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RESUMEN

El control de patdgenos resistentes representa un gran desafio en la disminucion de la
morbimortalidad en Latinoamérica. Los esfuerzos convencionales han sido insuficientes, por
lo que la investigacion se ha dirigido en los ultimos afios a tratamientos alternativos. Este
estudio investiga el efecto antibacteriano del Citrus aurantium comparado con Oxacilina
contra cepas de St. aureus. Este estudio experimental ejecutado en el laboratorio de la
Universidad César Vallejo, Pert. Con muestra de 16 repeticiones por cada grupo de estudio
y siembras de St. aureus en placas Petri; se agruparon en Cepas tratadas con extracto de
epicarpio y semillas del Citrus aurantium al 100%, 75%, 50% respectivamente y Cepas
tratadas con Oxacilina. A través del método Kirby Bauer se obtuvo que el extracto etandlico
de epicarpio del Citrus aurantium a concentraciones de 100% y 75% mostraron mayor
actividad antimicrobiana frente a S. aureus, mientras que el de semillas tuvo una minima
actividad antimicrobiana, sin llegar a ser eficaz.

Palabras Claves: Citrus aurantium, Staphylococcus aureus, efecto antimicrobiano,
resistencia bacteriana, Oxacilina.



ABSTRACT

The pathogenus resistence control have a big challenge in the Latinoamerica morbimortality
disminution. The conventionals effort were inssuficient, for this reason, the investigation has
a new direction in the last years to alternative treatments. This study search the Citrus
aurantium’s antibacterial effect compared with Oxacillin against strains of Staphylococcus
aureus. This experimental study ejecuted in the laboratory of César Vallejo University, Peru.
A sample of 16 repetitions per each study group and strains of S. aureus cultures in Petri
plaque, They was agrupated with Citrus aurantium’s peel and seeds extract treatment 100%,
75%, 50% respectively and Oxacillin treatment. Through the Kirby Bauer method, obtained
that the ethanol extract of the Citrus aurantium’s epicarp at concentrations of 100% and 75%
showed greater antimicrobial activity against S. aureus, while that of seeds had a minimal
antimicrobial activity, without being effective..

Keywords: Citrus aurantium, Staphylococcus aureus, antimicrobial effect, bacterial
resistency, Oxacillin..
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INTRODUCCION

Realidad Problematica

Con el avance del tiempo, se concibe la idea de aparicion de patologias de
caracter infeccioso antes no conocidas, por el desarrollo de resistencia bacteriana
contra los medicamentos de uso frecuente e indiscriminado, incluso en aquellos
casos que no lo ameritan.!

Estos padecimientos han sido vistos como principales causas de morbimortalidad
a nivel mundial, con resaltante mencion en Latinoamérica, en donde sobresale el
Peru, ya que la preocupacion radica en la creciente resistencia de los gérmenes
a los antibidticos, por lo que es necesario recurrir a medidas alternativas y
desarrollo de nuevas sustancias no convencionales para la erradicacion de
infecciones, por medio del uso de plantas cuya actividad profilactica
antimicrobiana es eficaz.?

En los ultimos afos, varios investigadores se han centrado en las combinaciones
de farmacos como un nuevo enfoque en el control de patdgenos resistentes. Por
lo tanto, la mezcla de los componentes citricos puede conducir a ampliar la
sensibilidad de las bacterias.?

Dentro de los citricos mas importantes tenemos al Citrus aurantium, cuyo extracto
obtenido a partir del epicarpio y semillas del mismo, son consideradas igualmente
potentes que los antibioticos utilizados hoy en dia contra cepas de Staphylococcus
aureus.*

En el Citrus aurantium se encuentra la presencia de fitoconstituyentes que poseen
efectos beneficiosos sobre la salud humana, tales como: policompuestos
fendlicos, carotenoides, flavonoides, limonoides, alcaloides, acridona;
especialmente el epicarpio del Citrus aurantium contiene: hesperdésido, acido 2-
hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico, 2, 2-difenilo y monoterpenos; los cuales le
confieren su actividad antibacteriana.®

Los estafilococos poseen medidas de resistencia antibiética que no son faciles de
percibir. La interpretacion de resistencia a oxacilina, medicamento usado con
frecuencia, es distinto de acuerdo al agente bacteriano. Por lo que resulta
imprescindible determinar la especie bacteriana y con ello reducir los indices de

resistencia.®
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1.2

Es de esperarse que la resistencia a la oxacilina siga en aumento, lo que implica
una vigilancia activa desde el laboratorio de bacteriologia y supone un
compromiso mayor desde el punto de vista de comunicacion entre profesionales
de la salud, a fin de fomentar el control de la resistencia a antimicrobianos y, por
otro lado, la actualizacion constante de los datos por parte del laboratorio y la
socializacion de los mismos, asi también la generacion de nuevos agentes

antimicrobianos.”

Trabajos previos

1.2.1 INTERNACIONAL

Tumane et al.* (India, 2014) el objetivo principal de esta investigacién experimental
fue estudiar la actividad antibacteriana y potencia profilactica del extracto de piel de
Citrus aurantium y Citrus medica en solucion de etanol, metanol, petroleo, acetona y
n-hexano; aplicandolo en cultivos de E. coli, Ps. aeruginosa, Kl. pneumoniae, Pr.
vulgaris, Serratia marcescens, Enterococcus spp., S. aureus, S. epidermidis y
Streptococcus spp; las mismas que fueron aisladas de pacientes con heridas
infectadas. En los resultados, el Citrus aurantium mostro una considerable actividad
antibacteriana contra todas las bacterias probadas, obteniendo mayor accion sobre
Streptococcus spp. con un halo de inhibicion de 24 mm, seguido por Pr. mirabilis
(22mm), Ps. aeruginosa (21mm) y para S. aureus 19 mm en solucién de etanol y
metanol. Concluyeron que los componentes bioactivos contribuyeron para la actividad

antimicrobiana.

Sokovi¢ et al.® (Serbia, 2010) realizaron un estudio experimental cuyo objetivo era
determinar la actividad antibacteriana de diversos aceites esenciales como del Citrus
aurantium frente a microorganismos gram positivos y gram negativos a través del
método de difusion en agar (1.0 ug/mL), resultando un alto porcentaje de actividad
antimicrobiana por parte del Citrus aurantium contra la mayoria de bacterias gram
positivas, encontrdndose zonas de inhibicién de 14mm. para St. aureus,14mm. para

St. epidermidis, 8 mm para L. monocytogenes, 18mm. para Bacillus subtilis y 19 mm
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para M. flavus. Concluyeron que los diferentes medicamentos antimicrobianos usados
para el control de procesos infecciosos y patologias en el ser humano, cuyo uso ha
sido indiscriminado, pueden ocasionar reacciones de hipersensibilidad y resistencia
de los mismos. Es por ello que la efectividad del Citrus aurantium y otros aceites
esenciales, podrian permitir la sustitucion de farmacos antiguos por novedosos, con
uso a concentraciones promedio y no resultar toxicos para el organismo,

contribuyendo a la terapéutica de enfermedades.

