Valorization of Citrus limon Waste to Reduce
Bacterial Load in Contaminated Water: A Circular
Economy Proposal

Abstract— Increasing water pollution and the massive generation of agro-industrial waste threaten public health and sustainability. This
research evaluated the valorization of Citrus limon waste using an ethanolic extract to reduce the microbial load of contaminated water,
contributing to SDG 6. The methodology included collection, drying, and grinding; extraction by sonication (40 kHz, 55 °C, 90 min) with
99% ethanol (1:4 ratio); and characterization by FTIR and UV-Vis. Tests were conducted using water from the Mochica Canal (Trujillo,
Peru), evaluating the extract for turbidity, pH, and bacterial load at 0, 6, 12, and 24 hours. The extract did not show clarifying capacity, but
it demonstrated remarkable antimicrobial activity, with reductions of 1.6 log (total bacteria), 2.0 log (E. coli), and 3.8 log (Staphylococcus
sp.), equivalent to removals of 97.8%, 99.0%, and 100.0% at 24 h. Spectroscopic characterization revealed functional groups (0O-H, C=0,
aromatic C=C) characteristic of phenols and flavonoids, hypothesized to be responsible for the activity. In conclusion, the ethanolic extract
of C. limon peel represents a promising natural alternative; however, its production requires inputs and equipment (ethanol, sonicator,
rotary evaporator, DMSQO) that may limit its direct implementation in resource- lmuted communities. Its /eastbtlttv will depend on process
optimization and the local avatlabtlttv of these resources 2 e : :
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Valorizacion de los residuos de Citrus limon para
reducir la carga bacteriana de aguas contaminadas:
una propuesta de economia circular

Resumen— La creciente contaminacion del agua y la
generacion masiva de residuos agroindustriales amenazan la salud
publica y la sostenibilidad. Esta investigacion evaluo la
valorizacion de residuos de Citrus limon mediante un extracto
etandlico para reducir la carga microbiana de aguas contaminadas,
contribuyendo al ODS 6. La metodologia incluyo recoleccion,
secado y molienda, extraccion por sonicacion (40 kHz, 55 °C, 90
min) con etanol al 99% (relacion 1:4), y caracterizacion por FTIR y
UV-Vis. Los ensayos se realizaron con agua del canal Mochica
(Trujillo, Perii), evaluando el extracto sobre turbidez, pH y carga
bacteriana a 0, 6, 12 y 24 horas. El extracto no mostré capacidad
clarificante, pero evidencio notable actividad antimicrobiana, con
reducciones de 1.6 log (bacterias totales), 2.0 log (E. coli) y 3.8 log
(Staphylococcus sp.), equivalentes a remociones del 97.8%, 99.0% y
100.0% a las 24 h. La caracterizacion espectroscopica revelo
grupos funcionales (0-H, C=0, C=C aromdtico) propios de fenoles
y flavonoides, hipotéticos responsables de la actividad. En
conclusion, el extracto etandlico de cascara de C. limon representa
una alternativa natural__prometedora, aunque su produccion
requiere insumos y equipos (etanol, sonicador, rotavapor, DMSO)
que pueden limitar su implementacion directa en comunidades con
recursos limitados. Su viabilidad dependerd de la optimizacion del
proceso y de la disponibilidad local de estos recursoss—aeeesible—y

S S

Palabras clave-- Residuos de Citrus limon, extractos etandlico,
actividad antimicrobiana, tratamiento de aguas contaminadas,
economia circular.

I. INTRODUCCION

El cambio climéatico y el crecimiento de la poblacion
estan empeorando la calidad del agua en todo el mundo, donde
el aumento de las aguas residuales y los desechos de la
industria son una de las principales causas que incrementan
este problema [1-4]. Una solucién a esta problematica es
reutilizar el agua, siguiendo los principios de la economia
circular, asi se cuida el agua y se reduce el dafio al ambiente.
Para poder reutilizar el agua de forma segura, es necesario que
el agua tratada no tenga sustancias quimicas ni microbios
dafiinos que pongan en riesgo la salud publica [5,6]. Esta
investigacién aporta a las metas del Objetivo de Desarrollo
Sostenible (ODS); directamente con la ODS 6: Agua limpia y
saneamiento que buscan mejorar la calidad del agua mediante
la reduccion de vertidos y la reduccion de la contaminacion
[1].

