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1. RESUMEN

En este estudio, se evalud la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de cascara de
toronja (Citrus paradisi L.) en dos formulaciones farmacéuticas sometidas a condiciones de

estabilidad acelerada.

Para conducir el estudio, se realizé una determinacion de limoneno en el aceite esencial de
cascara de toronja distribuido comercialmente en Guatemala mediante una cromatografia de
gases acoplada a masas. Se encontrd que ademas del limoneno, terpeno mas abundante y al
cual se le atribuyen propiedades antimicrobianas, el aceite contiene diferentes compuestos
propios de las plantas del género Citrus, y que a su vez contribuyen con el efecto de inhibicion

del crecimiento bacteriano.

Posterior a ello, se realizd una prueba de inhibicion de crecimiento bacteriano mediante el
método de Kirby-Bauer sobre tres diferentes cepas de bacterias: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, utilizando concentraciones de aceite esencial de
1-100% disueltas en etanol al 95%. De esta manera se comprobd que en concentraciones de
10 y 100% el aceite resulta efectivo contra las cepas anteriormente mencionadas. Se
formularon dos productos farmacéuticos: un gel a base de carbopol y una crema. De cada
uno de ellos se realizaron dos lotes: uno con aceite esencial de céascara de toronja como
antimicrobiano y otro lote como blanco. Estos productos fueron sometidos a condiciones de
estabilidad acelerada (40°C) durante seis meses y se realizaron pruebas de crecimiento
microbiano con el método de Kirby-Bauer, segin los tiempos sugeridos por el Reglamento

Técnico Centroamericano 11.01.04:10.

Al evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de céascara de toronja en las
formulaciones farmacéuticas, los resultados indican que existe una pérdida de la actividad
antimicrobiana del aceite, el cual dejo de inhibir el crecimiento de bacterias al cabo de tres

meses.

Estos resultados indican que a pesar de que el aceite esencial de cascara de toronja (Citrus
paradisi L.) posee un efecto antimicrobiano, al incorporarse en formulaciones farmacéuticas
y someter las mismas a condiciones de estabilidad acelerada, su actividad se pierde al cabo

de tres meses, por lo que es necesario realizar estudios de estabilidad en tiempo real.



2. INTRODUCCION

Los aceites esenciales son principios odoriferos derivados de moléculas de isopreno que
pueden extraerse de diferentes partes de las plantas. Se cree que estos aceites poseen
importantes funciones dentro de las plantas, actuando como repelentes de insectos o como
atractores de polinizadores.

Estas sustancias han sido utilizados ampliamente en el mercado como saborizantes, como
carminativos y son popularmente conocidos por sus excelentes propiedades antisépticas,
tanto antibacterianas, antimicrobianas y antiflngicas, lo cual ha dado lugar a numerosos

estudios sobre dichas propiedades.

Con el paso de los afios, el uso de preservantes sintéticos tanto en formulaciones cosméticas
como farmacéuticas ha ido en disminucion debido a la gran cantidad de efectos adversos o

complicaciones de diversos tipos que pueden causar con su uso cronico.

La pureza microbioldgica es uno de los problemas méas importantes que pueden presentarse
en la industria farmacéutica, ya que la presencia de hongos y/o bacterias contenidas en ellos
pueden ocasionar no solo problemas a nivel de la fabricacion de estos productos, sino también
para los consumidores finales, que pueden verse expuestos a infecciones por su uso.
(Kunicka-Styczynska, A., Sikora, M. & Kalemba, D., 2009)

Dado que cada vez es mas popular el uso de antimicrobianos naturales entre los usuarios,
surge la formulacién a base de materias primas puramente naturales y de esta forma, la
blusqueda de antimicrobianos naturales con capacidades iguales o mejores que las que ofrecen
los sintéticos. Es por ello que en la actualidad se han realizado diversos estudios sobre las
propiedades de los aceites esenciales, entre ellos, aceites extraidos de plantas del género
Rubus (Arantes, E. et al., 2011) y del género Citrus. (Al-Ani, W.N., Tawfik, N. O. & Shehab,
E. Y., 2011)

De este ultimo, se han conducido estudios de aceites esenciales de limdn, mandarina, toronja
y naranja principalmente, para determinar no solo su actividad antifingica y antimicrobiana,
sino también los componentes principales de estos aceites que pueden conferirles dichas

propiedades. (Espina, L., et al., 2011)



Siendo el aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L.) uno de los citricos conocidos por sus
cualidades antibacterianas y antifungicas, surge la idea de su uso en formulaciones
farmacéuticas. (Okunowo, W.O., Oyedeji, O., Afolabi, L. O. & Matanmi, E., 2013) De esta
manera se determind la capacidad inhibitoria del crecimiento microbiano del aceite de
cascara de toronja comercializado en Guatemala mediante la técnica de difusion en discos de
Kirby-Bauer tanto en ensayos in vitro, como su incorporacién en formulaciones

farmacéuticas.

Bajo condiciones de estabilidad acelerada propuestos por el Reglamento Técnico
Centroamericano 11.01.04:10, se determind que la incorporacion de aceite esencial de
cascara de toronja en formulaciones farmacéuticas no es viable, ya que al cabo de tres meses

se pierde la actividad antimicrobiana del aceite.



3. ANTECEDENTES

3.1 PROPIEDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES DEL GENERO Citrus

Debido a la gran cantidad de aceites esenciales que se encuentran en las plantas, dichos
compuestos han sido objeto de estudio desde hace décadas. Se estima que en la actualidad se
conocen cerca de 3,000 diferentes aceites esenciales de los cuales 300 son comercialmente

importantes.

Desde los tiempos antiguos, los aceites esenciales (ver Anexo 1) han sido conocidos por sus
excelentes propiedades como antibacterianos y en la actualidad, el estudio de dichas
propiedades se ha extendido a estudiar sus efectos sobre hongos, levaduras 0 mohos que
pueden ser un potencial foco de contaminacion para numerosos productos de consumo
humano. (Badawy, M. & Abdelgaleil, S., 2013)

Los aceites esenciales del género Citrus (ver Anexo 1) son conocidos por poseer las
propiedades anteriormente mencionadas. Aungque muchos de los componentes de estos
aceites como el limoneno o linalool son utilizados para la industria de la perfumeria,
alimentos, medicamentos, cosméticos, entre otros, en afios recientes Su USO COmMO
antibacterianos y antifungicos se ha estudiado mas de cerca, tanto para la determinacion de
los componentes del aceite, como para la evaluacion de dicha actividad en diferentes
estudios. (Okunowo, et al., 2013)

Existen diferentes mecanismos por los cuales los aceites de este género son eficaces contra
bacterias, aunque se cree que la accion principal se debe a las caracteristicas hidrofébicas de
los componentes del aceite. La lipofilia del aceite esencial permite una interaccion con los
constituyentes lipidicos de la membrana de las células, afectando su permeabilidad y

causando cambios en su estructura. (Gomes, M.S., et al., 2014)

Entre los aceites del género Citrus mas cuidadosamente estudiados estan los del limén (Citrus
limén), lima (Citrus aurantifolia), naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata) y
toronja (Citrus paradisi). Debido a que los componentes de estos aceites son basicamente los
mismos, tal como se muestra en el Anexo 7a, los compuestos individuales han sido evaluados

demostrando actividad antibacteriana contra diferentes microorganismos. (Burt, S., 2004)



Dadas estas propiedades, los aceites de los citricos se han utilizado como preservantes en
varios productos comerciales (Espina, L., et al., 2011), e incluso se han utilizado como
pesticidas ya sea solos 0 en combinacién con componentes sintéticos que han demostrado
poseer excelentes cualidades en este campo y que en la actualidad constituyen un posible
sustituto para los antimicrobianos que regularmente se utilizan. (Viuda-Martos, M. et al.,
2007)

3.1.1 Propiedades antibacterianas y antifingicas de la Toronja

Como se menciona en el Anexo 1, el aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L.) es
uno de los mas estudiados del género Citrus. Tanto extractos acuosos como etandélicos y
metanolicos y formas de extraccion por diversos métodos han permitido enlistar los

componentes principales de este aceite, tal como se aprecia en el Anexo 6b.