Madhuri et al.® (India, 2014) enfocaron su estudio experimental a la busqueda del
efecto antimicrobiano del extracto de cascara del Citrus sinensis y Citrus aurantium
respectivamente, a través del método de difusion en agar contra cepas de Bacillus
cereus, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae y Colletotrichum capsici; el cual
mostré eficacia antibacteriana y anti fungica a través de la inhibicion de los
crecimientos de colonias antes mencionadas, evidenciandose una inhibicion de mas
del 70% de C. capsici mediado por el Citrus aurantium, a comparacion del extracto de
C. sinensis que obtuvo 59.37%. Concluyeron que las cascaras de estos frutos citricos
poseen metabolitos secundarios activos que pueden explicar la eficacia

antimicrobiana, permitiendo su uso para patologias con caracter infeccioso.

1.2.2 NACIONAL

Maguifia et al.'® (Perd, 2003) realizaron una investigacion para determinar la
susceptibilidad de tres categorias de S. aureus de acuerdo a su sensibilidad a
meticilina frente a diferentes antibiéticos como la oxacilina y vancomicina, entre otras.
76 cepas de S. aureus fueron aisladas y obtenidas de pacientes y contribuyentes de
salud de tres especialidades del Hospital Honorio Delgado de Arequipa, resultando
gue 36 fueron sensibles a meticilina (MSSA), 15 presentaron susceptibilidad
“borderline” (BORSA) y 25 mostraron resistencia a la meticilina (MRSA). El Unico
medicamento al cual todas las categorias mostraron susceptibilidad fue la
vancomicina, mientras que la Unica categoria que mostré susceptibilidad a la oxacilina
fueron los 36 MSSA; por otro lado, se hallé diferencia en la concentracion inhibitoria
minima a la oxacilina entre las cepas BORSA con las MRSA; ya que los BORSA

presentaron MIC en rango de resistencia baja (mayor de 2 y menor de 8 u/ml) y los
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MRSA obtuvieron rangos de resistencia elevada (mayor de 16 ug/ml). Concluyen que
categorizar al S. aureus de acuerdo a su resistencia a meticilina (oxacilina) permite
tomar mejores medidas respecto al enfoque terapéutico, con menor costo y manejo
racional de recursos, evitando asi el uso indiscriminado y la creciente resistencia

antibidtica.

Teorias relacionadas al tema
El Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, que por su morfologia
se asemeja a racimos de uva. Este agente resulta ser de gran importancia médica,
ya que posee caracteristicas peculiares de virulencia y distintos mecanismos de
resistencia contra los antibioticos, lo cual refleja un grave problema en la salud del
paciente. Este microorganismo se encuentra ampliamente distribuido a nivel
mundial con un fuerte impacto en la morbimortalidad. Es causante de varias
enfermedades infecciosas, que por sus constantes mutaciones; se ha convertido
sumamente resistente a la meticilina y otros medicamentos que anteriormente

funcionaban con eficacia.®

En los aflos 80, Ogston estudio la enfermedad causada por estafilococos y su
participacion en la sepsis y formacion de abscesos en infecciones de piel; asi
también, afiadié la denominacion de Staphylococcus, que provienen del griego
“staphyle”, el cual significa “racimo de uvas”. Por mas de 100 afios, este agente
es considerado aun como uno de los patdégenos que afecta con mayor incidencia

al ser humano.’

Las especies del Staphylococcus aureus, se encuentran clasificadas segun sus
caracteristicas esenciales del gen, como Staphylococcus aureus coagulasa
positivo, la cual recibe dicha denominacién por su capacidad de producir acido a
partir de glucosa y cuyas colonias visualmente colorean de amarillo por la
hemolisis que producen ante la presencia de agar sangre, gracias a sus toxinas:
hemolisina-a (Hla), hemolisina-B, asi también es catalasa positivo; este tipo de

bacteria es la responsable de lesiones infecciosas dermatoldgicas, por otro lado,
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esta el Staphylococcus aureus coagulasa negativo, cuya presencia es notoria

como causante de infecciones protésicas cardiacas y valvulares.’

Anteriormente la penicilina tenia efecto contra las infecciones estafilocAcicas; pero
en 1940 surgieron cepas de S. aureus productoras de penicilinasa y su
prevalencia se increment6 drasticamente desde aquella fecha. Para afrontar este
problema, en 1959, fue creado el B-lactamico semisintético meticilina, sin
embargo, en 1961, se detecto el surgimiento de S. aureus resistente a meticilina
(SARM).18

Uno de los mecanismos de resistencia a meticilina (oxacilina) por parte del S.
Aureus radica en generar una proteina de union a la penicilina (PUP) adicional, la
PUP2a, que, de acuerdo a su capacidad funcional, no tiene afinidad con los
antibidticos B-lactamicos. La codificacion de la proteina es dada por el gen meca,
gue se encuentra localizado en un elemento genético moévil denominado casete
cromosoémico estafilococico mec (SCCmec). Dentro de lo mas resaltante del S.
aureus es su capacidad generar distintas toxinas cuyo objetivo son las células de
la sangre humana. Las toxinas son: la hemolisina-a (Hla), hemolisina-B y

hemolisina-y, la leucocidina de Panton Valentine.!®

Por otro lado, en el continente occidental se conoce el amplio uso de compuestos
gue nacen a partir del procesamiento de plantas medicinales, las cuales han
demostrado ser eficientes para el tratamiento de diversas enfermedades, a largo
y corto plazo. Inicialmente se innové utilizando extractos de estas plantas, los
cuales consisten en la sintesis vegetal adquirida por remocion de sus
componentes activos con un solvente pertinente, diluidas en distintos insumos,
lograndose obtener resultados sorprendentes, en donde se afirmaba la actividad
farmacoldgica de estos elementos.!®