Los métodos convencionales de desinfeccion del agua,
como la cloracion asi como la coagulacion-floculacion son
eficaces para la reduccién de carga microbiana y particulas en
suspension; sin embargo su aplicacion puede generar presenta

desventajas significativas, tales como la generacion de nuevas
sustancias toxicas en el proceso de desinfeccion [7,8] lo que
limitan su uso en comunidades pequefias o con pocos recursos
[8,9]. En este escenario, ha crecido el interés por alternativas
naturales y Dbaratas, como los coagulantes y agentes
antimicrobianos derivados de plantas [10], los cuales son mas
faciles de usar en sistemas sencillos y en comunidades
alejadas que requieren menor complejidad tecnologica [11],
ademas el uso de estos nuevos productos se adapta a la idea de
"innovacion frugal", que busca soluciones practicas y de bajo
costo [12].

La agroindustria de los citricos produce grandes
cantidades de residuos (cascaras, pulpa y agua de proceso); se
estima que los residuos de cascara de citricos superan las 23 x
10°¢ toneladas anuales a nivel mundial [13], lo que evidencia la
magnitud del problema y el potencial de valorizacion de este
subproducto que con frecuencia se gestionan de forma
inadecuada. Esto representa un desafio en la gestion de
residuos pero también una oportunidad para la economia
circular mediante su valorizacion como fuente de compuestos
bioactivos (aceites esenciales, flavonoides, pectinas y acidos
organicos) con potencial coagulante, quelante 'y
antimicrobiano [14,15]. La valorizacion de estos residuos
mediante la obtencion de extractos acuosos y/o etandlicos
ofrece una via para convertir un residuo en un insumo
funcional para el tratamiento experimental de aguas
contaminadas, aportando beneficios ambientales (reduccion de
residuos) y potenciales economicos (baja toxicidad y uso de
subproductos) [16]. Ademas, la eleccion del solvente de
extraccion (agua y/o etanol) modula el perfil fitoquimico vy,
por ende, la eficacia sobre parametros fisicoquimicos como
pH, turbidez, oxigeno disuelto (OD), conductividad y carga
microbioldgica (indicadores fecales y patdogenos oportunistas)
en matrices acuosas [17]. En este sentido, los residuos de
cascara de lim6én han mostrado poseer capacidades de
adsorcion inherentes beneficiosas para el tratamiento de aguas
residuales [18], lo que refuerza su potencial como material de
partida para soluciones de biorremediacion.

Estudios sobre coagulantes y desinfectantes naturales han
demostrado que extractos vegetales y subproductos pueden
reducir significativamente la turbidez en matrices acuosas,
generando menores volimenes de lodo y menor toxicidad que
coagulantes sintéticos convencionales. Sin embargo, es escasa
la bibliografia que reporte especificamente la disminucién
bacteriana en un medio liquido utilizando extractos de plantas,
debido a que los estudios de los extractos generalmente se han
realizado en el area de la salud y la industria de alimentos [19-
23]. Antecedentes indican que el extracto de C. /imon posee
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amplio espectro de actividad antibacteriana, atribuida a las
diferentes fracciones de la fruta. Por ejemplo, El jugo muestra
actividad dependiente de la concentraciéon contra bacterias
entéricas y cutaneas (Escherichia coli, Proteus spp.,
Propionibacterium acnes) [24,25], y los extractos de cascara
reducen de manera significativa el crecimiento de Listeria
monocytogenes en ensayos in vitro y modelos alimentarios
[26,27]. Estos hallazgos confirman el amplio espectro de
accion antimicrobiana de las fracciones de C. limon y
respaldan su potencial aplicacion en sistemas de tratamiento
de agua.

A pesar de estos antecedentes, persiste una brecha
significativa en el conocimiento respecto al uso directo de
extractos provenientes especificamente de residuos (céascaras)
de C. limon en los procesos de reduccion de la carga
bacteriana en aguas residuales y agroindustriales en
condiciones de laboratorio. Para contribuir a cerrar esta
brecha, el presente estudio propone evaluar la valorizacion de
estos residuos mediante la produccion de un extracto
etanolico, y determinar su efecto sobre la carga microbiana de
aguas contaminadas. Con ello, se busca ofrecer una respuesta
a la demanda de tratamientos alternativos, econdémicos y de
menor toxicidad, en el marco de una estrategia integradora de
economia circular y gestion sostenible del agua. Se hipotetiza
que los extractos etandlicos de residuos de C. /imon reduciran
la carga microbiana y la turbidez del agua, aunque esta
capacidad depuradora podria estar modulada por el nivel de
contaminacion inicial de las muestras, y se espera establecer la
relacion entre la concentracion del extracto y su eficacia
desinfectante a escala de laboratorio.