Aunque el aceite de toronja puede extraerse de diferentes partes de la planta y mediante
diferentes técnicas (ver Anexo 1), comercialmente son importantes los aceites de las
semillas y de la cascara. Ambos aceites, al igual que otros aceites derivados de citricos,
han demostrado actividad contra bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas.
Dicho potencial antimicrobiano se ha atribuido principalmente al limoneno: componente

mayoritario del aceite. (More, S. et al., 2013)

En el Anexo 7c se pueden apreciar diferentes cepas de bacterias contra las cuales es
efectivo el aceite de toronja obtenido por dos diferentes métodos: hidrodestilacion y
microondas libre de solventes y agua. Puede observarse que el aceite de toronja es un
potente inhibidor del crecimiento de bacterias que podrian contaminar diferentes
productos industriales de uso humano. (Uysal, B., et al., 2011)

Ademas de ser antibacteriano, el aceite de C. paradisi L. posee propiedades antifingicas,
inhibiendo o disminuyendo el crecimiento de hongos, mohos y levaduras como
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium verrucosum, y Peniccillium

chrysogenum. (Viuda-Martos, M. et al., 2007)

Dadas estas importantes propiedades del aceite de toronja, se ha utilizado en numerosos
productos de consumo humano, adquiriendo un papel relevante a nivel industrial.

Ademas el hecho de ser “generalmente conocido como seguro” (GRAS: generally



recognized as safe) lo convierte en un producto seguro y que puede utilizarse en estudios

para su uso comun. (Espina, L., et al., 2011)

3.2USO DE ACEITES ESENCIALES EN LA INDUSTRIA

Con el paso de los afios se ha hecho mas popular el uso de productos naturales entre los
usuarios, lo que conduce a la formulacion a base de materias primas puramente naturales y
de esta forma, la basqueda de antimicrobianos naturales con capacidades iguales 0 mejores

que las que ofrecen los sintéticos.

Siendo los aceites esenciales ampliamente estudiados y analizados y por sus excelentes
propiedades ya mencionadas, estos han sido objeto de estudio para su uso en la industria
farmacéutica. Estos ultimos deben ser cuidadosamente elaborados para garantizar un proceso
libre de impurezas ademas de ser necesario que los usuarios puedan estar protegidos durante
su uso constante. (Arantes, E. et al., 2011)

Aungue se han conducido estudios del uso de aceite esencial de toronja para preservar
alimentos y cultivos principalmente, no se ha estudiado su uso en productos farmacéutciso

como con otros aceites que han probado ser efectivos como antimicrobianos.

Un ejemplo de aceites esenciales utilizados son los extractos naturales de Rubus rosaefolius,
siendo la familia Rosaeae, al igual que la Rutaceae, una de las que contiene importantes
propiedades antimicrobianas y antifungicas. (Arantes, E. et al., 2011)

Aunque en la industria de cosméticos los aceites esenciales han sido utilizados sobre todo en
perfumeria, productos de masajes y relajantes naturales, su uso como preservantes y el
estudio de ellos apenas comienza. Sobre todo los aceites de los citricos, que presentan
agradables aromas, han sido ampliamente empleados para la perfumeria, y a pesar de estar
demostrado su uso como antimicrobiano y antifingico, los estudios como antimicrobainos
en productos farmacéuticos en especifico han sido poco profundizados. (Kunicka-
Styczynska, A. et al., 2009)



3.3 USO DE ANTIMICROBIANOS SINTETICOS EN LA INDUSTRIA

Los antimicrobianos sintéticos han sido ampliamente utilizados por numerosas industrias,
incluida la farmaceutica, para evitar el crecimiento de microorganismos o su introduccion en

los productos terminados o en el momento de su manufactura.

Entre los preservantes antimicrobianos mas empleados se encuentran los pertenecientes a la
familia de los hidroxibenzoatos o mejor conocidos como parabenos (Anexo 8), los cuales son
alquil-ésteres de &cido p-hidroxibenzoico que poseen propiedades tanto antibacterianas como
antifungicas. (Mincea, M., Lupsa, I.R., Cinguita, D.F., Radovan, C.V., Talpos, I. & Ostafe,
V., 2009)

Estos compuestos deben su actividad al incremento de la cadena del grupo alquilo, desde
metilo hasta n-butilo. En los productos cosméticos, la FDA (Food and Drug Administration)
aprueba su uso hasta el 1% de la formula original, y han sido utilizados hasta en un 99% de
cosmeéticos fijos y en un 77% de cosméticos de enjuague. (Pedersen, S., Nicoli, M.S., & Santi,
P., 2007)

A pesar de que los parabenos se han empleado durante afios como antimicrobianos por sus
excelentes propiedades y su facil manejo, en la Gltima década se ha realizado numerosos
estudios in vitro debido a que han presentado caracteristicas estrogénicas tanto en ratones

como en ratas, que a la larga han desarrollado diferentes tipos de cancer.

Se ha determinado que a pesar de ser seguros para su uso oral, su toxicidad por via subcutanea
y tdpica, sobre todo en cosméticos de uso diario o que se aplican en areas como las axilas
pueden aumentar la incidencia de cancer de mama. (Harvey, P.W., 2003)

En Estados Unidos, junto a los derivados del formaldehido, liberadores de formaldehido y
tanto metilcloroisotiazolinonas y metilisotiazolinonas, los parabenos son los preservantes
sintéticos mas utilizados y que ademas, han demostrado ser una de las principales causas del
aparecimiento de eczemas Yy alergias a diferentes productos. (Lundov, M.D., Moesby, L.,
Zachariae, C. & Johansen, J.D., 2008)

Derivado de las propiedades potencialmente toxicas de los parabenos, se han realizado
estudios sobre su acumulacion en tejido tanto en ensayos in vitro como in vivo. Se ha
demostrado que no solamente son compuestos estrogénicos, sino que ademas pueden actuar
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como inhibidores de andrégenos, inhibidores de enzimas sulfotransferasas, poseer actividad
genotdxica y aumentar la incidencia de meloma maligno. (Darbre, P.D. & Harvey, P.W.,
2008)
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4. JUSTIFICACION

En Guatemala es el Ministerio de Salud Pdblica y Asistencia Social, a través del
Departamento de Regulacion de Productos Farmacéuticos y Afines, el ente encargado de
verificar la calidad tanto de productos farmacéuticos como cosmeéticos, y de asegurar que
al final del proceso de elaboracion cumplan con las normas de calidad especificadas en

el Reglamento Tecnico Centroamericano 11.01.04:10.

Uno de los parametros méas importantes a evaluar en el proceso de fabricacion de estos
productos es el control microbioldgico, ya que los contaminantes como las bacterias,
hongos, levaduras y mohos, pueden ser perjudiciales para los usuarios finales de los

productos elaborados.

