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La foliculitis es una infeccion de los foliculos pilosos, comunmente causada
por Saphylococcus aureus. El uso indebido y excesivo de antibioticos en diversas
patologias ha conducido al desarrollo de resistencia bacteriana, lo que impulsa la
busqueda de alternativas terapéuticas. Investigaciones recientes han destacado las
propiedades antimicrobianas del aceite esencial de Citrus sinensis, debido a su alto
contenido de terpenos, especialmente limoneno. Como método de extraccion del
aceite esencial de Citrus sinensis se utiliz6 la hidrodestilacion con trampa de
Clevenger. El objetivo fue evaluar la actividad antimicrobiana (bacteriostatica y
bactericida) del aceite esencial contra una cepa de Staphylococcus aureus procedente
de una muestra clinica. La cepa de S aureus se expuso a diferentes concentraciones
del aceite durante 24 horas para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB), utilizando el método de
macrodilucion en tubos. Los resultados mostraron que, tras 24 horas de incubacion,
se observo una CMI parcial al 100% de concentracion, ya que hubo disminucion del
numero de colonias. No hubo efecto bactericida, por lo tanto, no se pudo determinar
la CMB. En conclusion, aunque el estudio no confirm6 la hipotesis inicial, aportd
informacion valiosa sobre los factores que influyen en la propiedad antimicrobiana
del aceite esencial de Citrus sinensis y en su proceso de extraccion. Se sugiere a
futuras investigaciones determinar la actividad antimicrobiana el mismo dia de
extraccion del aceite por el método de hidrodestilacion, para asi evitar la pérdida de
sus compuestos activos.

Palabras clave: Citrus sinensis, aceite esencial, actividad antimicrobiana, foliculitis



INTRODUCCION

La foliculitis es una inflamacion del foliculo pilosebaceo -caracterizada
clinicamente por una pustula, a menudo con un pelo central, clasicamente causada
por Staphylococcus aureus y posteriormente descrita en infecciones por Candida
albicans, Malassezia spp, Pseudomonas aeruginosa y otras bacterias; de evolucion
aguda, subaguda o crénica. Presenta dos formas: superficial que involucra solo el
infundibulo y profunda, cuando se compromete el istmo, el tallo y el bulbo.
Predomina en el cuero cabelludo, zona de la barba y bigote, extremidades, axilas o

()]

pubis * . Los factores predisponentes incluyen la oclusion, maceracion, hiperhidrosis,

ser portador nasal de Staphylococcus aureus, el empleo de esteroides topicos y otros

productos quimicos, los cuales favorecen la colonizacion bacteriana en la piel .

Saphylococcus aureus es un coco grampositivo que mide aproximadamente
entre 0,8 y 1,5 pm que se agrupa en racimos. Sus colonias son circulares,
prominentes, brillantes con pigmentos amarillo-dorado. Es un organismo anaerobio
facultativo que ocasiona dafo a las células por su capacidad de invasion y toxicidad
hacia las estructuras de la pared, por las diferentes enzimas que produce. Forma parte
de la flora microbiana en 10% a 20% de la poblacion. Prevalece en la cavidad nasal

(35%), periné e ingle (20%), axilas (5-10%), ombligo y manos (13%) .

Desde hace muchos afios se han empleado antibidticos topicos para el
tratamiento de la foliculitis, como la mupirocina y el 4acido fusidico. Los antibioticos
orales como dicloxacilina, eritromicina, clindamicina, se indican en casos de
reincidencia, cronicos o que no respondan al tratamiento convencional. El abuso e
inadecuada utilizacion de los antibiodticos en diferentes patologias, ha conducido al
desarrollo de resistencia bacteriana, que constituye un problema sanitario a nivel
mundial. En Latinoamérica, mas del 25% de los aislamientos de Staphylococcus
aureus son resistentes a la meticilina . Debido a esta realidad, la bisqueda de

alternativas terapéuticas es uno de los mayores retos para la medicina actual.



Los aceites esenciales son sustancias organicas utilizadas en la antigiiedad en
diversas enfermedades de la piel, constituidos por terpenos, sesquiterpenos y
compuestos aromaticos que se localizan en determinados 6rganos de la planta como
flores, hojas y frutos ; y se les obtiene por diversos métodos de extraccion. En este
trabajo, el método empleado fué la hidrodestilacion, que tiene como principio llevar a
ebullicion una suspension compuesta por agua y el material vegetal con el fin de que
los vapores sean condensados y recolectados en una fase fria; posteriormente se

. . . .. 5
separa el aceite esencial, que es inmiscible en agua .