Il. METODOLOGIA

A. Recoleccién de los residuos de C. limon

Los residuos de C. limon (cascaras y restos de pulpa) se
recolectaron en mercados y restaurantes de la ciudad de
Trujillo. Los residuos se recolectaron en bolsas limpias para su
posterior traslad6 al laboratorio donde se lavaron con agua
destilada para eliminar la suciedad y la materia orgéanica
pegada a la superficie. Posteriormente, Se secaron en una
estufa a 40 °C durante 3 a 4 dias, hasta que la humedad
residual quedd entre el 5y el 10 %. Una vez seco, el material
se moli6 y se pas6 por un tamiz de 200 um para obtener un
polvo homogéneo y fino [28]. Este polvo vegetal se guardd en
recipientes oscuros y se almacend a temperatura ambiente
hasta su uso.
B. Obtencién del extracto por sonicacion

El extracto se obtuvo mediante proceso de sonicacion. Se
empled una relacion de 1:4 entre el solido y el solvente (50
gramos del polvo de céscara se mezclaron con 200 mL de
etanol al 99 %) y las condiciones de extraccion se
establecieron a 55 °C durante 90 min bajo sonicacion
constante de 40 kHz. Después de la sonicacion, la mezcla se
dejé reposar para que sedimentaran las particulas mas gruesas,
y luego se filtré con papel Whatman N.° 1 para clarificarla. El
liquido filtrado se concentré usando un rotavapor (marca

ISOLAB) [29,30]. El extracto concentrado se esterilizd por
filtracién al vacio (filtros de 0,22 um). El producto estéril
obtenido se secd en estufa a 40 °C hasta obtener una pasta. A
partir de esta pasta se preparado la solucion de trabajo (50
mg/mL) utilizando dimetilsulféxido (DMSQO) como solvente.
Esta solucion de trabajo se conservé en refrigeracion a 4 °C
hasta el momento de los anélisis y la experimentacion.

C. Caracterizacion espectrofotométrica del extracto

La caracterizacion espectrofotométrica del extracto se
realizd a la solucién de trabajo (50 mg/mL) y se analizé
mediante dos técnicas. La primera evaluacion se realiz6 por
UV-Vis spectroscopy (200-800 nm) para identificar
cromoforos y sefiales asociadas a fenoles y flavonoides,
utilizando el equipo UV-Vis Spectrophotometers de la marca
thermo scientific; mientras que en la segunda caracterizacion
se realizo por Fourier Transform Infrared (FTIR)
Spectroscopy (4000400 cm™') para determinar grupos
funcionales relevantes (OH, C=0, C-O, aromaticos)
utilizando el equipo iS50 FT-IR de la marca thermo scientific
[31].

D. Ensayos experimentales en condiciones de laboratorio

Para los ensayos de remediacion se utiliz6 una muestra de
agua contaminada, recolectada directamente de su fuente
natural, canal Mochica, Trujillo, Per( (coordenadas 8°07'54"
S, 79°04'03” O). Esta muestra presentaba una turbidez de 140
NTU y una carga bacteriana total de 2.5 x 10* UFC/mL.

Los ensayos experimentales se realizaron en vasos de
precipitacién de 250 mL, con un volumen total de trabajo de
200 mL. En cada caso, 180 mL (90 %) correspondian al agua
contaminada y 20 mL (10 %) correspondian al tratamiento
(agua destilada o extracto a 5 mg/mL). Las muestras se
homogenizaron y se evaluaron a las 0, 6, 12 y 24 horas. En
cada tiempo de medicién se registrd el pH, la turbidez (en
NTU). Para la evaluacion microbioldgica, se realizo: i) el
recuento total de bacterias en agar PCA (Plate Count Agar), ii)
el recuento de estafilococos patdgenos en agar MSA
(Mannitol Salt Agar), y iii) el recuento de E. coli en agar
VRBA (Violet Red Bile Agar) [32]. Todas las mediciones se
hicieron por triplicado.

La reduccion bacteriana se calculé mediante el porcentaje
de eliminacion, determinado como [(UFC/mL inicial —
UFC/mL final) /UFC/mL inicial] x 100, para facilitar la
comparacion con estudios que presentan resultados en este
formato.

Los datos obtenidos se registraron en hojas de célculo de
Microsoft Excel. Alli se calcularon el porcentaje de reduccion
y la reducciéon logaritmica de las bacterias para cada
tratamiento. Finalmente, los graficos se elaboraron utilizando
el software OriginPro.