Entre los componentes que han demostrado ser perjudiciales para los usuarios, sobre todo
por ser potencialmente cancerigenos, son los preservantes, en especial los parabenos que
alcanzaron una gran popularidad por ser faciles de utilizar ademas de poseer un amplio

espectro de accion antimicrobiano y antifangico. (Harvey, P.W., 2003)

Debido a los amplios estudios de las propiedades antimicrobianas y antifungicas del
aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L), se considera relevante su evaluacion como
antimicrobiano para su posterior incorporacién en formulaciones farmacéuticas
siguiendo las especificaciones vigentes para Guatemala en el Reglamento Técnico
Centroamericano 11.01.04:10.

La finalidad del estudio fue determinar la capacidad de inhibicion del crecimiento
microbiano por medio del uso de aceite esencial de cascara de toronja comercial en
Guatemala en tres diferentes cepas bacterianas: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus, mediante el uso de la técnica de difusion en discos de
Kirby-Bauer comprobado en ensayos in vitro, tanto en el aceite a diferentes
concentraciones como en dos formulaciones a evaluar, una emulsion y un gel a base de

carbopol.

11



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de cascara de toronja (Citrus
paradisi L) y su incorporacion en formulaciones farmacéuticas mediante pruebas de

estabilidad acelerada.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de cascara de
toronja (Citrus paradisi L) contra tres diferentes cepas bacterianas: Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

e Comprobar mediante estudios in vitro que los productos farmacéuticos que
utilizan extracto de aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi L)
cumplen con la normativa RTCA vigente sobre control antimicrobiano.

e Establecer por técnicas in vitro la efectividad del aceite esencial de cascara de
toronja (Citrus paradisi L) como antimicrobiano natural en dos formulaciones

farmacéuticas

12



6. HIPOTESIS

La capacidad antimicrobiana del aceite esencial de la c&scara de toronja (Citrus paradisi L)
perdura al incorporarse a formulaciones farmacéuticas bajo condiciones de estabilidad

acelerada durante seis meses.

13



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de trabajo

Aceites esenciales del genero Citrus disponibles comercialmente en Guatemala.

7.1.1 Muestra
Aceite esencial obtenido de la cascara de toronja Citrus paradisi L. que se distribuye

comercialmente en Guatemala.

7.2 Materiales

7.2.1 Recurso humano

Autor del trabajo de investigacion: Br. Maria Isabel Ponce Ayala
Asesor del trabajo de investigacion: Lic. Julio Gerardo Chinchilla
Asesor del disefio estadistico: Dr. Jorge Luis de Leon Arana

Revisor del trabajo de investigacion: Lic. Lucrecia Peralta de Madriz

7.2.2 Recursos materiales

Cajas de Petri

Asas de cultivo microbioldgico

Medios de cultivo bacteriano Miiller-Hinton
Cristaleria y equipo de laboratorio

Balanza semianalitica

Congelador

Incubadoras

Papel filtro

Autoclave

Horno

Materia prima para elaboracion de productos farmacéuticos

7.2.3 Productos biologicos

Cepas ATCC:
o Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
o Escherichia coli ATCC. 25922
o Staphylococcus aureus ATCC. 25923

14



e Aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi L), Aceites

Esenciales Extract, S.A.

7.3 Métodos

7.3.1

7.3.2

Determinacion de Limoneno en aceite esencial de cascara de toronja (Citrus
paradisi L.) mediante cromatografia de gases.

Para tener un parametro comparativo sobre el cual determinar la actividad
antimicrobiana del aceite de cascara de toronja, se procedio a determinar la
presencia de limoneno (uno de los componentes mayoritarios del aceite de cascara
de toronja) en el aceite comercial mediante un cromatografo de gases (ver Anexo
10).

Para dicha determinacion, se solicitd un andlisis a través del Centro de
Informacion y Asesoria Toxicoldgica (CIAT) de la Escuela de Quimica
Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad
de San Carlos de Guatemala. Ya determinada la presencia de limoneno, se

procedio a realizar los estudios in vitro del aceite esencial de cascara de toronja.

Determinacion in vitro de actividad antimicrobiana del aceite esencial de
toronja (Citrus paradisi L)
Para determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de toronja (Citrus
paradisi L) se utilizaron 3 sepas bacterianas ATCC:

o Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

o Escherichia coli ATCC 25922

o Staphylococcus aureus ATCC. 25923
Para ello se llev6 a cabo la técnica de difusion en agar en placas (prueba de
susceptibilidad de difusién en discos, Kirby-Bauer). Se colocaron las placas con
agar Mueller-Hinton en cajas de Petri a 40°C inoculadas con las diferentes cepas
bacterianas anteriormente mencionadas, utilizando como estandar de referencia
la técnica de McFarlan.
A cada placa de las cepas se le colocaron cinco discos estériles de papel filtro

Whatman impregnados con aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi
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7.3.3

7.3.4

L) a diferentes concentraciones. Posteriormente las cajas Petri se incubaron a
40°C por 24-48 horas dependiendo de la cepa.

De igual forma, se realizaron controles para cada una de las cepas de crecimiento
bacteriano en agar Mueller-Hinton.

Para la actividad antimicrobiana del aceite, posterior al tiempo de incubacion se
determiné una inhibicion positiva o negativa del crecimiento bacteriano alrededor
de cada disco en concentraciones del 10-100% del aceite en etanol al 95%.

La aparicion de un halo determina la sensibilidad de las bacterias frente a las
soluciones de aceite esencial. Se consider6 como inhibitorio la ausencia de
bacterias. (Koneman, E., Allen, S., Dowell, V., Janda, W., y Sommers, H., 1992)

Formulacién de productos farmacéuticos
Posterior a la determinacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
cascara de toronja (Citrus paradisi L), se procedié a la formulacién de dos
diferentes productos farmacéuticos: una crema y un gel a base de carbopol
hidratado con agua, utilizando distintas materias primas en el laboratorio del
departamento de Farmacia Industrial de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Se realizaron 2 diferentes lotes de cada uno de los productos:

e Un lote utilizando como antimicrobiano aceite esencial de céscara de

toronja (Citrus paradisi L).

e Un lote blanco como control.

Como concentracién para elaboracién de los productos farmacéuticos, se utilizd

como referencia la concentracion de aceite determinada en el apartado 7.3.2.

Ensayo de estabilidad acelerada para productos farmacéuticos

Para la determinacion de la estabilidad de los productos farmacéuticos, estos
fueron sometidos a estabilidad acelerada en un horno a 40°C durante 6 meses
segun lo establecido por el Reglamento Técnico Centroamericano para
medicamentos 11.01.04:10.
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Las observaciones de la estabilidad de los productos se realizaron también segun
lo indicado en dicha normativa a los 0, 45, 90, 135 y 180 dias de su

almacenamiento en los cuales se tomaron muestras para su anlisis y observacion.

7.3.5 Evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial de cascara de
toronja (Citrus paradisi L) posterior a su incorporacion en formulaciones
farmacéuticas
A los tiempos establecidos en el ensayo de estabilidad de los productos
farmacéuticos, se tomo6 una muestra de cada uno de los lotes elaborados para su
andlisis de crecimiento microbiano mediante la determinacién in vitro de
actividad antimicrobiana y la prueba de susceptibilidad de difusion en discos,

Kirby-Bauer anteriormente mencionada.