El aceite esencial de naranja es extraido de la cascara de la fruta que lleva el
mismo nombre y que produce el arbol cominmente conocido como naranjo (Citrus
sinensis). Tiene su origen en China y otras zonas asiaticas. Es el fruto citrico mas
popular y conocido en el mundo. Se cultiva en los paises tropicales y mediterraneos
© El aceite estd compuesto predominantemente por un 96% de hidrocarburos
terpénicos (limoneno en mayor proporcion); sin embargo, también contiene 1,6% de
aldehidos (principalmente, octanal y decanal), 0,8% de alcoholes (especialmente,
linalool), 0,3% de ésteres (acetato de nerilo y acetato de octilo) y 1% de compuestos
no volatiles como carotenoides, tocoferoles, flavonoides, hidrocarburos, acidos grasos

y esteroles @,

Diversas investigaciones destacan la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Citrus sinensis contra una variedad de patogenos bacterianos, fingicos y
virales, asi lo sefialan Jiménez, Zamora et al. quienes realizaron un estudio
documental, en donde se evidencia que esta propiedad puede explicarse por la
presencia de terpenos, los cuales actiian directamente en la célula microbiana,
afectando su actividad e inhibiendo su crecimiento por diversos mecanismos de
accion, como inhibicion de la biosintesis y funcion de los acidos nucleicos,
interferencia de procesos metabdlicos esenciales, induccion de la coagulacion de los
componentes citoplasmaticos y la interrupcion en la comunicacién celular normal;
estos mecanismos pueden verse influenciados por varios factores, como las

caracteristicas de las células bacterianas (grampositivas y gramnegativas),



condiciones ambientales y fisicoquimicas (hidrofobicidad, concentracion del

compuesto, temperatura y pH) ®.

En el mismo orden de ideas, Saquinga evalu6 la actividad antibacteriana del
aceite esencial de Citrus sinensis sobre Staphylococcus aureus, determinando la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) por el método de microdilucion en caldo, concluyendo que los tratamientos al

50%, 70% y 90% son efectivos sobre la cepa bacteriana ).

En virtud de lo antes expuesto, esta investigacion determind la actividad
antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Citrus sinensis contra Staphylococcus
aureus productor de foliculitis, sosteniendo que es una buena fuente natural y
disponible que hard posible desarrollar productos cosmecéuticos que seran de gran
beneficio para todos aquellos que padecen esta afeccion cutanea. Los resultados de
este estudio seran de apoyo a futuras investigaciones para seguir sumando evidencia

de la eficacia de los aceites esenciales.



OBJETIVOSDE LA INVESTIGACION

Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Citrus

sinensis contra Staphylococcus aureus productor de foliculitis.
Obj etivos especificos

e Obtener el extracto del aceite esencial de Citrus sinensis por el método de

hidrodestilacion.
e Caracterizar las propiedades fisicas del aceite esencial de Citrus sinensis.

e Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Citrus sinensis

frente a la cepa de Staphylococcus aureus.



MATERIALESY METODOS

Disefio y tipo de investigacion

El estudio abord6 un disefio experimental, ya que se manipuld la variable
independiente (aceite esencial de Citrus sinensis) para observar su efecto sobre la

variable dependiente (actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus).

La investigacion es de tipo descriptivo, dado que se caracterizé el hecho, con el
fin de establecer su comportamiento. Ademas, es de corte transversal, porque la

., . . 10
recoleccidn de los datos se realizd en un momento determinado ().

Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por los frutos de Citrus sinensis provenientes
de Bocond, estado Trujillo; los cuales fueron obtenidos en una fruteria del municipio
Guacara, en el estado Carabobo. Se utilizd como muestra el aceite esencial extraido

de sus cascaras.

En cuanto a la cepa bacteriana de Staphylococcus aureus fue adquirida del
Centro de Investigaciones Microbiologicas Aplicadas (CIMA). La misma ha sido
conservada en la bacterioteca de ese centro en la Universidad de Carabobo y su

procedencia fue de una muestra clinica.
Procedimiento metodol 6gico

Obtencion del aceite esencial de Citrus sinensis



Se realizd en el laboratorio de la linea de Farmaco-Toxicologia, adscrito al

Instituto de Investigaciones Médicas y Biotecnoldgicas de la Universidad de

Carabobo (IIMBUC). Para la obtencion del aceite esencial:

a)

b)

d)

Se retir6 la cascara del fruto (flavedo) y se pesod en una balanza marca
Electronic Kitchen Scale, luego se lavaron con agua destilada y se

procesaron en una licuadora industrial para obtener trozos pequefios.