En este estudio exploratorio se evalu6 una Unica
concentracion del extracto (0.5 mg/mL final) con el fin de
obtener evidencia preliminar de su efecto antimicrobiano. No
se realiz6 una curva dosis-respuesta, lo cual se reconoce como
una limitacion y se propone para futuras investigaciones.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION
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La Fig. 1, muestra los resultados de la caracterizacion
espectrofotométrica del extracto de C. limon (50 mg/mL). La
Fig. 1(a), muestra el espectro de absorcion obtenidos mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
esta figura revela bandas caracteristicas que sugieren la
presencia de grupos funcionales como alcoholes/fenoles
(3200-3600 cm™), cadenas alifaticas (2850-2950 cm™),
grupos carbonilo (1700 cm'™'), compuestos fendlicos y
flavonoides (1600-1500 cm™), y ésteres o glicosidos (1300—
1000 cm™) [33-37]. Este patrdn espectral sugiere una mezcla
de compuestos polares y apolares, coherente con la
composicion conocida de C. limon. Por su parte, la Fig. 1(b),
muestra el espectro UV-Vis del extracto donde se observa una
fuerte absorcion en el rango de 300-400 nm, indicando la
presencia de cromoforos conjugados tipicos de compuestos
fenolicos y flavonoides [38-40]. Se identificé un pico
caracteristico de hesperidina (284 nm) [41,42], mientras que la
baja absorbancia en el visible indica escasa presencia de
pigmentos coloreados [43,44].
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Fig. 1 Caracterizacion espectrofotométrica del extracto de C. limon. (a)
Espectros FTIR y (b) Espectro UV Vis (200-800 nm).
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La Tabla I, presenta una hipotesis sobre una correlacion
sisteméatica entre los rangos de numero de onda (cm™)
obtenidos por espectroscopia FTIR y los posibles mecanismos
de accion antimicrobiana asociados. Dentro de esta
informacion, destaca la banda ancha O-H (3600-3200 cm™)
asociadas a fenoles y alcoholes, cuya alta intensidad sugiere
abundancia de compuestos polares, relacionados con
mecanismos como la desnaturalizacion de proteinas y la
generacion de estrés oxidativo. Otras bandas clave, como las
de estiramiento C=0 (1750-1700 c¢cm™) y C=C aromatico
(1680-1500 cm™), se vinculan a flavonoides y ésteres, con
acciones que incluyen la inhibicién enzimatica y la alteracion
de la permeabilidad membranal [35,39]. En esta tabla, cada
entrada vincula la presencia y la intensidad relativa de las
bandas con efectos bioldgicos hipotéticos, como el dafio de
membrana, inhibicion enzimatica, liberacion de agliconas y

actividad anti-biofilm.
TABLA |
CORRELACION ENTRE BANDAS FTIR Y MECANISMOS ANTIMICROBIANOS
PROPUESTOS PARA EL EXTRACTO DE C. LIMON

Ranao Aygrr]\aa Grupo Interpretacion Mecanismo
(Cmg) vibracio funcional cualitativa / antimicrobiano
nal posible cuantitativa propuesto
Presencia de Desnaturalizaci
Estiramie compuestos 6n de proteinas:
nto O—H; polares; bandamés | prot ’
O-H _ interaccion con
3600— bandas fenol ancha = mayor brana:
3200 anchas (fenoles, H-enlace; membrana,
por alcoholes) intensida& generacion Qe
H-enlace correlaciona con ESUGEZSO )Zléj]atlvo
abundancia relativa T
C-H hid SenaLde Disrupcion de
Estiramie alifatico ! rocar_ uros y bicapa lipidica;
3208050(; ntos C-H | (terpenos, i;fgﬁi?(?;d Z:Ja);grre inhibicién de
sp3 cadenas mavor contegido bombas de
alifaticas) y“poﬁlico eflujo [47,48] .
C_H Indica presencia de
Estiramie | aromatico/ anillos aromaticos;
3100- H —C.H picos adicionales No Apli
3000 | "¢ =CH en 1600-1500 0 Aplica
sp2 (arométicos, confirman
flavonoides) foi
aromaticos
Pico fuerte y nitido Interff&f:scm en
C=0 sugiere ésteres o PP
3 metabolicas;
g S (ésteres, cetonas; o
1750 Estlrarrne cetonas, desplazamientos alteracion d.e
1700 nto C=0 acidos indican membrana;
carboxilicos) conjugacion o modulacgl_?.r:j dg
H-enlace permeabilida
[48,50].
Inhibicion de
Estiramie aro(;:é(t:ico Sefial tipica de en;:)nrw;se,izgslon
1680- ntos C,:.C (flavonoides, femles, y bloqueo de
1500 aroma'tlc fenoles); fIavon_o |_desz paﬁron sintesis de
0s; amida amida (s’i multipico indica pared:
171 hay N) sustituciones anti-biofilm
[51,52].