7.4 Anélisis Estadistico
El anélisis estadistico se realizo en dos etapas:

e Etapa 1: Determinacion in vitro de actividad antimicrobiana del aceite esencial
de toronja (Citrus paradisi L)
7x = Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Aceite a diferentes concentraciones 7x = Escherichia coli ATCC 25922
7x = Staphylococcus aureus ATCC 25923

7.4.1 Etapa 2: Evaluacién del efecto antimicrobiano del aceite esencial de cascara de
toronja (Citrus paradisi L) posterior a su incorporacion en formulaciones
farmacéuticas

Analisis estadistico de disefo de factores:

Crema Gel
Tiempo Aceite Blanco Aceite Blanco
t0 X111 X121 Xa11 X221
t45 X112 X122 X212 X222
t90 X113 X123 X222 X223

t=tiempo en dias
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8. RESULTADOS

8.1 Determinacién de limoneno en aceite esencial de cascara de toronja (Citrus

paradisi L.) mediante cromatografia de gases.
Tres muestras de aceite puro de cascara de toronja (sin disolventes), que se distribuye
comercialmente en Guatemala, se analizaron por medio de cromatografia de gases-

masas obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla No. 1. Resultados de determinacién de limoneno en aceite esencial de cascara de

toronja (Citrus paradisi L.) mediante cromatografia de gases-masas

No. Componente Tiempo de Retencion (min) Norm (%)
1 Pineno isémero R 1.799 455
2 1-Octanol 3.945 2.37
3 2-Carene 4.06 1.90
4 trans-p-menta-2,8-dienol 4.575 3.07
5 Oxido de limoneno (estereoisémero) 4.665 5.12
6 (+)-E-Oxido de limoneno 472 2.93
7 Citronellal 4.93 2.55
8 Terpinen-4-ol 5.36 4.63
9 Decanal 5.76 5.97
10 Cis-carveol 5.99 3.93
11 (-)-Carvone 6.316 4.18
12 Geraniol 6.431 1.00
13 Citral 6.656 3.78
14 Copaene 7.701 3.00
14 Acetato de geranil 8.206 2.60
16 Caryophyllene 8.767 5.93
17 Humuleno 9.182 5.86
18 Cubebeno 9.522 3.13
19 4-Muuroleno 9.747 2.02
20 3-Cadineno 10.052 1.73
21 Caryophyllene oxide 10.837 5.81
22 Heneicosano 18.28 1.35
23 Squaleno 21.647 3.76
24 a-Sitosterol 25.328 1.34
25 dl-4-Tocopherol 26.623 10.41

Componentes listados en orden de elusioén. Oven: Initial temp 70°C for 2 min, ramp 10°C/min to 220°C, hold 0 min, ramp 15°C/min to 290°C, hold 15 min, Inj=270°C,

Volume=0 pL, Split=1:1, Carrier Gas=He, Solvent Delay=1.00 min, Transfer Temp=230°C, Source Temp=230°C, Scan: 35 to 450Da, Column 30.0m x 320um

FUENTE: Datos experimentales, CIAT.
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8.2 Determinacion in vitro de actividad antimicrobiana del aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L)
Se realizaron pruebas in vitro del aceite esencial de cascara de toronja a diferentes concentraciones, utilizando el método de
difusion en agar en placa y como disolvente etanol al 95%, contra tres diferentes cepas de bacterias: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Para cada dilucién se realizaron

siete repeticiones. Los resultados fueron sometidos al test de Cochran's Q utilizando el programa STATA version 12.1.

Tabla No. 2. Resultados de determinacion in vitro de actividad antimicrobiana del aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L) a

diferentes concentraciones en etanol al 95%

No. de

Repeticion 1 2 3 4 5 6

T e % L ¥ 0 £ 8 L LR 0 0f 8 L E X 0L L LR 0L L LR L T E SR e g E X
iwion X £ £ 3 £ 85 3332535233288 2323:3¢883:233288238885283¢2¢8
P.

aeruginosa 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 O O 1 1 O 1 O 1 O 1 O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(ATCC

27853)

E. coli 1 1 1 1 1 1 0 1 1 O OO OOT71 o0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(ATCC

25922)

S. aureus

warcc 0 101 1 10 1000110111110 1 1 1 110101 110 1 1 1 1 1 0 1 1 1 11
25923)

1= inhibicion de crecimiento bacteriano FUENTE: Datos Experimentales

0= no hay inhibicion del crecimiento bacteriano

a= 0.05mL de aceite puro/4.95mL de Etanol 95%; b= 0.5mL de aceite puro/4.5mL de Etanol 95%; c= 1.5mL de aceite puro/3.5mL de Etanol 95%; d= 2.5mL de aceite puro/2.5mL de Etanol 95%; e= 3.5mL de aceite puro/1.5mL de Etanol 95%; f=
5mL de aceite puro/OmL de Etanol 95%

Para P. aeruginosa Para E. coli Para S. aureus
Number of obs = 42 Number of obs = 42 Number of obs = 42
Cochran's chi2(1) =5 Cochran's chi2(1) = 7 Cochran's chi2(1) = 13
Prob > chi2 = 0.0253 Prob > chi2 = 0.0082 Prob > chi2 = 0.0003
Exact p = 0.0625 Exact p = 0.0156 Exact p = 0.0002

19



8.3 Evaluaciodn del efecto antimicrobiano del aceite esencial de cascara de toronja
(Citrus paradisi L) posterior a su incorporacion en formulaciones farmacéuticas
Para determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de cascara de toronja
incorporado a productos farmaceuticos, se elaboraron dos diferentes formulaciones:
una crema y un gel a base de carbopol. Ambos productos fueron sometidos a
condiciones de estabilidad acelerada y se realiz6 un ensayo de difusion en agar en
placa siendo un resultado positivo aquel en el que se inhibiera el crecimiento de las
tres cepas bacterianas y negativo cuando el crecimiento de una o mas cepas no fue
inhibido. Los resultados fueron sometidos al ensayo de Cochran's Q utilizando el
programa STATA version 12.1 y pueden apreciarse en la Tabla No. 3.

Tabla No. 3. Resultados de la evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial
de cascara de toronja (Citrus paradisi L) posterior a su incorporacion en formulaciones

farmacéuticas

Crema Gel
Tiempo? aceite blanco aceite blanco
t0 1 0 1 0
1 0 1 0
1 0 1 0
t45 1 0 1 0
1 0 1 0
1 0 1 0
t90 0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
a=Tiempo en dias FUENTE: Datos experimentales

1= inhibicién de crecimiento bacteriano; 0= no hay inhibicién del crecimiento bacteriano

Para la crema: Para el gel:

Number of obs = 18 Number of obs = 18
Cochran's chi2 (1) = 12 Cochran's chi2 (1) = 12
Prob > chi2 = 0.0005 Prob > chi2 = 0.0005
Exact p = 0.0005 Exact p = 0.0005
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9. DISCUSION

Durante los tltimos afios se ha dado un incremento en la busqueda de nuevas materias primas
naturales para el desarrollo e innovacion de la industria farmacéutica. Dichos componentes
resultan una opcién mas saludable para los usuarios y mas amigable con el medio ambiente,
que las materias primas sintéticas comunmente utilizadas que son potencialmente

cancerigenas.

En la presente investigacion, se utiliz6 aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi
L.) para evaluar su potencial actividad antimicrobiana y su incorporacion en formulaciones

farmacéuticas bajo condiciones de estabilidad acelerada.

Uno de los componentes mayoritarios de los aceites esenciales extraidos de los citricos es el
limoneno. Los resultados de los diferentes compuestos del aceite esencial de cascara de
toronja obtenidos por cromatografia de gases-masas se pueden apreciar en la Tabla No.1. En
dicha tabla se muestran (en negrita) los valores obtenidos para ambos estereocisomeros del
limoneno. En este caso los valores obtenidos fueron de 5.12 y 2.93%, los cuales se obtuvieron
mediante una técnica conocida como “normalizacion de area”, el cual es un medio que
permite establecer el porcentaje de cada componente en la muestra estudiada. (Escuela de

Quimica: Universidad Central de Venezuela, 2008)

Por las propiedades ya mencionadas del limoneno, previo a evaluar la actividad
antimicrobiana del aceite de cascara de toronja, fue necesario realizar una determinacion
(mediante cromatografia de gases-masas) de los componentes del aceite distribuido
comercialmente en Guatemala (ver Anexo 11), el cual cumple con todos los estandares de

calidad establecidos para este tipo de productos.

