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Abstract: The juices and se·cd; of different citrus fruits were 

¿"j_nd Pseudomonas aeru.gi.nosa. effect was detected in the s~~d~ a~ 

liman ( Lemon) the one with 

highest activity. The effect was stable at BOºC and to 

The antibacterial activity 1s pH dependent and 

inhibited at pH higher seems to be caused 

another factor besides nH r· .. 

Ps e u.domo nas aé ru.g í nos a,, 

INTRODUCCION 

Se ha demostrado ql:e difErc,1Les extractos naturales 

pe, ~::;el¡E:~·n ~-
estimulaci6n rlel sistema inmune (Kuttan,1993) activaci6n de la vía 

sobre a1gunos microorganismos al 

preparaci6n de alimentos 

o más componentes que act0an 

directamente sobre los microorganismos, D 

modificando condiciones 



microorganismos como es el Lct~•· del pH. 

antimicrobianos depende-de diferentes factores como 

de materia orgánica, temperatura, concentraci6n del 

carga inicial microbiana y pH <Block, 1983). 

poblaciones microbianas 

utilizan diferentes productos algunos de 

natural y tienden a ser más aceptados por los consumidores, 

a que se presume que tienen menos efectos perjudiciales para 1.2-. 

s-::1 l uc!. Recientemente en Costa Rica se han utilizado 

comerciales cuyo ... -.-J. .. :. ..•.• 
-t::t~ ... i.1 .i. VJ_l se 

f t_;f l,;J1...• 

antimicrobiano de estos extractos, 

var·ia.ble·;s efe ta.1 

inhibidoras del crecimiento bacteriano 

6ptimas bajo las que el producto actua. 



OBJETIVOS 

Objetivo General: 

Determinar el efecto inhibitorio de diferentes extractos de cítricos 

·:=::.oi::in,,: Pseudomon.a.s a.eruginosa. \/ Sta.phyl.ococcus au.reus m 

Objetivos Específicos: 

Determinar el efecto del pH sobre la actividad antimicro □ iana d? iu~ 

__ .¡ .-.. ~ 
• •• 11:-•· 

actividad antimicrobiana del Jugo de lim6n. 

Determinaci6n de la concentraci6n mínima 

extracto de jugo de lim6n ~u01 ~ las bacterias en estudio. 

Separaci6n del~~ fracciones del extracto de jugo de lim6n utilizando 

de 000 Daltons de limite de exclusi6n. 

Determinaci6n de los ácidos orgánicos volátiles Y no volátiles del 



MATERIAL y METODOS 

Cepas de Microorganismos; 

Las;; G~ipas=. dE: Pseudomon.as aerugi.n.osa 

aureus (ATCC A~~P) se obtuvieron en la bacterioteca de la Facultad de 

de la Universidad □e Costa Rica 

Todos lnG cultivos utilizados fueron previamente 

por 24 hr a 37ºC en agar tripticasa y soya (ATS> o r~lrln tripticasa y 

Preparaci6n de extractos vegetales: 

Se utilizaron extractos acuosos de semillas, 

obtener los extractos de semillas se pesaron separadamente 10 g de 

<Citrus sin.en.sis> 

los residuos s6lidos 

( Ci. trus aurant íum), 

y tc.r·cnja ( Citrus paradasí> 

fnl soluci6n salina amortiguada con 

Posteriormente se centrifug6 para eliminar 

pruebas se realizaron con los extractos recién preparados. 

En el caso del zumo de toronja, se tomaron 10 g de cáscara de 

toronja y se ¿y1 2yct• 011 10 ml de PBS Se extrajo el contenido de la 



rA~rar~ macerán~o!a por lU min, se utiliz6 el 

prueba de difusi6n. 

los e~tractos de Jugos de cítricos se exprimieron 

CCitrus sinensis>. 

to1-onja.( Citrus paradasi> Ci trus l imon) . 

Técnica de difusi6n en 

~e prepararon suspensiones bacterianas en ~0~r 

concentraci6n final de aproximadamente 

medio se colocaron 

E:GG ul 

equidistantemente , ·1 ....... 
.tu·:::> 

cítricos preparados. Las placas se incubaron 24 hr a 

bacteriano alrededor formando un halo 

igual a 8 mm (Block, 1983). 

control se utiliz6 PBS, 

Separadamente, se ajust6 el ,-· r•, ·.···• 
'·-· 1,, .. 1 t 1 

soluciones amortiguadoras 



Efecto de la materia orgánica y la temperatura sobre la actividad 

antimicrobiana del jugo de lim6n: 

los experimentos anteriores se obtuvo 

••-• r•, -.--. : __ 1 ... 1 ! ¡: 

realizaron ~6ln con el mismo. Se agreg6 al exLractu 

un volumen de ~u~1 u una concentraci6n 

1¼ y de este modo 

antimicrobiano del extracto se mantiene en presencia de materia 

l-:3. 

bacteriana de S. a:u.reu.s o P. 

En otr·o .juuo lim6n se calent6 

Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI} del 

extracto de jugo de 1 imón sobre P. aerugínosa ">'' S. aureus: 

Se realizaron diluciones seriadas dobles del 

deter·mi nar· i nh ib ir" 



l .. : ... : 

8. aureus P. 

crecimi~Gt: jacteriano como 1a CMI 

las de 

::.::,·"·. .) r· . . , ' .. :·-: . .' . .:. 

r~aliz6 inmediatamente 

~racci6n del extracto 

determin6 1a presencla d~ 

ul 

'. 
-:::•. · ... :·:: .. 