Posteriormente, se colocaron en un balon aforado de 2000 ml, se les
agregd agua destilada en wuna relacion 2:1 y se sometieron a

hidrodestilacion durante 1 hora.

El balén que contenia el material vegetal se conect6 a una Trampa de
Clevenger, con la finalidad de atrapar el aceite esencial en la parte

superior de ésta y separarlo facilmente de la fase inferior acuosa.

Una vez extraido el aceite, se procedié a secarlo sobre sulfato de sodio
anhidrido para eliminar las trazas de agua que pudieron quedar, se midio

el volumen obtenido y se determinaron sus propiedades fisicas.

El aceite se guardd6 en viales de vidrio color ambar estériles,

conservandose en refrigeracion a 5 °C hasta su uso.

Obtencion e hidratacion de la cepa de Staphylococcus aureus

La cepa de Saphylococcus aureus se reactivo en caldo BHI (Infusion cerebro

corazdn) y se incubd durante 24 horas a 37 °C para su reproduccion. Luego, se repico

en agar sangre para su crecimiento y uso.

Preparacion de la suspension bacteriana

Del

agar sangre se tomaron colonias aisladas de Staphylococcus aureus

suspendiéndolas en caldos BHI hasta alcanzar la turbidez del patrén 0,5 % Mc

Farland.



Preparacion de las diluciones dobles seriadas

La metodologia utilizada para determinar la actividad antimicrobiana fue

macrodilucion en tubos, realizada por Gil et a

a)

b)

d)

g)

1.%Yy adaptada en esta investigacion:

Se utilizaron 8 tubos de ensayo 12 x 75 para las diluciones del aceite

esencial de Citrus sinensis para la bacteria a evaluar.
En el tubo No.1 se adicion6 300 pl del aceite esencial puro.
En los tubos No.2,3,4,5,6 y 7 se agregd 300 ul de aceite vegetal.

Al tubo No.2 se le adicion6 300 ul del aceite esencial puro en estudio
(dilucién 1/2) y de éste se traspasd 300 pl al tubo No.3 (dilucion 1/4).
Luego se tomo6 300 pl del tubo No.3 y se traspas6 al tubo No.4 (dilucion

1/8), y asi sucesivamente hasta llegar al tubo No.6 (dilucion 1/32).

El tubo No.7 fue el control positivo, es decir, el control de viabilidad de la

bacteria.

El tubo No.8 correspondia al control negativo, por lo tanto, solo contenia
300 pl del aceite en estudio y vegetal de manera de comprobar que la

sustancia estaba estéril.

Una vez realizadas las diluciones se inoculd 100 pl de la suspension
bacteriana de Staphylococcus aureus ajustada al 0,5% Mc Farland en cada
tubo (menos en el tubo No.8) para que interactuara con las diluciones
respectivas del aceite esencial de Citrus sinensis. Se incub6 por 24 horas a

temperatura ambiente.
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Figura 1. Preparacion de las diluciones dobles seriadas

Deter minacion de la actividad antimicrobiana

Transcurrido el tiempo de exposicion de Staphylococcus aureus con las
diferentes diluciones del aceite esencial de Citrus sinensis, se procedio a tomar 10 pl
de los tubos para sembrarlos en placas y caldos BHI. De igual forma se hizo con el
tubo control positivo y con el tubo control negativo, los cuales se incubaron durante
24 horas a 37 °C. Luego, se observo si hubo o no crecimiento de la bacteria tanto en
los caldos como en las placas, determinando de esta forma las diluciones en las que se
consiguieron la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima

bactericida (CMB).

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) es el valor de la menor diluciéon que
inhibid parcial o totalmente el crecimiento de Staphylococcus aureus sobre el agar
BHI. Se consider¢ total si en la placa no se observd ninguna colonia, o parcial, si en

la placa hubo crecimiento, pero muy por debajo al compararlo con el control positivo.

La concentracion minima bactericida (CMB) es el valor de la menor dilucion en
la que no se observd crecimiento de Staphylococcus aureus ni en agar BHI ni en
caldo BHI, es decir, la bacteria estd realmente muerta porque no hubo reproduccion

del microorganismo ni en placa ni en tubo.