El descubrimiento de las propiedades beneficiosas del Citrus, en especial del
Citrus aurantium, dio pasé al estudio del mismo, siendo esta ya conocida
previamente en distintos continentes como la “naranja agria” de uso empirico. El
Citrus aurantium pertenece a la familia de Rutaceae, que con frecuencia se
localiza en: Sudafrica y Suramérica; cuya familia posee mas de 30 especies, 10

de ellas pertenecen al género Citrus. Las partes del Citrus aurantium esta
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diferenciada por: epicarpio o flavedo, mesocarpio exterior, albedo o mesocarpio
interior, endocarpio y semillas; el epicarpio corresponde a la parte externa del
fruto, rico en monoterpenos de hidrocarburo y cuyo constituyente principal es el
limoneno (98%), seguido de a-pineno (0.48%) y B-pineno (0.176%), mientras que
La composicion de las semillas del Citrus aurantium esta dada por acidos grasos
como: palmitico (23.7%), esteéarico (5.0%), oleico (27.1%), linoleico (35.6%) y
linolénico (8,6%), asi también presenta tocoferoles como alfa tocoferol en mayor

proporcién que Y- tocoferol.12 21, 23,25, 26

Por otro lado, este fruto, especialmente su epicarpio, zumo y semillas poseen
compuestos que contribuyen a la aromatizacién de fragancias, con participacién
en la industria alimentaria como saborizante, en la industria farmacoldgica por sus
propiedades antioxidantes, pérdida de peso a través de la aromaterapia, uso en
el tratamiento de cancer, y recientemente por su actividad antimicrobiana. Se
entiende como efecto aquello que sigue por virtud de una causa, como resultado
de la aplicacion de un farmaco y/o sustancia, como es el caso de la aplicacion del
Citrus aurantium sobre cepas de St. aureus coagulasa positivo, por lo que el efecto
antimicrobiano es aquel cuya sustancia posee la capacidad de inhibicion del
crecimiento de colonias de bacterias que permite su eliminacién sin afectar al

huésped.'110

Sobre el mecanismo de accion, previos estudios sugieren que el Citrus aurantium
acttua a nivel de la membrana celular, a medida que la célula infectada es tratada,
la bacteria muestra pérdida progresiva de la integridad celular con incremento de
la permeabilidad y reduccion importante de ATP provocando la lisis bacteriana.®

Esto se logra evidenciar mediante la visualizacion de los halos inhibitorios, donde
se realiza la medida del diametro de inhibicion el cual se traduce a la medida del
espacio donde no ha existido crecimiento bacteriano alrededor del disco de

antibiético y/o sustancia en estudio.'*

15



14

1.5

1.6

Formulacién del Problema

¢, Cudl es el efecto antimicrobiano del Citrus aurantium comparado con Oxacilina

en cepas de Staphylococcus aureus coagulasa positivo?

Justificacion del estudio

La creciente incidencia de infecciones bacterianas dermatolégicas, provocadas
por el Staphylococcus aureus, me motivo a realizar la presente investigacion,
cuya finalidad radica en contribuir a un nuevo enfoque sobre el uso de plantas
medicinales, como el Citrus aurantium, para la elaboracion de medicamentos con
efecto antimicrobiano a raiz del extracto de este fruto; la visualizacion a futuro es
su incursion en la industria farmacéutica como coadyuvante para el tratamiento
de estas lesiones, hasta llegar al uso mono terapéutico.

Asi también se espera que este estudio sea fuente util para futuras
investigaciones y permita la resolucion de problemas y reduccion de costos a

causa de las infecciones bacterianas.

Hipotesis

Hipotesis de investigacion (Hi): El extracto de epicarpio y semillas de Citrus
aurantium tiene igual o mayor efecto antibacteriano comparado con Oxacilina

sobre cepas de Staphylococcus aureus coagulasa positivo.
Hipotesis nula (Ho): El extracto de epicarpio y semillas de Citrus aurantium tiene

menor efecto antibacteriano comparado con Oxacilina sobre cepas de

Staphylococcus aureus coagulasa positivo.

16



1.7 Objetivos
Objetivo General:
- Determinar el efecto antimicrobiano del extracto de epicarpio y semillas de
Citrus aurantium comparado con Oxacilina en cepas de Staphylococcus

aureus coagulasa positivo.

Obijetivos Especificos:
- Precisar el efecto antimicrobiano del extracto de epicarpio y semillas de

Citrus aurantium en cepas de Staphylococcus aureus coagulasa positivo.

- Precisar el efecto antimicrobiano de Oxacilina en cepas de Staphylococcus

aureus coagulasa positivo.

- Comparar las diferencias de los resultados obtenidos en el estudio.

17



Il. METODO

2.1 Disefio de Investigacion

La presente investigacion sera experimental con comparaciones mltiples.?*

FORMULA
RG1: X1 - o1
RG2: X2 - 02
RG3: X3 - 03
RG4: X4 - 04

R: Asignacion al azar

G: Placas Petri con Staphylococcus aureus

Xi-3: tratamiento con extracto de Citrus aurantium
X4: tratamiento con Oxacilina

0O;.3. observacion post tratamiento con extracto de Citrus
aurantium

O4: observacion post tratamiento con Oxacilina

2.2  Variables, Operacionalizacion

VARIABLE

Variable independiente:
% Tratamiento antimicrobiano con extracto de epicarpio y semillas del Citrus
aurantium.

Variable dependiente:

Eficacia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus coagulasa positivo.

18



OPERACIONALIZACION

VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES | ESCALA DE MEDICION
CONCEPTUAL
Variable Extracto obtenido a partir | Se realizara la medicion considerando
Independiente: | del Citrus Aurantium | la concentracion del extracto, en
Tratamiento combinado en solucion de | relacion a las diluciones realizadas:
antimicrobian | etanol, que se utiliza para | -Extracto de epicarpio del Citrus
0 con extracto | inhibir el crecimiento | aurantium al 100% y extracto de RG1
de Citrus bacteriano en el | semilla del Citrus aurantium al 100%
Aurantium. organismo*. -Extracto de epicarpio del Citrus
aurantium al 75% y extracto de semilla RG2
del Citrus aurantium al 75%
-Extracto de epicarpio del Citrus Cuantitativa discreta
aurantium al 50% y extracto de semilla RG3
del Citrus aurantium al 50%
-Tratamiento estandar con oxacilina
(STAT) RG4

19




Variable
Dependiente:
Eficacia
antimicrobiana
en cepas de
Staphylococcus
aureus
coagulasa

positivo

Capacidad de inhibicion del

Extracto de Citrus Aurantium

sobre el crecimiento vy
desarrollo de cepas de
Staphylococcus aureus

Coagulasa Positivo.°

Se precisara la eficacia
antimicrobiana, a través de la
medicion del diametro del halo de
inhibicién en las
placas con cultivo de Staphylococcus
aureus en las que se aplico el
extracto, considerando.?
EFICAZ
Sensible:
=13 mm
NO EFICAZ
Intermedio:
11-12 mm
Resistente:

<11 mm

Eficaz:

>=13mm

No eficaz:

<12mm

Cualitativa

Nominal
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Poblacién y muestra

Poblacion: Estuvo constituida por conjunto de cepas de Staphylococcus aureus

coagulasa positivo obtenidas del Laboratorio de la Universidad César Vallejo.