Ademas del porcentaje de limoneno en la muestra, se pudo determinar que existen otros
componentes del aceite que poseen caracteristicas antimicrobianas. Algunos de ellos son el
a-pineno, el linalool o el sabineno, los cuales pertenecen al grupo de los terpenos y han
demostrado poseer cualidades antimicrobianas que al combinarse, pueden aportar un efecto
sinérgico. (Uysal, B., et al., 2011) Debido a que el aceite de cascara de toronja posee una
enorme cantidad de componentes, en la Tabla No.1 solamente se presentan los que se

encontraron en mayor concentracién. Los cromatogramas de las tres muestras analizadas
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pueden observarse en el Anexo 12 y puede afirmarse que el aceite esencial de cascara de
toronja comercializado en Guatemala contiene limoneno y deméas componentes encontrados,
los cuales son comunes del género Citrus segun lo reportado en la literatura. (Minh Tu et al.,
2002; Tao et al., 2009; Flamini & Cioni, 2010)

Los resultados de la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de céscara de Citrus
paradisi L. se evaluaron mediante la prueba de Kirby-Bauer y pueden apreciarse en la Tabla
No.2. Estadisticamente se aplico el ensayo de Cochran Q, el cual evalGa la hipétesis nula de
no efecto. Los valores de significancia (p) obtenidos para cada grupo de bacterias y cada
concentracion indican que existe una diferencia significativa entre la actividad
antimicrobiana del aceite en cada concentracion estudiada, por lo que se concluye que la

actividad antimicrobiana del aceite es dependiente de la concentracion evaluada en cada caso.

El aceite esencial en concentraciones del 10 y 100% inhibié el crecimiento de todas las
bacterias en todas las repeticiones. Debido a este resultado y a la naturaleza de los productos
farmacéuticos a formular, se utilizaron concentraciones del 10% de aceite esencial de cascara
de toronja para incorporarlo en los productos farmacéuticos y evaluar su capacidad
antimicrobiana. Las formulas finales para la elaboracion de los productos farmacéuticos

pueden apreciarse en el Anexo 13.

Los resultados del ensayo de estabilidad practicado tanto en los lotes de crema como de gel
formulados se presentan en la Tabla No.3 en la que puede apreciarse que para las tres cepas
de bacterias estudiadas (estipuladas por el RTCA 11.01.04:10), el crecimiento se vio
inhibido al tiempo 0 en los lotes que contenian aceite esencial de cascara de toronja, mientras
que para los lotes blanco el crecimiento bacteriano no fue inhibido, tal como se esperaba.

Estos resultados al tiempo 0 eran los esperados debido a que en la fase de evaluacién de
capacidad antimicrobiana del aceite, se observo una inhibicién del crecimiento bacteriano.
Sin embargo, luego de tres meses bajo condiciones de estrés, el efecto inhibitorio del aceite

esencial de cascara de toronja se perdid, por lo que se observo el crecimiento de bacterias.

Aunque idealmente se esperaba que con el paso del tiempo y bajo las condiciones de estrés
estipuladas el aceite esencial de cascara de Citrus paradisi L. permaneciera ejerciendo su

efecto antimicrobiano, el resultado obtenido fue el contrario y al cabo de tres meses se perdio

22



dicho efecto. Se acepta entonces la hipdtesis alternativa (Ha): la capacidad antimicrobiana
del aceite esencial de la cascara de toronja (Citrus paradisi L) no perdura al incorporarse a

formulaciones farmaceéuticas bajo condiciones de estabilidad acelerada durante seis meses.

Al analizar los resultados, estas diferencias de capacidad antimicrobiana pudieron darse por
varias causas. Debido a la naturaleza volétil de los aceites esenciales, es posible que existiera
una pérdida de los componentes del aceite esencial por evaporacion, permitiendo que las
bacterias continuaran su crecimiento (Turek, C. & Stintzing, F.C., 2013). La exposicion al
calor durante un periodo prolongado de tiempo y su manipulacion pudieron producir la
pérdida de su efecto, tal y como se ha reportado en otros estudios similares. (Tién Do, T.K.,
Hadji-Minaglou, F., Antoniotti, S. & Fernandez, X., 2014)

Estudios realizados por Chalchat, J.C. y otros (2011) también han demostrado que los
mayores cambios en los aceites volatiles se deben a la accion del calor y al almacenamiento.
Bajo estas condiciones, se produce un incremento de compuestos oxigenados a expensas de
los hidratos de carbono presentes. Entre estos compuestos, el limoneno y el a-pineno han
demostrado sufrir la mayor alteracion en las condiciones ya mencionadas, llegando el
limoneno a disminuir hasta convertirse posteriormente en monoxido de linalool y a-terpinelol

(Chalchat, J.C. et al., 2011)

Estos efectos sobre la pérdida de la funcion del limoneno (principal componente al que se le
atribuye la actividad antimicrobiana) y la aparicién de moléculas provenientes de la auto
oxidacion de este terpenoide pudieron ser los causantes de la progresiva pérdida de la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de cascara de toronja al momento de incorporarlo

en las formulaciones farmacéuticas.

También es importante mencionar la susceptibilidad de las bacterias estudiadas, ya que tanto
E. coli como S. aureus son bacterias anaerobias facultativas mucho mas resistentes que P.
aeruginosa, la cual es una bacteria aerobia mucho mas susceptible cuyo crecimiento fue mas
facilmente inhibido. En la mayoria de los casos, al cabo de 90 dias, se observo que las
bacterias tuvieron un crecimiento similar al del blanco, sin llegar a apreciarse un halo de
inhibicion alrededor del taxo (ver Anexo 14). Este comportamiento se observo en las tres
repeticiones realizadas para cada muestra, por lo que el efecto antimicrobiano del aceite

esencial de cascara de toronja incorporado a formulaciones farmacéuticas no es factible.
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10. CONCLUSIONES

10.1 El aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi L.) posee capacidad
antimicrobiana contra tres diferentes cepas bacterianas: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), en concentraciones del 10 y 100%.

10.2 El aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi L.) no posee efecto
antimicrobiano en formulaciones farmacéuticas sometidas a pruebas de estabilidad

acelerada al no inhibir el crecimiento de bacterias al cabo de 90 dias.
10.3 El gel a base de carbopol y la emulsion que contenian aceite esencial de

cascara de toronja (Citrus apradisi L.), no cumplen con la normativa RTCA vigente
para ausencia de bacterias en condiciones de estabilidad acelerada.
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11. RECOMENDACIONES
111 Continuar con el estudio del aceite esencial de cascara de Citrus paradisi L.
en formulaciones farmacéuticas diferentes a las estudiadas en la presente

investigacion.

11.2 Realizar estudios del aceite esencial de semillas de Citrus paradisi L. como

potenciales antimicrobianos en formulaciones farmacéuticas.

11.3 Realizar estudios de estabilidad en anaquel (tiempo real) del aceite esencial de

cascara de toronja Citrus paradisi L. incorporado en formulaciones farmacéuticas.