La razén de que el microorganismo no crezca en placa, pero si en caldo, se debe

a que cuando se inocularon los medios la bacteria estaba enfrentada a la sustancia



inhibitoria (aceite esencial de Citrus sinensis), por este motivo, si la bacteria esta
inhibida por el aceite, en placa se va a sentir exactamente igual, ya que no hay ningin
factor de dilucion. En cambio, en el caldo BHI, hay un factor de diluciéon importante
y si la bacteria sigue viva, se va a reproducir sin ningun problema. En los tubos donde
se observo reproduccion bacteriana, se realizo tincion de Gram y las pruebas
bioquimicas convencionales para su identificacion, con la finalidad de confirmar si se

trataba de la bacteria utilizada o de una posible contaminacion.

Andlisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo expresando los resultados en tablas para su
mejor comprension. La interpretacion del efecto bacteriostatico de las placas se hizo
por cruces: (+++) >100 UFC/ml, (++) 50-100 UFC/ml, (+) <50 UFC/ml y (-) 0
UFC/ml. En cuanto al efecto bactericida, el cual se determindé en los tubos, se
interpretd con la presencia de turbidez (hay crecimiento bacteriano) y no turbidez (no
hay crecimiento). De esta manera, se hall6 las diluciones en las que se consiguieron la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida

(CMB).



RESULTADOS

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en relacion con los

objetivos planteados durante el desarrollo de la investigacion.

Tabla 1. Extraccion del aceite esencial de Citrus sinensis por el método de

hidrodestilacion. Resultados obtenidos del porcentaje de rendimiento.

Peso de cascar as Volumen de aceite esencial % derendimiento
600 g 9,5 ml 1,33 %
520 g 8,1 ml 1,30 %
550 g 8,6 ml 1,31 %
620 g 9,7 ml 1,31 %

En la tabla antes mencionada se puede observar que se llevdo a cabo 4
extracciones, los gramos de cascaras utilizados en cada una de ellas y el volumen de
aceite obtenido. Adicionalmente, se aprecia que con el método de hidrodestilacion los

rendimientos son bajos.
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Tabla 2. Propiedades fisicas del aceite esencial de Citrus sinensis.

Propiedad Resultado
Aspecto liquido oleoso
Color incoloro

Olor citrico

Densidad 0,84 g/ml
Solubilidad soluble en etanol

En la tabla 2, se destacan las propiedades fisicas del aceite esencial de Citrus

sinensis determinadas en esta investigacion.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Citrus sinensis frente
a la cepa de Staphylococcus aureus.

Dilucion Puro  (U2) (U4) (U8) (U16)  (U32)  Control () Control (-

Concentracion  100% 50% 25% 125% 6.25% 3.125%

PLACAS 1 2 3 4 5 6 7 8

(Efecto

bacteriostatico)

S. aureus ++ +++ -+ +++ 4+ -+ - -

CALDOS 1 2 3 4 5 6 7 8
(Efecto

bactericida)

S. aureus + + + + + + + .

Tabla 4. CMI y CMB a las 24 horas de incubacion con el aceite esencial de

Citrus sinensis.

CEPA CMI CMB

Staphylococcus aureus Puro 100% e

11



En las tablas 3 y 4 se presentan los resultados obtenidos de la determinacion de
la actividad antimicrobiana (efecto bacteriostatico y bactericida) del aceite esencial de
Citrus sinensis frente a la cepa de Staphylococcus aureus. Los datos evidencian que,
tras 24 horas de incubacion, se observo una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
parcial al 100% de concentracién. No hubo efecto bactericida, por lo tanto, no se

pudo determinar la Concentraciéon Minima Bactericida (CMB).
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DISCUSION

Staphylococcus aureus es un microorganismo capaz de ocasionar infecciones
cutaneas, como la foliculitis, que puede agravarse si no se trata adecuadamente.
Ademads, esta bacteria presenta resistencia a multiples antibidticos. Los aceites
esenciales se han convertido en un tema de investigacion, al demostrar poseer una
amplia gama de propiedades beneficiosas que justifican su estudio y aplicacion en

diversas areas.