Tamafo de Muestra: Fueron 16 repeticiones. El tamafio de muestra estuvo en
funcion de las caracteristicas del estudio, para ser medido cuantitativamente
mediante andlisis de medias. Se empled la siguiente formula

_ (za+ zf3)%6%
T (x1—x2)?

Esta férmula es para estudios que pretenden comparar 2 promedios, con una sola
cola. (T de Students)
Dénde:
Za= 1.96; con un nivel de confianza del 95%
Z[3= 0.84; con una potencia del 80%
852 = Varianza = 2.31 mm
X1= Promedio del “Citrus Aurantium” = 12.3 mm

X2= Promedio de la Oxacilina = 13mm

Entonces: Para la presente investigacion, se trabajé con 16 repeticiones.

(1,96 +0.84)%(7.9)*
B (13 —12.3)2

Se trabajé con 16 repeticiones (por cada concentracién del extracto mas

= 16 como minimo

oxacilina).

Unidad Muestral: Cada placa Petri con cultivo de cepas de Staphylococcus aureus

Coagulasa Positivo.
Método de muestreo: El presente estudio fue un muestreo no probabilistico.

Unidad de andlisis: Estuvo constituida por cada cepa de Staphylococcus aureus

coagulasa positivo.

21



Criterios de Seleccion:

Criterios de inclusién:
Cultivos de Staphylococcus aureus coagulasa positivo fisiolégicamente

iguales.

Criterios de exclusion:

Placas que presenten contaminantes y/o presencia de otras bacterias.

2.4  Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

1.7.1 Técnica: Fue a través de la observacion directa de campo, se
observo los cultivos de cepas del Staphylococcus aureus donde se
habia afadido el extracto de epicarpio y semillas del Citrus
aurantium, a parte de la oxacilina, midiéndose finalmente el diametro

del halo de inhibicion.

1.1.1 Instrumento: Se elabor6 una ficha de recoleccion de datos donde se
consigna: numero de placa, diluciones y tratamiento, donde se anot6 el

diametro del halo de inhibicién. (Anexo 1).
1.1.2 Procedimiento:

Recoleccion del Citrus aurantium:

Fueron procedentes del Distrito de Charat, Provincia de Otuzco de la region La
Libertad, verificados en el Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de
Trujillo, y trasladados al Laboratorio de la Escuela de Medicina de la Universidad

César vallejo.
Preparacion del Extracto de Citrus aurantium: Se elabor6 con 25 gr. de

epicarpio y 12.5 gr. de semillas de Citrus aurantium, cuya extraccion se ejecuto

mediante la maceracioén con etanol al 96%.
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Inicialmente se lavaron los Citrus aurantium con agua destilada, luego se procedi6
a despojar el epicarpio y semillas del Citrus aurantium.

El epicarpio fue colocado en hoja kraft y posteriormente puesto en estufa a
temperatura de 40° para el secado correspondiente por 7 dias; aplicandose el
mismo procedimiento para las semillas.

Posteriormente, se retiraron los epicarpios y semillas de la estufa para colocarlos
en el mortero por separado y continuar con la trituracion de los mismos, hasta
lograr obtener finas particulas.

Cada 25 g del epicarpio del Citrus aurantium se mezcldé en 100 ml de etanol al
96%. El extracto se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos a 25° C. Fueron
evaporadas a 80° C en el evaporador rotatorio. Todas las muestras del extracto
se disolvieron en etanol previamente medido en probeta milimetrado, por
separado a la concentracion final de 100 %, 75% y 50%. Se realiz0 la mezcla de
ambos componentes, recubriéndose el matraz para evitar la evaporacion del
etanol. Finalmente se coloco el matraz en la estufa a una temperatura de 40° para
maceracion del extracto de epicarpio del Citrus aurantium por 5 dias.

Por otro lado, después de la trituracion de semillas de Citrus aurantium y de haber
obtenido las finas particulas, se procedio a pesar 12,5 gr. del mismo, para luego
colocarlo en matraz de 500 ml, afladiéndose posteriormente 50 ml de alcohol
etandlico de 96%, previamente medido en probeta milimetrada. Posterior a ello,
se ejecutd la mezcla de ambos, cubriéndose el matraz para evitar la evaporacion.
Luego de ello, se colocé el matraz en la estufa a una temperatura de 40° para
maceracion del extracto de semillas del Citrus aurantium por el mismo namero de

dias del extracto de epicarpio.

Técnica de difusidon en Agar:

El antibiograma se realizé mediante la técnica de Kirby Bauer en pocillos, para lo
cual se utilizé 50uL del extracto de epicarpio y semillas del Citrus aurantium a una
concentracion de 100%, 75% y 50% correspondientemente, por otro lado, se
utilizé discos de Oxacilina preelavoradas en cada placa Petri conteniendo Agar

Mueller-Hinton.
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Se prepar6 una suspension de S. aureus reactivado en 3 mL de suero fisioldgico
con una turbidez equivalente a la mitad del tubo N° 1 de la escala de McFarland
(aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL). Luego 20 uL de dicha suspensién se
inoculd en las superficies de cada una de las placas Petri conteniendo Agar
Mueller Hinton, utilizando el asa digralsky.

Se practicaron 7 pocillos equidistantes en cada placa Petri, en los cuales se
agregara 50 uL del extracto de epicarpio y semillas del Citrus Aurantium al 100 %,
75% y 50 % respectivamente; y oxacilina.

Los didametros de los halos de inhibicion de cada muestra se midieron con ayuda
de una regla milimetrada llamada Vernier después de 24 horas de haber sido
aplicados los extractos. Para determinar el porcentaje de inhibicion, se realiz6 la
siguiente formula:

% efecto de inhibicion

x didmetro halo de inhibicion del extracto

— 100
x didmetro halo de inhibicién del control positivo x

Lectura de los resultados

VALORES DE Staphylococcus aureus segun CLSI (ex NCCLS)
REFENCIA DE es : Diametro de inhibicion (mm)

SENSIBILIDAD A SENSIBLE INTERMEDIO | RESISTENTE

LOS ANTIBIOTICOS

OXACILINA 213 11-12 <11

Instrumento de recoleccion de muestra:
Ficha de recoleccion de datos fue elaborado por la autora, cuya validacion se
realizO mediante la opinidbn del experto, quien manifestd la pertinencia del

instrumento. (Anexo 1)
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2.5 Meétodos de analisis de datos

El procesamiento de datos con respecto a las variables de estudio se realizd
mediante el uso de la prueba de analisis de varianza (ANOVA) para contraste de
hipotesis, andlisis Adove, prueba de Tukey, caja y bigotes, que permitieron
calcular los datos estadisticos necesarios para el estudio.