114 Promover el estudio de plantas del género Citrus cultivadas en Guatemala para

su utilizacién en diferentes procesos industriales.
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13. ANEXOS
ANEXO NO.1: Teoria
13.1 GENERALIDADES DEL GENERO Citrus

El género Citrus pertenece a un taxo de plantas con flores de la familia Rutaceae, el cual
comprende cerca de 150 géneros y 900 especies. Entre los frutos que forman parte de este
género se encuentran las naranjas, limones, limas, pomelos, mandarinas y toronjas. (Uysal,
B., Sozmen, F., Aktas, O., Oksal, B. & Kose, E. O., 2011)

Las plantas de esta familia, se caracterizan por presentar hojas alternas y opuestas, simples,
palmadas o pinnadas, que en algunos casos pueden estar reducidas a espinas o estipulas. Las
flores son bisexuales, actinomorfas que pueden encontrarse en varios tipos de inflorescencia.
Los frutos suelen presentarse en forma de capsula valvada o de baya especializada que se
conoce como hesperidio, aunque también pueden presentarse en forma de baya, drupa o una

samara.

Los frutos citricos (como regularmente se les conoce), pueden encontrarse de diferentes
formas y colores, aunque por lo regular van de la forma oblonga a la esférica y en tonos de
colores que van desde el amarillo verdoso hasta el naranja oscuro e incluso brillante que se

observa en la madurez. (Soto, L., 2010)

En general, los frutos poseen una estructura conocida y bien definida (ver Anexo2). En la
parte externa de los frutos, se encuentra el flavedo, zona coloreada y compacta que se
encuentra constituido por el epicarpio que forma la epidermis del fruto. Es en la epidermis
en donde se encuentran numerosos estomas ademas de la hipodermis, que a su vez esta
compuesta por clorénquima con células con abundantes cloroplastos amarillos y una gruesa
capa de parénquima acuoso. Lo distintivo del flavedo es que es justamente en esta capa en
donde se encuentran las glandulas de aceite que generalmente se distinguen en la superficie

de la planta como puntos redondos y hundidos.

En el albedo, que es la capa interna de la fruta de color blanco y esponjosa, se encuentran
células de paredes delgadas que dejan espacios vacios entre ellas y que se contintan al
interior de la fruta para formar los tabiques que separan los carpelos (cominmente Ilamados

gajos) que finalmente se unen al centro de la fruta. (Farid, C., 2010)
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Las frutas del género Citrus son de gran importancia a nivel mundial, ya que la produccion
mundial de los mismos alcanza hasta un 65% del total de fruta producida anualmente. Los
frutos son populares no solo por su sabor, sino también por su refrescante aroma, por ser
importante fuente de vitamina C, asi como por la facilidad con la que pueden ser cultivados

en diferentes regiones del mundo. (Lam, H. M., 2013)

Ademas de la importancia de los citricos anteriormente mencionada, cada vez es mas popular
el uso de aceites esenciales que pueden obtenerse por diferentes técnicas (discutidas mas
adelante). Los aceites de estas frutas han demostrado ser Gtiles en diferentes industrias, que
incluyen alimentos, bebidas, medicamentos, cosméticos, aromaterapia y agricultura, entre
otros. (Lam, H. M., 2013)

13.1.1 Generalidades de la toronja (Citrus paradisi L.)

Como se mencion0 anteriormente, el género Citrus cuenta con una gran variedad de
frutos entre los cuales puede destacarse la toronja (Citrus paradisi L.). Nativa de la
isla de Barbados y considerada un hibrido entre el pomelo y la naranja dulce (Uysal,
B., etal., 2011), la toronja es hoy en dia considerada la segunda fruta mas importante

del género Citrus.

Los arboles de toronja alcanzan alturas entre los 4.5-6m, e incluso se han reportado
arboles de hasta 13.7m. La parte mas alta suele ser redondeada y con numerosas ramas
dispersas. Las hojas son largas y ovaladas con punta lanceolada, miden entre 7.5-
15cm de largo y entre 4.5-7.5cm de ancho de color verde obscuro. Las ramas pueden
desarrollar espinas poco afiladas y las flores son blancas con 4 pétalos. Estas Gltimas
suelen medir entre 4.5-5cm a lo ancho y pueden darse ya sea de manera individual o
en pequefios grupos. (More, S., Sathe, S., Sonawane, A., Jadhav, A. & Kadam, V.,
2013)

Las frutas de la toronja (ver Anexo 3) son casi redondas o de forma ovalada similar a
la forma de una pera. Estos frutos pueden medir entre 10-15cm y son de color limén
palido, en ocasiones con sombreado rosa. Poseen un flavedo liso con una gran
cantidad de poros en toda la superficie y que puede alcanzar un grosor de hasta 1cm.

La pulpa es color amarillo palido, rosa palido o rojo intenso con vesiculas llenas de
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jugo facilmente visibles. Las semillas son blancas, con forma eliptica y punteadas de
cerca de 1.25cm de largo y que usualmente son poliembrionarias. (Imram, K. et al.,
2013)

La toronja ha atraido la atencion en los ultimos afios por sus numerosas propiedades
que han sido ampliamente estudiadas. Se ha utilizado en medicina tradicional en
varios paises alrededor del mundo, ademas de sus propiedades antibacteriales,
antifangicas, antiinflamatorias, antioxidantes, antivirales, astringentes y preservantes.
(Uysal, B, et al., 2011),

Farmacoldgicamente ha demostrado poseer actividad anticancerigena, antireumatica,
limpiadora y desintoxicante, ademas de ayudar a mantener la funcién cardiaca,
disminuir el colesterol, ser utilizado como regenerador celular y para la pérdida de
peso. (More, S. et al., 2013)

Aunque la toronja es nativa del Caribe como se mencioné anteriormente, la facilidad
con la que crece en diferentes regiones ha permitido que se cultive a lo largo del
mundo. En Guatemala, a pesar de que comunmente se cultiva mayoritariamente limon
y mandarina, la toronja puede encontrarse en numerosas regiones del pais, incluidas

la Costa Sur y el oriente del pais.

Los beneficios de la toronja ya mencionados, se acompafian de las importantes
caracteristicas y cualidades que posee el aceite esencial que se extrae tanto de la
cascara como de las semillas del fruto. Los estudios de propiedades antimicrobianas,
antifungicas, germicidas, antioxidantes y anticancerigenas han permitido que el aceite
se utilice en diversos productos de la industria, por lo que resulta beneficioso conducir

nuevos estudios sobre sus propiedades y funciones. (Okunowo, W.O., et al., 2013)

13.2 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son principios odoriferos derivados de moléculas de isopreno que

pueden extraerse de diferentes partes de las plantas. Se cree que estos aceites poseen

importantes funciones dentro de las plantas, actuando como repelentes de insectos o como

atractores de polinizadores.
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Estos principios odoriferos han sido ampliamente utilizados por la humanidad con el paso de
los afios. Desde los antiguos egipcios, fenicios, chinos, griegos, romanos e incluso los mayas
y aztecas, la perfumeria y el conocimiento de las fragancias ha ido acompafiado del uso de

aceites esenciales. (Farid, C., 2010)

Dichos componentes son mezclas de componentes altamente volatiles (llamados etéreos)
como los terpenos y otros compuestos oxigenados que pueden ser extraidos de diferentes
partes de las plantas, incluyendo las hojas, flores, ramas, semillas, cortezas, frutos e incluso

la madera y las raices por medio de diferentes métodos.

En la actualidad, los aceites esenciales han atraido la atencién de los cientificos alrededor del
mundo sobre todo por ser una fuente natural de antioxidantes y otros componentes

biol6gicamente activos.

