para Staphylococcus au-
reus y Candida albicans.

En conclusién, se puede aprovechar la cascara residuo
de los comercios de jugos para obtener aceite, debido a
que su rendimiento presenta una diferencia no significa-
tiva en comparacion con la cascara control. El método de
extraccion con equipo Soxhlet fue el mas efectivo para
la obtencién de la cantidad de aceite y componentes vo-
latiles recuperados. Se sugiere la factibilidad del empleo
del aceite obtenido a partir de cascara residual como
auxiliar a los tratamientos contra Staphylococcus aureus
y Candida albicans, siempre y cuando su aplicacién sea
topica, no se ingiera y se tenga la confirmacion de cual-
quiera de estos agentes etioldgicos.
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