2.6 Aspectos éticos

Para el desarrollo de la presente investigacion se respet6 el articulo 48 del capitulo
6 “Del trabajo de investigacion” perteneciente al Cédigo de Etica y Deontologia

del Colegio Médico del Pera.t®
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I1l. RESULTADOS

Tabla 1. Efecto antimicrobiano del extracto de epicarpio y semillas de Citrus
aurantium comparado con Oxacilina en cepas de Staphylococcus aureus
coagulasa positivo. (Resumen estadistico descriptivo)

Concentracion N  Media Desyl_aC|on Minimo Méaximo Cuartil  Cuartil Cuartil
Extracto tipica 1 2 3
etandlico
de 100% 16 23.4 2.6 18 27 22 24 25
de Citrus 50% 16  19.9 2.3 15 23 18 21 21
aurantium Oxacilina 16 32.6 1.2 30 34 32 33 33
Total 64 243 0.6 15 34
Extracto
etandlico 100% 16 7.6 1.6 6 11 6.75 7 8.3
sergﬁlas 75% 16 7.4 1.4 6 11 7 7 7.25
de Citrus 50% 16 3.3 0.9 2 5 3 3 4
aurantium Oxacilina 16 32.6 1.2 30 34 32 33 33.3
Total 64 12.7 0.3 2 34

Fuente: Elaborado por la autora.
El extracto etanolico de epicarpio de Citrus aurantium al 100% tuvo una media
del halo de inhibicion sobre las cepas de Staphylococcus aureus coagulasa
positivo de 23.4, siendo el del mayor efecto entre todas las concentraciones de su
grupo; mientras que el extracto etanolico de semillas de Citrus aurantium al 100%
tuvo una media del halo de inhibicion de 7.6 siendo el de mayor efecto entre todas
las concentraciones de su grupo; mientras que la Oxacilina obtuvo una media de
32.6, siendo la de mayor efecto en comparacién de todos los grupos. ( Ver

Figura 1).

Por otro lado, se observa que la Oxacilina obtuvo mayor efecto antibacteriano en

cepas de S. aureus (halo de inhibicion promedio: 32.6mm) a comparacion de los

extractos etandlicos de epicarpio y semillas del Citrus aurantium.
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Figura 1. Comparacion del efecto antimicrobiano del Citrus aurantium y Oxacilina en

cepas de Staphylococcus aureus coagulasa positivo

40,00
30,00
20,00

*B5
10,00 é B9%

0

o

00

Valor

-

T T T T T T T
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Epicarpio Citrus Epicarpio Citrus Epicarpio Citrus Citrus aurantium Citrus aurantium Citrus aurantium
aurantium 100% aurantium 72%  aurantium 50% 100% T5% 50%
GRUPO

Fuente: Elaborada por la investigadora.

Aqui se aprecia que el extracto etandlico de epicarpio del Citrus aurantium al 100% fue
guien obtuvo mayor efecto antimicrobiano a comparaciéon de las otras concentraciones
de extractos (halo de inhibicion promedio: 23.4mm), seguido por extracto etandlico de
epicarpio del Citrus aurantium al 75% (halo de inhibiciébn promedio: 21.4mm); mientras
gue los extractos etandlicos de semillas presentaron un minimo efecto antimicrobiano en
todas sus concentraciones. Finalmente fue la Oxacilina quien obtuvo mayor efecto
antibacteriano en cepas de S.aureus a comparaciéon de los extractos etandlicos del Citrus

aurantium (halo de inhibicién promedio: 32.6mm).
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Tabla 2. Comparacion del efecto antimicrobiano inhibitorio del extracto etandlico
del Citrus aurantium y oxacilina en cepas de Staphylococcus aureus coagulasa
positivo, segun el ANOVA.

ANOVA

Suma de Media .

cuadrados gl cuadratica Sig.
Entre 10813.464 6 1802.244 505.302 0.000
grupos
Dentro de 374.500 105 3.567
grupos
Total 11187.964 111

Fuente: Instrumento de recoleccion de datos

El valor de significancia (P) es menor < 0.05, por lo que se rechaza la hipotesis
nula; se traduce en que existe diferencia significativa entre el extracto del Citrus
aurantium y Oxacilina.

Para poder visualizar en efecto mas 6ptimo se realizé las comparaciones multiples

de Tukey (Ver Tabla 3)

La diferencia de medias resulto ser muy significativa entre las diferentes
concentraciones sobre el halo de inhibicién, siendo las maximas en el grupo de
Oxacilina, seguida del grupo de concentracién de extracto etandlico de epicarpio
del Citrus aurantium al 100%, mientras que el uso del extracto de semillas de

Citrus aurantium en general mostraron menor resultado en comparacion a todos.
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Tabla 3. Comparacion de resultados obtenidos de la aplicacion de extracto de

epicarpio y semillas de Citrus aurantium sobre cepas de S. aureus coagulasa

positivo
HSD Tukey?
Epicarpio Subconjunto para alfa = 0.05
de Citrus N
aurantium
1 2 3
50 16.0 19.9
75 16.0 21.4 21.4
100 16.0 23.4
oxacilina 16.0 32.6
Sig. 0.2 0.1 1.0
Semillas
de Citrus
aurantium
50 16.0 33
75 16.0 7.4
100 16.0 7.6
oxacilina 16.0 32.6
Sig. 1.0 1.0 1.0

Fuente. Instrumento de recoleccion de datos.

Se evidencian las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Mientras que se evidencia diferencia significativa entre subconjuntos.
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IV. DISCUSION

El uso de plantas y frutos, especialmente los Citrus, se ha visto en aumento
gracias a sus propiedades beneficiosas para la salud por accion de sus diversos
metabolitos activos como el limoneno, a. linoleico, antioxidantes fendlicos y
tocoferoles, incursionando en la medicina complementaria y farmaindustria. El
presente estudio se centrd en la busqueda del efecto antimicrobiano del extracto
etanodlico del epicarpio y semillas del Citrus aurantium aplicado en cepas de
Staphylococcus aureus coagulasa positivo, comparado dicho efecto con la

oxacilina.

En la tabla 1, el extracto etanodlico de epicarpio de Citrus aurantium al 100% tuvo
una media de halo de inhibicion sobre las cepas de Staphylococcus aureus
coagulasa positivo de 23.4mm, resultado que supero al obtenido en la
investigacion realizada hace cuatro afios por Tumane P. et al en Nagpur?, donde
este extracto en solucion de etanol y metanol mostré un diametro de inhibicién
promedio de 19 mm respectivamente, afirmando su capacidad antibacteriana;
esta variacion pudo haber sido afectada por la geografia de donde se encuentra
el objeto en estudio y el volumen de solucion etandlico, asi como el origen de las
cepas, mientras que Sokovi¢ et al. en Serbia® obtuvieron en su estudio que la
actividad antimicrobiana por parte del Citrus aurantium esta presente contra la
mayoria de bacterias gram positivas, encontrandose zonas de inhibicion de

14mm. para St. aureus.