Las familias de plantas como Lamiaceae, Laureaceae, Myrtaceaey Rutaceae son
ampliamente conocidas por su riqueza en aceites esenciales. En especial, los citricos
pertenecientes a la familia Rutaceae son conocidos por presentar sacos oleiferos en las hojas
gue pueden observarse facilmente a trasluz, ademas de que muchos miembros de esta familia

presentan aceites en el pericarpio y tejido parenquimatoso de los frutos. (Soto, L., 2010)
13.2.1 Aceites esenciales del género Citrus

El género Citrus contiene cantidades importantes de aceites esenciales que pueden
extraerse de numerosas partes de la planta, incluyendo las hojas, frutos, flores e incluso
de las semillas (ver Anexo 4).Es por ello que es de vital importancia el estudio de la
composicion de los aceites, asi como de las propiedades que pueden ser utilizadas para

la produccion de diferentes productos a nivel industrial. (Espina, L., et al., 2011)

La mayor parte de los aceites esenciales contienen hidrocarburos monoterpénicos, entre
los cuales los mas importantes son el limoneno, B-pineno, y-terpineno, mirceno y
sabineno. (Mondello, G. et al., 2003)

Los aceites esenciales de los citricos estan formados por entre el 85 al 99% de
componentes no volatiles y del 1 al 15% de componentes volatiles. Entre las sustancias
no volatiles mas abundantes se encuentran principalmente los monoterpenos que

representan hasta el 97% de la composicion del aceite, ademas de sesquiterpenos,
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moléculas hidrocarbonadas, aldehidos, cetonas, acidos, alcoholes y diferentes ésteres.
(Soto, L., 2010)

El componente principal de los aceites de los citricos suele ser justamente un
monoterpeno: el limoneno, componente al cual se le atribuyen numerosas cualidades y
caracteristicas que han sido aprovechadas por diversas industrias. Aunque los
componentes de los citricos suelen ser los mismos (ver Anexo 5), las cantidades pueden
variar dependiendo de la especie y en algunos casos, ciertos compuestos especificos le

confieren diferentes propiedades a los aceites. (Moufida, S. & Marzouk, B., 2003)

El hecho de que el limoneno sea uno de los componentes volatiles mas abundantes de los
aceites esenciales ha conducido a estudiar mas de cerca las propiedades de esta molécula
en ensayos in vitro (Vimal, M. et. al., 2013), para determinar las concentraciones minimas
inhibitorias MIC (concentracion minima a la que una sustancia inhibe el crecimiento de
bacterias) ante diferentes cepas de bacterias. De esta manera se ha logrado determinar
concentraciones no solo de limoneno, (Chalchat, J.C., et. al., 2011) sino también de otras
sustancias que forman parte de los aceites esenciales y que poseen actividad
antimicrobiana. Las concentraciones minimas inhibitorias del limoneno, que es

especialmente abundante en la toronja, pueden observarse en el Anexo 10.

Debido a que los aceites esenciales se evaporan con facilidad por su composicion etérea,
es necesario contar con técnicas adecuadas que permitan a la vez una correcta y eficiente
obtencion de los mismos. Con el paso del tiempo, se han desarrollado diferentes técnicas
que permiten no solo la obtencién de los mismos, sino aumentar el grado de pureza de
estos y lograr preservarlos para sus diferentes usos. Las formas de extraccion de aceites
tanto convencionales como las que han sido recientemente introducidas seran detalladas

en el siguiente apartado. (Farid, C., 2010)

13.2.2 Métodos de extraccién de aceites esenciales

De acuerdo a las normas 1SO, los aceites esenciales son productos que se obtienen de las
plantas aislandolos Gnicamente por medios fisicos: destilacion, expresion o destilacion

en seco de la materia vegetal.
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13.2.2.1 Destilacion

Es el método tradicional para la obtencion de aceites esenciales (ver Anexo 6a).
Para llevarse a cabo, las plantas se exponen ya sea a agua hirviente o a vapores
que liberan el aceite esencial por medio de la evaporacién. El aceite se obtiene
mediante un simple proceso de destilacion (de donde proviene su nombre) de dos
liquidos inmiscibles, en este caso, el agua y el aceite, bajo el principio de las
diferencias de temperatura de ebullicion permitiendo que el aceite (mas ligero que
el agua) flote por encima del agua y al condensarse, pueden ser facilmente
separados. (Farid, C., 2010)

13.2.2.2 Destilacion por arrastre de vapor

Esta técnica es una variante de la destilacion, en la cual el material vegetal se
coloca en un recipiente con agua y posteriormente se somete a calentamiento (ver
Anexo 6b). Esta mezcla se pone en contacto con una corriente de vapor de un
generador que luego arrastra la mezcla de aceite y agua a un condensador que es

colectada y luego separada por centrifugacion. (Soto, L., 2010)

Este método es el mas utilizado para la produccion de aceites esenciales a nivel
industrial y dada la facilidad del método, permite que sea facilmente reproducible
a escala de laboratorio. A pesar de ser una forma eficiente de obtener el aceite, el
tiempo de extraccion se hace mas largo, lo que produce mas reacciones de
hidrélisis y oxidaciones. Debido al uso de agua (solvente polar), muchas
reacciones de degradacion se llevan a cabo, sobre todo la formacion de

carbocationes, los cuales influyen en la calidad del aceite obtenido.

Ademas de las técnicas anteriormente mencionadas, existen numerosas variantes de
los métodos de destilacion que fundamentalmente tienen el mismo principio. Dichas
técnicas incluyen la turbodestilacion, hidrodifusion, destilacion a presién reducida,
destilacion continua y destilacion molecular. Sin embargo las detalladas son las mas
utilizadas y todas ellas poseen la desventaja de bajos porcentajes de rendimiento,
formacion de subproductos no deseados y una estabilidad limitada. (Uysal, B., et al.,
2011)
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13.2.2.3 Extraccion con microondas libre de agua y solventes

El uso de energia proveniente de microondas ha tenido un efecto positivo en varios
procesos tanto de la industria quimica como alimenticia. Dado que las ondas son
altamente selectivas por regiones de humedad, las temperaturas alcanzadas son méas
uniformes y los perfiles de humedad se mantienen de mejor manera, dando como
resultado mayores porcentajes de rendimiento y mayor pureza de los productos.
(Uysal, B., et al., 2011)

La extraccién con microondas libres de agua y de solventes es un método reciente
(2004) y que ofrece una alternativa ecoldgica, asi como una forma novedosa de
obtener aceites esenciales. Este tipo de extraccion combina la energia de las
microondas con la destilacidn en seco sin agregar ningun tipo de solvente (ver Anexo
6¢). La energia aplicada provoca un calentamiento del agua in situ del material
vegetal, logrando la ruptura de las glandulas y receptaculos de aceite. De esta manera,
el aceite se evapora gracias al calentamiento del agua in situ y a través de un
mecanismo de enfriamiento externo, se condensan los aceites de manera continua.
(Farid, C., 2010)

Las ventajas de este método reducen el tiempo de extraccion ademas de eliminar por
completo el uso de solventes. También posee una alta eficiencia, un mayor porcentaje
de rendimiento y reproducibilidad, asi como un mantenimiento de las caracteristicas

organolépticas y de pureza del aceite esencial. (Wang, Z. et al., 2006)
13.2.2.4  Extraccién por expresion en frio

La extraccion de aceites esenciales por expresion en frio es quiza, el método que
permite la obtencién de los aceites mas puros y parecidos a sus caracteristicas
naturales. Aunque es imposible obtener un aceite con idénticas condiciones a las que
hay en la naturaleza, los cambios que estos pueden sufrir por el proceso de extraccion

pueden llegar a minimizarse mediante la expresion en frio de los aceites.