La caracterizacion FTIR del extracto de C. limon reveld

grupos

funcionales

clave

que pueden
hipotéticamente con la actividad antimicrobiana (Tabla I). La
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presencia de grupos funcionales clave, como los estiramientos
O-H (3600-3200 cm™), C=0 (1750-1700 cm™) y C=C
aromatico (1680-1500 cm™) son indicativos directos de acidos
fendlicos (4cido cafeico, acido clorogénico) y flavonoides
(hesperidina, naringenina, rutina), los cuales constituyen la
firma quimica caracteristica de los citricos [37,53,54]. El
estiramiento O-H (3600-3200 cm™) agrupa a fenoles,
alcoholes los cuales pueden actuar desnaturalizando proteinas
[45,46]. Mientras que el estiramiento C=0 (1750-1700 cm™)
agrupa a ésteres, cetonas, acidos carboxilicos que actiian sobre
la iinterferencia en rutas metabolicas bacterianas, en la
alteracion de membrana y la modulacion de permeabilidad
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[48,50]. Finalmente el estiramiento C=C aromaticos agrupa a
flavonoides y fenoles, los cuales actuan a nivel enzimatico, en
el bloqueo de sintesis de pared y en la formacion de biofilm
(anti-biofilm) [51,52].

Las correlaciones entre los grupos funcionales y los
mecanismos antimicrobianos propuestos constituyen hipdtesis
de trabajo basadas en la literatura y en las asociaciones
espectroscopicas observadas mediante FTIR y UV-Vis. Estas
técnicas permiten identificar inicamente grupos funcionales
vinculados a familias de compuestos como fenoles,
flavonoides vy  polisacaridos, pero no posibilitan la
identificacion ni la cuantificacién inequivoca de metabolitos
individuales.  Por ello los  mecanismos  sugeridos
anteriormente deben considerarse aproximaciones hipotéticas
que requieren validacion experimental. Entre las limitaciones
del presente estudio se reconoce la ausencia de ensayos
mecanisticos especificos y de fraccionamiento guiado por
actividad, procedimientos indispensables para confirmar la
participaciéon de compuestos concretos en la actividad
antimicrobiana. Futuros trabajos deberan abordar estas
limitaciones mediante estudios complementarios que permitan
establecer con mayor certeza la relacion entre los perfiles
espectroscopicos y la bioactividad observadalaseerrelaciones
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Los resultados presentados en la Fig. 2, muestran que el
extracto de C. limon ejerce efectos diferenciados sobre la
Turbidez y el pH del agua contaminada. En cuanto a la
turbidez, el extracto no mostrd capacidad clarificante, mientras
que respecto al pH, el extracto disminuyo el pH en agua
posiblemente debido a la presencia de materia organica
disuelta.

Fig. 2 Efecto del extracto de C. limon en la turbidez y pH del agua
contaminada durante la experimentacion. (a) Turbidez y (b) pH.

Respecto a la evaluacion de los pardmetros
fisicoquimicos, algunos estudios han documentado que los
extractos vegetales pueden reducir la turbidez y los solidos
mediante procesos de coagulacion-floculacion [55,56]; sin
embargo observamos que el aumento en la turbidez, es
contrario al efecto clarificante propio de los coagulantes
naturales como Moringa oleifera y cuya eficacia se basa en
proteinas catidnicas que neutralizan y agregan particulas
coloidales [57]. Otras investigaciones describen un aumento
transitorio de la turbidez inmediatamente después de la
adicién del extracto, atribuible a la liberacion de compuestos
solubles que posteriormente se incorporan a fléculos y
sedimentan [58-60]. Estos comportamientos contrastantes
indican que la eficacia depende de la formulacién del extracto,
la dosis aplicada y el tipo de solvente empleado (etanol o
agua), ya que estas variables condicionan la solubilidad de los
bioactivos y su interaccion con particulas en suspensién [61].
Este fendmeno observado subraya que no todos los extractos
vegetales con actividad biol6gica funcionan como coagulantes
primarios, y su efecto neto sobre la claridad del agua depende
de las caracteristicas fisico quimicas de la fuente de agua.

Por otro lado, la acidificacion consistente del pH
constituye un efecto directo y predecible, atribuible al alto
contenido de acidos organicos de bajo peso molecular en el
limén, principalmente 4&cido citrico (47.9-52.6 g/kg) vy
ascorbico presente en las céascaras de C. limon [62,63]. La
disociacion de estos acidos en el medio acuoso libera protones
(H"), reduciendo el valor de pH [64]. Este descenso es un
factor coadyuvante de la actividad antimicrobiana global
debido a que un pH &cido puede alterar la homeostasis ionica
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intracelular bacteriana, afectar la actividad enzimatica y
potenciar la accién de otros metabolitos antimicrobianos
presentes en el extracto, creando un ambiente hostil para las
bacterias patégenas presentes [65,66].