En cuanto a la Oxacilina (Tabla 1), su didmetro del halo de inhibicion
estandarizado sobre cepas de Staphylococcus aureus coagulasa positivo segun
el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) es de 13 mm a comparacién
de nuestro estudio cuyo resultado promedio post aplicacion fue de 32 mm,
mostrando una gran diferencia significativa, por lo que dicha variacion pudo ser
por la diferencia de origen de las bacterias, considerando que las cepas utilizadas
en el estudio son meticilino sensibles, lo cual guarda relacién con el estudio que
realizo Maguifia et al'® donde sefiala que la Unica categoria que mostro

susceptibilidad a la oxacilina fueron los 36 MSSA de su estudio, afirmando la
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Importancia que tiene categorizar al S. aureus de acuerdo a su resistencia a

meticilina (oxacilina).

Al comparar el efecto de ambos productos (Tabla 2), se observa que hay
diferencias del diAmetro inhibitorio entre las diversas concentraciones del extracto
etanolico de epicarpio y semillas del extracto del Citrus aurantium y Oxacilina. Se
aprecia que el efecto sobre los promedios del halo inhibitorio que se tuvo con la
Oxacilina es estadisticamente mayor al del extracto etandlico de epicarpio del
Citrus aurantium al 100%; por otro lado, las concentraciones del 100% y 75% del
extracto etandlico de epicarpio del Citrus aurantium, tienen similitud estadistica
entre ellas, mientras que los resultados obtenidos del extracto etandlico de
semillas del Citrus aurantium en todas sus concentraciones mostraron una minima
actividad antimicrobiana resultando no eficaz. Por lo antes descrito se puede
deducir que los extractos etandlicos de epicarpio del Citrus aurantium poseen un

mejor efecto que el de las semillas.
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V. CONCLUSIONES

El presente estudio concluye que:

1. El extracto etandlico de epicarpio de Citrus aurantium en todas sus
concentraciones es eficaz contra cepas de Staphylococcus aureus coagulasa

positivo in vitro.

2. El extracto etandlico de semillas de Citrus aurantium no es eficaz en ninguna
de sus concentraciones contra cepas de Staphylococcus aureus coagulasa

positivo in vitro.

3. La oxacilina posee un eficaz efecto antimicrobiano, siendo mayor que el

extracto de epicarpio del Citrus aurantium.

4. El extracto etandlico de epicarpio de Citrus aurantium en todas sus
concentraciones posee efecto antimicrobiano eficaz a comparacion del
extracto etandlico de semillas cuyo efecto es no eficaz, todo ello comparado
con la Oxacilina, la cual posee mayor efecto que los extractos antes

mencionados.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas piloto para evitar contratiempos durante la ejecucion del
proyecto y validar método.
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VIl. PROPUESTA

1. Se sugiere ampliar el estudio por medio de la implementacion de nuevos
solventes como metanol, asi también, considerar utilizar otras bacterias
distintas al Staphylococcus aureus coagulasa positivo, ya que los datos
obtenidos son muy prometedores para la comunidad cientifica.

2. Por otro lado, resultaria conveniente incluir a futuro, el estudio del zumo del

Citrus aurantium, en comparacion con diferentes especies de Citrus.

3. Evaluar la posibilidad de aplicar el objeto en estudio para evidenciar la
respuesta tisular en ratas albinas Holtzman y segun ello, proyectar su uso

farmacologico para el tratamiento de lesiones dermatologicas.
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ANEXOS

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL Citrus aurantium COMPARADO CON
OXACILINA EN CEPAS DE Staphylococcus aureus Coagulasa Positivo

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
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ANEXO 2: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: EFECTO ANTIMICROBIANO DEL Citrus aurantium COMPARADO CON
AUTORA: GRASSY ELVA SIMON SCAMARONE

OXACILINA EN CEPAS DE Staphylococcus aureus coagulasa positivo

PROBLEMA

efecto
del
aurantium

éCudl es el
antimicrobiano
Citrus

comparado con
Oxacilina en cepas de
Staphylococcus aureus

coagulasa positivo?

OBIETIVOS
Objetivo General:
Determinar el efecto
antimicrobiano del extracto
de Citrus aurantium
comparado con Oxacilina en
cepas de Staphylococcus

aureus coagulasa positivo.
Objetivos Especificos:
» Precisar el efecto
antimicrobiano del
extracto de Citrus
aurantium en cepas
de Staphylococcus
aureus  coagulasa
positivo.
» Precisar el efecto
antimicrobiano de
Oxacilina en cepas
de Staphylococcus

HIPOTESIS

H1: El extracto Citrus
aurantium tiene
igual o mayor efecto
antibacteriano
comparado con
Oxacilina sobre cepas
de Staphylococcus
aureus coagulasa

positivo.

H2: El
Citrus

extracto de

aurantium
tiene menor efecto
antibacteriano
comparado con
Oxacilina sobre cepas
de Staphylococcus
aureus coagulasa

positivo.

VARIABLES E INDICADORES

VARIABLE INDEPENDIENTE: Tratamiento antimicrobiano con extracto de

Citrus Aurantium.

DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES | ESCALA DE
CONCEPTUAL MEDICION
Extracto de | Se realizara la medicidn Cuantitativa
Citrus considerando la concentracion discreta

Aurantium que del extracto; se dividen en 7
se utiliza para grupos. de. control, gn relacidn
o a las diluciones realizadas:
|nhll?|r. el -Extracto de epicarpio del
crecimiento Citrus aurantium al 100% y
bacteriano enel Extracto de semilla del Citrus RG1
organismo.* aurantium al 100%
-Extracto de epicarpio del
Citrus aurantium al 75% vy
Extracto de semilla del Citrus RG2
aurantium al 75%
- Extracto de epicarpio del
Citrus aurantium al 50% y
Extracto de semilla del Citrus RG3
aurantium al 50%
-Tratamiento estandar con
RG4

oxacilina (STAT)
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aureus  coagulasa
positivo.

Comparar las
diferencias de los
resultados
obtenidos en el
estudio.

VARIABLE DEPENDIENTE: Eficacia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus
aureus coagulasa positivo

DEFINICION DEFINICION INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Capacidad de | Se precisara la Eficaz: Cualitativa
inhibicion del | eficacia >=13mm Nominal
Extracto de | antimicrobiana, a
Citrus través  de la No eficaz:

Aurantium medicidn del <12mm
sobre el | diametro del halo

crecimiento y
desarrollo de
cepas de
Staphylococcus
Aureus
Coagulasa
Positivo- 1°

de inhibicion en
las

placas con cultivo
de Staphylococcus
Aureus en las que
se aplicé el
extracto,
considerando:

EFICAZ
Sensible:
>13 mm

NO EFICAZ
Intermedio:
11-12 mm
Resistente:
<11 mm
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TIPO Y DISENO DE
INVESTIGACION

POBLACION Y MUESTRA

TECNICA E INSTRUMENTOS

Métodos de analisis de datos

TIPO:

Basica

DISENO:
La presente investigacion serd
experimental con

comparaciones multiples.