··•··,:•· 

·1 ...... . 
. i. i___: ·: 

.... "! 
1;;:}.!. 

~=enan et al., 1986) 



DPtermin~ri6n dP los ácidos nrgAnirn~ volátiles y no volátiles 

extracto de jugo Ge limón~ 

El análisis se realiz6 en el Laboratorio de Microbiología 

la Facultad de Microbiología de la Universidad 

..... : .. "" \ r-...,.L . .:::::. 1 

RESULTADOS 

e• 
.. ,, 'P aureus 

to~as 1~~ muestras y en los controles sin extracto. 

. ...... . 
'...i;_::: 

los controles q110 contenían 

ensayo realizado con el lim6n en presencia 

-::::::.:: 



aureus como para 

P. aeruginosa. resultado se obtuvo en 

halos de inhib1ci6n fue el mismo en todos los casos 

incluyendo 21 control sin calentar 

La concentraci6n mínima inhibitoria del JLigo de lim6n fue de 1:4 

efecto antimicrobiano está presente en la fracci6n que pasa por la 

membrana de 30 000 Da de límite de exclusi6n. 

realizar la filtraci6n en Sephadex G-25 el cf~cLu se detect6 

menor de proteínas. 

La curva de titulaci6n rl~l jugo 

calculada por el método sráfico es de 3,2. cromatografía de gases 

no volátiles metilados. 



DISCLJSION 

ampliamente utilizados tanto 

er la prevenci6n de litiasis de oxalaGu de calcio 

Jugo de naranJa diario; 

cristalizaci6n de 

et aL é También se han utilizado~, 

.. -. •.·•· .. -. ·.••~ ., 
,_ .. '·-': , ... :: '-.,i -::::, y 

la formaci6n de ur~ ~us~ancia 

llamada N-nitrosodimetllamina 

·-·-= - - .=. -

amplia~e~te estudiado 

prevenci6n j~ :rfecciones de origen alimentario 

et al.,: 

Vibrio chol.erae 

•:::::. 

~ .~ermedad al utilizar 

mostraron ning0n ~r~LLu 

P. a.eruginosa - S. au.reus,, 

soluciones ~=--sas y 



utilizado. En ,.,-i-,-r =st·•d· •.¡.. • 1· · J~• J = ,u 10, resu,~aoos pre 1m1nares con extractos de 

semillas de naranja. (Citrus sinensis) utilizando solventes orgánicos 

para la extracci6n se ha obtenido un efecto muy leve sobre las mismas 

bacterias cuando se utilizan solventes más polares como metanol y 

acetona, pero no cuando se utiliza éter de petr61eo < Elizabeth Arias 

Escuela de Tecnología de Alimentos, Costa Rica, comunicaci6n 

personal}. 

Por el contrario, los jugos obtenidos de los cítricos sí inhiben 

de J. imé,n en 

concentracicn,es de 1 :4 para P. aerugi.nosa y de 1: 16 par·a S. aur-eus. 

Sin embargo este efecto es dependiente del pH ya que a pH mayores de 

3.0 el efecto desaparece. Este, coincide con la pKa determinada 

gráficamente para el extracto de jugo de lim6n (3,20). 

A pH mayores de 3,20 se favorece la forma disociada de los 

ácidos presentes en una proporci6n mayor al 50¼, le, cual, podría 

provocar que no se tenga la actividad antimicrobiana esperada ya que 

la mayoría de los ácidos orgánicos que manifiestan dicha actividad la 

presentan en su forma no disociada (Block,1983). Por otra parte el 

efacto antimicrobiano de los extractos da jugos de cítricos no es 

c:'lusado ·;;implemente por la r·educcié,n en ·¡ e ... pH ya qLte las solucim-ies 

amortiguadoras de glicina-HCl empleadas como controles no tuvieron 

ningón efecto sobre los microorganismos utilizados. 

En las separaciones hechas ju(JO de 1 i.mé,n 

ultrafiltraci6n como con la filtraci6n en gel se logr6 determinar q~e 

este contiene componentes inhibitorios para los 

peso mc,lecular menc,r de 30 000 Daltons y que no contienen Lffí ai-ta..~ 

porcentaje proteico. Por otro lado estos componentes inhibitorios. son· 



C-3lD-r- pi_ies conservan su efecto aun 

calentamiento a BO ~c. 

ac:: tJ 'v'O~,; cc,ntra los microorganismos estudiados se asemejan en su 

comportamiento a los ácidos orgánicos 

utilizan con frecuencia para la preservaci6n de alimentos. 

Al nH r-- •. 

puedan inducir los alimentos sobre el Jugo de los citricos podria 

influir de manera importante sobre el efecto antimicrobiano, el cual, 

desaparece al aumentar el pH por encima de 3.0. 

C" 
i .... s deseable 

~f~rtn inhibitorio aeru.gi.nosa y S. au:reus -:,t 1 

extractos de semillas de citricos ya que muchas casas comerciales 

distribuidoras de desinfectantes de tipo orgánico dicen usar estu~ 

extractos como agente activo. De tal modo que se debería ahondar más 

en el estudio de cual es la composici6n de estos productos. 
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RESUMEN 

Pseudomon.as aeruginosa 

mostraron ning0n 

~icroorganismos antes mencionados. Por el contrario ·¡ ,•-.. •··· 
.! .• __ , ::.:.:-

iugos de citricos s1 muestran un efecto antimicrobian0, siendo mayor 

El efecto es dependiente, pero no causado por, 

el cambio es estable a una temperatura 

mantiene en presencia de materia orgánica. 
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