Los resultados presentados en la Fig. 3, presenta dos
representaciones complementarias que muestran el efecto del
extracto de C. limon sobre la carga bacteriana en aguas
contaminadas: un grafico de evolucién temporal (a) con la
carga expresada en Logio (CFU/mL) y un diagrama de barras
(b) con los porcentajes de remocion a 0, 6, 12 y 24 horas. En
la Fig. 3 (a) se aprecia una disminucién sostenida de la carga
total y de los grupos bacterianos analizados, con una caida
particularmente rapida y pronunciada en Staphylococcus spp.,
que alcanza valores cercanos a la deteccion minima alrededor
de las 12 horas; E. coli muestra una reduccién mas gradual,
mientras que la curva de bacterias totales refleja la suma de
estas tendencias y confirma una reduccion significativa
notable a lo largo del tiempo. En la Fig. 3 (b) se muestra la
cuantificacién de estos cambios a través del tiempo, esto
expresado en porcentajes de remocion, los cuales aumentan
progresivamente hasta superar el 90 % a las 24 horas, para las
tres series, lo cual hace notar una eficacia notable del extracto
en condiciones experimentales.
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Fig. 3 Efecto del extracto de C. limon sobre la carga bacteriana presente
en aguas contaminadas. (a) Reduccion de la carga bacteriana expresada en
unidades logaritmicas y (b) Porcentajes de remocion de la carga bacteriana.

En la Fig. 3 se muestra una disminucién progresiva y
dependiente del tiempo de la carga bacteriana tras la
aplicacion del extracto de C. limon. En la Fig. 3(a) las
bacterias totales descienden desde aproximadamente 4.0 Log
UFC/mL en el tiempo inicial hasta cerca de 2.7 Log UFC/mL
a las 24 horas, lo que equivale a una reduccion de 1.6 unidades
logaritmicas. Para E. coli se observa una caida desde 4.2 Log
UFC/mL hasta cerca del 2.2 Log UFC/mL a las 24 horas, es
decir, una reduccién de 2.0 unidades logaritmicas, mientras
que Staphylococcus sp. disminuye desde 3.8 Log UFC/mL
hasta valores de 0.0 Log UFC/mL (reduccion de 3.8 unidades
logaritmicas). En la Fig. 3(b) estos cambios se reflejan en los
porcentajes de remocién: a las 24 horas se alcanzan valores
superiores al 97 %, obtenido una remocion de 97.8 para
bacterias totales, 99.0 % para E. coli y 100.0 % para
Staphylococcus sp. En conjunto, los datos indican que el
extracto ejerce un efecto antimicrobiano notablesignificative
sobre la carga bacteriana en aguas contaminadas, con una
mayor eficacia cuantitativa frente a la bacteria Gram positiva
como Staphylococcus sp. que frente Gram negativas como E.
coli.__La evaluacién de una sola concentracion impide
establecer una relacion dosis-respuesta y determinar la
concentracion minima inhibitoria. Futuros estudios deberan
evaluar al menos tres concentraciones para caracterizar la
eficacia del extracto.

Existe poca bibliografia que cuantifique la reduccion
bacteriana en medios liquidos en términos de unidades
logaritmicas o porcentajes de remocion empleando extractos
de Citrus spp. Sin embargo, se han localizado estudios que
evallan la eficacia antimicrobiana de formulaciones citricas
destinadas a la desinfeccion de superficies frente a patdgenos
concretos, lo que permite comparar sus niveles de reduccion
con los obtenidos en el presente estudio. El desinfectante
Biosecur®, de base citrica, mostré disminuciones de Vibrio
vulnificus entre 3 y 6 drdenes logaritmicos al aplicarse en
concentraciones del 0.5 % al 2.0 % [67].; asimismo, el
extracto Citrox®© en alimentos frescos provoc6 reducciones de
2.8 a 4.8 log UFC/g para E. coli O157:H7 [68]. En contraste,
nuestros resultados experimentales muestran reducciones de
entre 1.6 a 3.8 unidades logaritmicas, concretas en condiciones
acuosas. Las bacterias totales descendieron 1.6 log UFC/mL,
E. coli disminuy6 2.0 log UFC/mL y Staphylococcus sp. se
redujo en 3.8 log UFC/mL, esto en condiciones acuosas dentro
de las 24 horas del tratamiento