POBLACION:

Estuvo constituida por conjunto de cepas
de Staphylococcus aureus coagulasa
positivo obtenidas del Laboratorio de la

Universidad César Vallejo.

TAMANO DE MUESTRA:
Fueron 16 repeticiones. El tamafio de
muestra estuvo en funcidn de las
estudio,

caracteristicas del para ser

medido cuantitativamente mediante

andlisis de medias. Se empledé la

siguiente férmula

Técnica:

Fue a través de la observacion.

Instrumento:

Se elaboré wuna ficha de
recoleccion de datos donde se
consigna: numero de placa,
diluciones y tratamiento, donde
se anotd el didmetro del halo de
inhibicion. Ficha de recoleccién
de datos fue elaborado por la
autora, cuya validacién se realizo
mediante la opinidn de experto,
quien manifesté la pertinencia

del instrumento.

El procesamiento de datos con
respecto a las variables de estudio se
realizéd mediante el uso de la prueba de
andlisis de varianza (ANOVA) que
permitieron  calcular los  datos
estadisticos necesarios para el estudio.
Contraste de hipdtesis anova, analisis

adove, prueba de tukey, caja y bigotes.
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RESULTADOS

CONCLUSIONES

Tabla 1. El extracto etandlico de epicarpio de Citrus aurantium al 100% tuvo
una media del halo de inhibicién sobre las cepas de Staphylococcus aureus
coagulasa positivo de 23.4, siendo el del mayor efecto entre todas las
concentraciones de su grupo; mientras que el extracto etandlico de semillas
de Citrus aurantium al 100% tuvo una media del halo de inhibicion de 7.6
siendo el de mayor efecto entre todas las concentraciones de su grupo;
mientras que la Oxacilina obtuvo una media de 32.6, siendo la de mayor
efecto en comparacion de todos los grupos. Por otro lado, se observa que la
Oxacilina obtuvo mayor efecto antibacteriano en cepas de S. aureus (halo de
inhibicion promedio: 32.6mm) a comparacion de los extractos etandlicos de
epicarpio y semillas del Citrus aurantium.

Tabla 2. El valor de significancia (P) es menor < 0.05, por lo que se rechaza la
hipdtesis nula; se traduce en que existe diferencia significativa entre el
extracto del Citrus aurantium y Oxacilina.

Para poder visualizar en efecto mds éptimo se realizd las comparaciones
multiples de Tukey (Ver Tabla 4)

La diferencia de medias resulto ser muy significativa entre las diferentes
concentraciones sobre el halo de inhibicion, siendo las maximas en el grupo
de Oxacilina, seguida del grupo de concentracién de extracto etandlico de
epicarpio del Citrus aurantium al 100%, mientras que el uso del extracto de
semillas de Citrus aurantium en general mostraron menor resultado en
comparacién a todos.

Tabla 3. Se evidencian las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos. Mientras que se evidencia diferencia significativa entre
subconjuntos.

El extracto etandlico de epicarpio de Citrus aurantium en todas sus
concentraciones es eficaz contra cepas de Staphylococcus aureus
coagulasa positivo in vitro.

El extracto etandlico de semillas de Citrus aurantium no es eficaz en
ninguna de sus concentraciones contra cepas de Staphylococcus
aureus coagulasa positivo in vitro.

La oxacilina posee un eficaz efecto antimicrobiano, siendo mayor
que el extracto de epicarpio del Citrus aurantium.

El extracto etandlico de epicarpio de Citrus aurantium en todas sus
concentraciones posee efecto antimicrobiano eficaz a comparacién
del extracto etandlico de semillas cuyo efecto es no eficaz, todo ello
comparado con la Oxacilina, la cual posee mayor efecto que los
extractos antes mencionados.
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ANEXO 3:

Tabla 4.

Efecto antimicrobiano del extracto etandlico del Citrus aurantium sobre la

inhibicién en cepas de Staphylococcus aureus coagulasa positivo segun

concentraciones.
Epicarpio de Citrus aurantium Semillas de Citrus aurantium
100% 75% 50% 100% 75% 50%
EFECTO
% N % N % N % N % N %
RESISTENTE O 0 0 0 0 0 15 93.8% 15 93.8% 16 0%
INTERMEDIO O 0 0 0 0 0 1 63% 1 63% 0 0%
SENSIBLE 16 100% 16 100% 16 100% O 0.0% O 00% O 0%
EFICACIA EFICAZ EFICAZ EFICAZ NOEFICAZ NOEFICAZ NO EFICAZ

Fuente: Instrumento de recoleccion de datos

El efecto antimicrobiano del extracto etandlico de epicarpio del Citrus
aurantium sobre la inhibicion en cepas de Staphylococcus aureus coagulasa
positivo resultd eficaz en un 100% en todas sus concentraciones, a

comparacion del extracto etandlico de semillas de Citrus aurantium, el cual

resultd no eficaz frente a las mismas cepas en todas sus concentraciones.



ANEXO 4:

Tabla 5. Comparaciones multiples

Variable dependiente:

HSD Tukey
Diferencia Intervalo de confianza al 95%
de medias Error Limite Limite
() GRUPO (I-9) estandar Sig. inferior superior
Extracto Extracto Epicarpio 1.93750 0.66771 0.066 -0.0698 3.9448
Epicarpio Citrus Citrus aurantium 75%
a“r%““”m Extracto Epicarpio 3,50000°  0.66771 0.000 1.4927 5.5073
100% Citrus aurantium 50%
Extracto Semilla Citrus  15,75000" 0.66771 0.000 13.7427 17.7573
aurantium 100%
Extracto Semilla Citrus  15,93750" 0.66771 0.000 13.9302 17.9448
aurantium 75%
Extracto Semilla Citrus  20,06250°  0.66771 0.000 18.0552 22.0698
aurantium 50%
Oxacilina 10 pg -9,18750" 0.66771 0.000 -11.1948 -7.1802
Extracto Extracto Epicarpio -1.93750 0.66771 0.066 -3.9448 0.0698
Epicarpio Citrus Citrus aurantium 100%
aurantium 75% - gyiracto Epicarpio 1.56250  0.66771 0.235 -0.4448 3.5698
Citrus aurantium 50%
Extracto Semilla Citrus  13,81250°  0.66771 0.000 11.8052 15.8198
aurantium 100%
Extracto Semilla Citrus  14,00000°  0.66771 0.000 11.9927 16.0073
aurantium 75%
Extracto Semilla Citrus  18,12500°  0.66771 0.000 16.1177 20.1323
aurantium 50%
Oxacilina 10 pg - 0.66771 0.000 -13.1323 -9.1177
11,12500"
Extracto Extracto Epicarpio -3,50000" 0.66771 0.000 -5.5073 -1.4927
Epicarpio Citrus Citrus aurantium 100%
aurantium 50%  gy¢racto Epicarpio -1.56250  0.66771 0.235 -3.5698 0.4448
Citrus aurantium 75%
Extracto Semilla Citrus  12,25000°  0.66771 0.000 10.2427 14.2573
aurantium 100%
Extracto Semilla Citrus  12,43750°  0.66771 0.000 10.4302 14.4448
aurantium 75%
Extracto Semilla Citrus  16,56250" 0.66771 0.000 14.5552 18.5698
aurantium 50%
Oxacilina 10 pg - 0.66771 0.000 -14.6948 -10.6802
12,68750"
Extracto Extracto Epicarpio - 0.66771 0.000 -17.7573 -13.7427
Semilla Citrus  Citrus aurantium 100% 15,75000
aurantium Extracto Epicarpio - 0.66771 0.000  -15.8198 -11.8052
100% Citrus aurantium 75%  13,81250"
Extracto Epicarpio - 0.66771 0.000 -14.2573 -10.2427
Citrus aurantium 50%  12,25000"
Extracto Semilla Citrus 0.18750 0.66771 1.000 -1.8198 2.1948
aurantium 75%
Extracto Semilla Citrus ~ 4,31250" 0.66771 0.000 2.3052 6.3198
aurantium 50%
Oxacilina 10 pg - 0.66771 0.000 -26.9448 -22.9302

24,93750°




Extracto Extracto Epicarpio - 0.66771 0.000 -17.9448 -13.9302
Semilla Citrus  Citrus aurantium 100% 15,93750"
aurantium 75%  gytracto Epicarpio - 0.66771 0.000 -16.0073 -11.9927
Citrus aurantium 75%  14,00000"
Extracto Epicarpio - 0.66771 0.000 -14.4448 -10.4302
Citrus aurantium 50%  12,43750"
Extracto Semilla Citrus  -0.18750 0.66771 1.000 -2.1948 1.8198
aurantium 100%
Extracto Semilla Citrus 4,12500" 0.66771 0.000 2.1177 6.1323
aurantium 50%
Oxacilina 10 pg - 0.66771 0.000 -27.1323 -23.1177
25,12500"
Extracto Extracto Epicarpio - 0.66771 0.000 -22.0698 -18.0552
Semilla Citrus  Citrus aurantium 100% 20,06250"
aurantium 50% - gyracto Epicarpio - 0.66771 0.000 -20.1323 -16.1177
Citrus aurantium 75%  18,12500"
Extracto Epicarpio - 0.66771 0.000 -18.5698 -14.5552
Citrus aurantium 50%  16,56250"
Extracto Semilla Citrus ~ -4,31250" 0.66771 0.000 -6.3198 -2.3052
aurantium 100%
Extracto Semilla Citrus  -4,12500" 0.66771 0.000 -6.1323 -2.1177
aurantium 75%
Oxacilina 10 pg - 0.66771 0.000 -31.2573 -27.2427
29,25000"
Oxacilina 10 ug Extracto Epicarpio 9,18750" 0.66771 0.000 7.1802 11.1948
Citrus aurantium 100%
Extracto Epicarpio 11,12500" 0.66771 0.000 9.1177 13.1323
Citrus aurantium 75%
Extracto Epicarpio 12,68750" 0.66771 0.000 10.6802 14.6948
Citrus aurantium 50%
Extracto Semilla Citrus  24,93750" 0.66771 0.000 22.9302 26.9448
aurantium 100%
Extracto Semilla Citrus  25,12500" 0.66771 0.000 23.1177 27.1323
aurantium 75%
Extracto Semilla Citrus  29,25000 0.66771 0.000 27.2427 31.2573

aurantium 50%




ANEXO 5:

Tabla 6. Comparaciones multiples

E
xt_ractc-) Extracto Extracto Extracto . .
Epicarpio . . . . . . Extracto Semilla Extracto Semilla
. Epicarpio Epicarpio Semilla Citrus . . . . -
Citrus . . . Citrus aurantium | Citrus aurantium | Oxacilina 10 pg
aurantium Citrus Citrus aurantium 75% 50%
aurantium 75% | aurantium 50% | 100% ? ?
100%
Extracto Epicarpio Efecto Efecto . . .
Igual Ef Ef f Dif f Dif f
Citrus aurantium 100% gual Efecto diferente diferente ecto diferente iferente efecto iferente efecto
Extracto Epi i Efect ) . .
).( racto p|c§rp|o Igual Efecto Igual Efecto .ec ° Efecto diferente Diferente efecto | Diferente efecto
Citrus aurantium 75% diferente
Extracto Epi i Efect Efect . . .
).( racto p|c§rp|o 'ec © Igual Efecto .ec ° Efecto diferente Diferente efecto | Diferente efecto
Citrus aurantium 50% | diferente diferente
Extracto Semilla Citrus | Efecto Efecto Efecto Igual efecto Diferente efecto Diferente efecto
aurantium 100% diferente diferente diferente g
Extracto Semilla Citrus | Efecto Efecto Efecto . .
. . . . Igual efecto Diferente efecto | Diferente efecto
aurantium 75% diferente diferente diferente
Extracto Semilla Citrus | Efecto Efecto Efecto Efecto Efecto diferente Diferente efecto
aurantium 50% diferente diferente diferente diferente
- Efect Efect Efect Efect . .
Oxacilina 10 pg .ec ° .ec ° .ec ° .ec ° Efecto diferente Diferente efecto
diferente diferente diferente diferente




ANEXO 6:
FOTOGRAFIAS DE EJECUCION DE INVESTJGACION EXPERIMENTAL

Recoleccién de producto en estudio:

Previo lavado, recoleccidn de epicarpio y
Citrus aurantium semillas del Citrus aurantium

Secado en estufa a 40°, del epicarpio del
Citrus aurantium




Trituracién de epicarpio del Citrus
aurantium en mortero

Trituracion de semillas de Citrus aurantium
en mortero

Calibracién y peso exacto del objeto de
estudio

Herramientas de laboratorio: Etanol de 96°,
Probeta, Matraz.
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Mezcla de etanol y epicarpio de Citrus aurantium, Proceso de reposo y maceracion en estufa, sellado
asi también de semillas. para evitar la evaporacidon del objeto en estudio.