En esta investigacion, el aceite esencial de Citrus sinensis obtenido mediante
hidrodestilacion con trampa de Clevenger presentd rendimientos muy bajos, dado que
el material vegetal, al estar en contacto con el agua en ebullicion, puede causar la
hidrélisis de algunos compuestos volatiles, reduciendo asi la cantidad de aceite
extraido. Colina, Contreras et al. en el afio 2021 realizaron una comparacion de dos
métodos de extraccion, demostrando que el proceso de destilacion por arrastre con
vapor produce rendimientos hasta 60 veces mayores que la hidrodestilacion. Esto se
debe a que la muestra no estd en contacto directo con el agua y el vapor se introduce

, , , - . . . 12
dentro de la cascara mas facilmente, arrastrando consigo el aceite esencial ¢ ),

Por otra parte, el tamafio de las particulas influye directamente en la cantidad de
aceite extraido, observandose mayores rendimientos a menores tamafios de particula,
en concordancia con los resultados obtenidos por Pérez en 2019. Ademads, Pérez
destaca que la separacion del aceite obtenido por el método de hidrodestilacion es

directa, ya que se aprovecha la diferencia de densidades .

En cuanto a la actividad antimicrobiana, se observd una Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) parcial al 100% de concentracion en 24 horas de incubacion frente
a la cepa de Saphylococcus aureus. No hubo efecto bactericida, por lo tanto, no se
pudo determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB). Los resultados

obtenidos son contrarios a los observados en otras investigaciones, las cuales
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destacan mayor efectividad de este aceite frente al microorganismo estudiado y otros
patogenos. Saldarriaga en 2016 determind la CMI Y CMB del aceite esencial de
Citrus sinensis en el crecimiento de Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
utilizando 8 concentraciones. La CMI promedio fue de 3,8% frente S. aureusy 8,7%
frente E. coli. La CMB fue de 7,2% para S. aureus y 12,3% para E. coli . Esta
divergencia puede atribuirse a la volatilidad del aceite, ya que los compuestos activos,
como el limoneno, se evaporan y degradan, lo que reduce su efectividad
antimicrobiana. En este estudio, la determinacion de la actividad antibacteriana se
realiz6 tres meses después a la obtencion del aceite, esto pudo llevar a una pérdida
gradual de sus propiedades. Para mitigar esta pérdida, actualmente, se han
investigado métodos como la encapsulacion (retiene 97,1% de limoneno), que puede

. 15
ayudar a conservar sus propiedades *.

Existen diversos factores que afectan las caracteristicas de las frutas citricas y,
por consiguiente, la composicion del aceite, tales como: las condiciones climaticas en
el momento de la cosecha, la estructura y composicion del suelo, las practicas de

. (16) . . . . .,
cultivo * . Dichos factores no pudieron ser controlados en esta investigacion, ya que

la muestra fue obtenida en una fruteria del municipio Guacara.

En 2020 Baltodano et al. evaluaron la actividad antimicrobiana de este aceite
utilizando la técnica de macrodilucién en tubo, encontrando una CMI de 20 pg/ml
frente a Listeria monocytogenes y una CMI de 40 ug/ml frente a Pseudomonas
aeruginosa, concluyendo que el aceite esencial de Citrus sinensis ejerce mayor efecto

. .. . 17
en bacterias grampositivas que en gramnegativas 7

. Conforme a lo expuesto
anteriormente, muchos autores seflalan que los extremos lipofilicos de los acidos
lipoteicoicos en la membrana celular de las bacterias grampositivas presentan
afinidad por los compuestos hidrofobicos de los aceites esenciales, lo que facilita la
penetracion de estos, por medio de la membrana produciendo una desorganizacion de

los lipidos. Sin embargo, en las bacterias gramnegativas existe cierta resistencia a la

entrada de los aceites esenciales por el papel protector de las proteinas de membrana
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extrinsecas o los lipopolisacaridos de la pared celular, lo que limita la velocidad de

difusion de compuestos hidrofobos

(18)

CONCLUSION

Aunque los resultados de este estudio no confirmaron la hipoétesis inicial, ha
proporcionado informacion valiosa sobre los factores que pueden influir en la
propiedad antimicrobiana del aceite esencial de Citrus sinensis y en su
proceso de extraccion por el método de hidrodestilacion.

Se sugiere a futuras investigaciones determinar la actividad antimicrobiana el
mismo dia de la obtencion del aceite por este método, para asi evitar la
pérdida de sus compuestos activos. Asimismo, no se recomienda almacenar
las céscaras del fruto, sino tratarlas de inmediato garantizando la calidad del
aceite.

La continua exploracion del aceite esencial de Citrus sinensis abre la
posibilidad de su incorporacion en productos cosmecéuticos como opcion
terapéutica para la foliculitis, con el objetivo de beneficiar a quienes sufren de

esta afeccidn cutanea.
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