En lo que respecta a los porcentajes de remocion de la
carga bacteriana, la evidencia disponible sefiala que el empleo
de coagulantes de origen natural, como la levadura de pan,
permite remover entre el 95% y el 99 % de los coliformes
presentes en muestras acuosas con turbidez de hasta 500 NTU
[69]. Asimismo, un estudio que utilizoé extracto de semillas de
Plantago ovata consiguié una eliminacion casi completa de
coliformes totales y estreptococos en aguas fluviales con baja
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contaminacion inicial (600 UFC/100 ml) [70]. Estos valores
son considerablemente inferiores a los observados en nuestra
investigacion donde la muestra a tratar presentaba una
turbidez de 140 NTU y una carga bacteriana total de 2.5 x 10*
UFC/mL (equivalente 2 500 000 UFC/100mL) donde se
lograron remociones de 97.8 % para bacterias totales, 99.0 %
para E. coli y 100.0 % para Staphylococcus sp. Estos
resultados respaldan el potencial del extracto de C. limon
como alternativa de bajo costo para el tratamiento de aguas
contaminadas y subrayan la necesidad de estudios adicionales
sobre dosis, mecanismos de accion y eficacia en matrices con
distinta carga microbiana.

Se puede inferir que la diferencia en la susceptibilidad
entre Gram positiva (Staphylococcus sp.) y Gram negativa (E.
coli), se alinea a lo reportado en la literatura cientifica sobre la
accion de fitocompuestos. Esta disparidad se fundamenta en
las diferencias estructurales criticas de la envoltura celular
bacteriana [65,71]. Las bacterias Gram negativas, como E.
coli, poseen una membrana externa adicional compuesta por
una bicapa asimétrica, donde la membrana externa esta
constituida predominantemente por lipopolisacaridos (LPS),
moléculas anfipaticas que confieren una notable estabilidad y
actlan como una barrera de permeabilidad altamente selectiva
que restringe drésticamente la difusién pasiva de moléculas
hidrofobicas y de gran tamafio, requiriendo el paso a través de
proteinas canal especificas Ilamadas porinas [22,72]. Muchos
de los metabolitos secundarios presentes en el extracto de
limén, como los flavonoides polares y los acidos fendlicos,
encuentran en la membrana bacteriana una barrera formidable
que retrasa o reduce su llegada al sitio de accion intracelular,
Por el contrario, la pared celular de las bacteria Gram positivas
como Staphylococcus sp., carecen de esta membrana externa y
su gruesa capa de peptidoglicano siendo una estructura mas
porosa que permite una penetracion directa de los agentes
antimicrobianos hacia la membrana citoplasmatica [22].

Es importante reconocer las limitaciones de este estudio,
qgue deberian abordarse en futuras investigaciones. La
principal limitacion radica en la ausencia de técnicas
cromatogréaficas (HPLC-MS) que permitan la identificacién y
cuantificacién especifica de los compuestos responsables de la
actividad observada, facilitando asi correlaciones méas precisas
entre la composicién quimica y la potencia antimicrobiana.
Por tanto, las correlaciones establecidas entre los grupos
funcionales detectados por FTIR y UV-Vis y los mecanismos
de accion propuestos deben interpretarse como hipotesis de
trabajo méas que como conclusiones definitivas.

Reconocemos que las aguas superficiales albergan
comunidades microbianas diversas mas alla de los tres grupos
de  macroorganismos  evaluados  (Bacterias  tales,
Staphylococcus sp. y E. coli). Sin embargo, estos organismos
fueron seleccionados debido a que: (i) E. coli es el principal
indicador de contaminacién fecal y se utiliza ampliamente en
la evaluacion de la calidad del agua en todo el mundo; y (ii) S.
aureus sirve como indicador de estafilococos patdgenos,
incluyendo cepas resistentes a los antibidticos que representan
una importante preocupacion para la salud publica.

A pesar_de la actividad antimicrobiana observada, la
implementacion _practica del extracto enfrenta diversos
desafios. El incremento de la turbidez (de 140 a 460 NTU)
evidencia la presencia de materia organica soluble y particulas
no sedimentables, lo que podria requerir etapas adicionales de
filtraciéon o coagulacién. Asimismo, la acidificacion del medio
(pH 3.2) constituye un_factor relevante, ya que puede
comprometer la calidad del agua tratada. Otro aspecto critico
es la posible toxicidad del DMSO residual, que debe evaluarse
mediante _ensayos de citotoxicidad, junto con estudios de
estabilidad frente a luz, temperatura y pH para determinar la
vida util del extracto. La escalabilidad del proceso depende de
la_disponibilidad de residuos de limén, del costo energético
asociado _a la sonicacion y de la optimizacion de las
condiciones de extraccion.

Ademas, cualquier aplicacion en agua destinada al
consumo_humano o al riego debe cumplir con normativas
sanitarias, lo que exige analisis adicionales de subproductos y
toxicidad. Este estudio se basd en un Unico lote de extraccion,
sin evaluar la reproducibilidad entre lotes, lo cual representa
una limitacion dada la variabilidad quimica inherente a los
extractos vegetales. Por ello, futuras investigaciones deberan
abordar aspectos como la reproducibilidad del rendimiento, el
perfil quimico vy la actividad antimicrobiana en multiples lotes,
asi _como estudios de toxicologia, estabilidad y efectos
organolépticos, con el fin de garantizar la consistencia y
robustez del producto antes de considerar aplicaciones

industriales 0 practicasAungue—el-extracto-muestra—potencial

para—el—tratamiento—del —agua—contaminada;,—se—requiere

IV. CONCLUSIONES

Este estudio demostré que el extracto etandlico obtenido
de los residuos de C. limon constituye una alternativa natural y
prometedora, aunque su producci6n requiere insumos y
equipos que pueden limitar su implementacién directa en
comunidades con recursos limitados. Aun asi el extracto
resulto ser eficaz para la reduccién bacteriana en aguas
superficiales contaminadas y su aplicacién del extracto en una
matriz acuosa real validé su potencial en condiciones casi
reales, logrando porcentajes de remocién bacteriana superior
al 97%.

La novedad de este trabajo radica en la validacion
especifica del extracto para la reduccion bacteriana en aguas
superficiales en matrices reales, una aplicacién que no se
habia explorado previamente para los extractos de Citrus spp.
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A diferencia de otros estudios que exploran el efecto
antimicrobiano de los extractos de las plantas, nuestro enfoque
aborda desafios practicos en el tratamiento de agua en
entornos con recursos limitados.

El extracto no actu6 como un coagulante clarificante
convencional, sino que indujo un aumento de la turbidez,
probablemente debido a su carga de compuestos organicos
solubles. No obstante, produjo una acidificacion
pronunciadasignificativa del medio, atribuible a su contenido
de acidos organicos.

La caracterizacion espectrofotométrica mediante FTIR y
UV-Vis sugirieron la presencia de grupos funcionales (O-H,
C=0, C=C aromatico) asociados a metabolitos capaces de
interactuar con membranas celulares y rutas enzimaticas, lo
que se atribuyd de manera hipotética en la actividad
antimicrobiana. Sin embargo, en ausencia de analisis
cromatografico (HPLC-MS) y la cuantificacion de los
compuestos especificos responsables del efecto hacen que los
mecanismos de accion se infieran de manera hipotética.

Los hallazgos de este estudio contribuyen a sentar las
bases para el desarrollo de formulaciones desinfectantes
naturales, accesibles y sostenibles que puedan apoyar
eficazmente el logro del ODS 6: garantizar la disponibilidad y
la gestién sostenible del agua y el saneamiento para todos, en
particular en comunidades con recursos limitados y acceso
restringido a tecnologias convencionales de tratamiento de
agua.

Desde una perspectiva aplicada y de sostenibilidad, esta
investigacién es particularmente relevante, ya que demuestra
la viabilidad de wvalorizar un residuo agroindustrial
transformandolo en un insumo con potencial para abordar un
problema critico de salud publica. Los resultados se alinean
con los principios de la economia circular y la quimica verde,
proponiendo una alternativa natural que podria reducir la
dependencia de desinfectantes convencionales como el cloro,
Cuyo uso genera subproductos téxicos y se ha asociado con la
resistencia microbiana.

Este estudio presenta varias limitaciones que deben ser
consideradas. En primer lugar, no se realiz6 un analisis
estadistico inferencial (ANOVA, pruebas post-hoc) para
comparar los tratamientos, por lo que los resultados se
presentan Unicamente como estadistica descriptiva (media +
desviacion estandar). En segundo lugar, no se incluy6 un
control con DMSO a la misma concentracion utilizada para
disolver el extracto, lo que impide descartar completamente un
posible efecto del solvente. En tercer lugar, solo se evalud una
concentracion del extracto (0.5 mg/mL final), por lo que no
fue posible establecer una relacién dosis-respuesta. Estas
limitaciones deben abordarse en futuras investigaciones
mediante un disefio experimental mas robusto que incluya: (i)
control con solvente, (ii) al menos tres concentraciones del
extracto, (iii) analisis estadistico inferencial con réplicas
independientes, y (iv) ensayos de toxicidad, estabilidad y
escalabilidad.
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