Para emplear esta técnica (ver Anexo 6d), las cascaras de los frutos deben removerse
para ser luego sometidos a presion en una prensa de acero inoxidable y posteriormente

colectados en frio. El aceite colectado es luego centrifugado para eliminar las
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impurezas y luego decantado para secarse (por lo regular) en sulfato de sodio anhidro
y por ultimo almacenado. (Farid, C., 2010)

Aunque existen otras técnicas para la extraccion de aceites esenciales, tales como las ondas
ultrasonicas y la microextraccion en fase sdlida, las anteriormente mencionadas son las méas
populares y utilizadas debido a la calidad del aceite que se obtiene asi como la facilidad de
representan dichos métodos. Incluso para fines de investigacion, la hidrodestilacién, la
expresion en frio y el uso de microondas siguen siendo los métodos maés rentables y faciles
de utilizar, cada uno variando en la calidad del aceite que se obtiene, asi como en el tiempo

empleado para su extraccion.

13.3 VERIFICACION DE LA CALIDAD DE PRODUCTOS
FARMACEUTICOS EN GUATEMALA

Para Guatemala el reglamento oficial y vigente encargado de verificar la calidad de los
cosméticos es el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA), el cual incluye todas las
caracteristicas y parametros a tomar en cuenta tanto para la elaboracién, como para el control

de calidad de los productos farmacéuticos que se fabriquen en el pais.

En dicho reglamento, ademas de encontrarse todas las evaluaciones de etiquetado, pruebas
fisicas, quimicas y organolépticas, se incluyen los criterios de control microbiolégico con los
que deben de cumplir los cosméticos para poder ser comercializados. (Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social, 2007)

Entre dichos parametros se puede considerar el recuento total de mésofilos aerobios, mohos
y levaduras, asi como la ausencia de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa dependiendo del producto a comercializar. Como ejemplo, en cosméticos, los
parametros pueden observarse en el Anexo 9. (Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social, 2007)

Habiendo discutido todas las ventajas y excelentes cualidades del aceite esencial de la cascara
de C. paradisi tanto como antimicrobiano como antifungico, se considera su posible uso
como antimicrobiano en preparaciones farmaceuticas siguiendo las especificaciones del

Reglamento Técnico Centroamericano vigente en el pais.
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ANEXO NO.2 Estructura de los frutos de citricos

Flavedo Semillas

Sacos de jugo Segmento de Pulpa

Pared del segmento

Albedo
Pared central

Figura 1. Estructura béasica de los citricos. Compuestos por: céscara, albedo, paredes
centrales, paredes del segmento, segmento de pulpa, semillas, flavedo y sacos de jugo. (Farid,

C., 2010)

ANEXO NO. 3 Frutos de toronja

Figura 2. Diferentes variedades y formas de las toronjas. (Lam, H. M., 2013)

39



ANEXO NO. 4 Partes de las que se extrae aceite esencial en los citricos

Arbol de Naranja

— T

Flores Frutos Troncos y ramas
Destilacion por vapor Expresicn en frio Destilacion por vapor

Aceite Neroli Jugo de naranja Aceite Petigrain
Agua de flor de Aceite de naranja Eau de Brotus

naranja

Figura 3. Partes de la planta de donde se extrae aceite esencial en los citricos. (Farid, C.,
2010)

ANEXO NO.5 Compuestos volatiles de los frutos de citricos

LECTVSANON VOIS D TS OV a0 T i ok I

Isopropanol 0,91 0,12 028
a Pineno 6,37 0,27 1.39
Limonene 88,21 78,84 7288
Ocimene 0,00 3,85 0,00
Nonanol 0,00 0,26 0,00
Linalool 0,02 0,02 10,23
a terpineol 0,71 1,30 0,00
Valencene 0,00 334 0,00

a Terpinene 0.00 0.46 023
B Pinene 0,00 0,02 0,14

Terpinen- 4-ol 0,00 0.00 0,00

p-Cymene 237 1,75 5.62

Citral 3,00 0,10 0,70

Figura 4. Principales componentes volatiles de los frutos citricos. Se observa un listado
general de componentes ejemplificado en 3 diferentes citricos: naranja, limén y bergamota.
(Moufida, S. & Marzouk, B., 2003)
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ANEXO NO.6 Procesos de extraccion de aceites esenciales

Anexo No. 6a Destilacién

1: Calentamiento
2: Evaporacion

3: Separacion

4: Reflujo de Agua

Fuente de poder

52\
\2)
Condensador
Muestra <——|
I -~ - —
’i) ‘ Aceite esencial
\ 2 | 0
- \(3})J
N ] \—/M\
p— ] ) l
— | Fase acuosa
J
I

Figura 5. Proceso de destilacion de aceites esenciales. La destilacion se lleva a cabo en cuatro

etapas: 1. Calentamiento, 2. Evaporacion, 3. Separacion y 4. Reflujo de agua. (Farid, C.,

2010)

Anexo No. 6b Destilacién por arrastre por vapor

30
Material Vegelal\

(Tiras de 3-4 cm:)

Manta de — st
Calentamiento

Termometro
Salida de

Entrada de
agua

/ \ Au.ll.t.
¢ esencial

Figura 6. Procedimiento para destilacién por arrastre de vapor. (Soto, L., 2010)
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Anexo No. 6¢ Extraccion con microondas libre de agua y solventes

Enfriador >

Aceite esencial

Material vegetal
g \

Reactor

Figura 7. Equipo y proceso de extraccion con microondas libre de agua y solventes. Al lado
izquierdo se observan las partes del equipo: enfriador, aceite esencial, fase acuosa, sistema

de cohobacion, material vegetal y reactor. (Farid, C., 2010)
Anexo No. 6d Técnica de expresién en frio

Citrico

Flavedo

Expresion en frio saturado
con NaCl centrifugado (5°
C, 4000g, 15min)

Aceite crudo

Secado en Naz50sanhidro (5°C
por 24h)

Aceite esencial por
expresion en frio
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Figura 8. Técnica de expresion en frio. Expresion del flavedo del fruto con NaCl,

centrifugado, obtencion de aceite crudo secado en Na>SO4 anhidro. (Farid, C., 2010)

ANEXO NO.7 Compuestos de citricos con actividad antibacteriana

Anexo No. 7a Compuestos de aceites esenciales con actividad antibacteriana

Componente del aceite
esencial Especies de bacteria
a - Terpineol Escherichia Coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
y Bacillus cereus
Carvacrol E. Coli, S. typhimurium, S. aureus y L.
monocylogenes
Citral B, cereus, E. Coli, S. typhimurium, S, aureus y L
monocytogenes
Eugenol E. Coli, S. typhimurium y L. monocytogenes
Geraniol E. Coli, S. typhimurium y L. monocytogenes
Perillaldehido E. Coli, S. typhimurium y L. monocytogenes
Timol E. Coli, S. typhimurium, S. aureus, L.

monocylogenes y B. cereus

Figura 9. Compuestos de aceites esenciales con actividad antibacteriana sobre determinadas

cepas bacterianas. (Soto, L., 2010)
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Anexo No. 7b Composicidn de aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi L)

Tabla 1. Perfil GC-MS de componentes de aceite esencial de cdscara de Toronja

(Citrus paradisi) obtenido por Hidrodestilacion

No. Pico Componente Tiempo de Retencion  Concentracion (%)
(min)

1 Nonano?® 5.707 0.20
2 a-Pineno?® 6.182 2.11
3 B-Felandreno® 6.709 1.18
4 B-Mirceno?® 6.983 7.25
5 Octanal® 7.144 1.68
6 D-limoneno? 7.659 75.07
7 3-Careno?® 7.836 0.21
8 Cis-Linaloléxido® 7.968 0.31
9 Linalool® 8.247 0.48
10 Decanal® 9.307 1.11
11 Tridecano® 10.180 0.26
12 Copaene® 10.983 0.82
13 Tetradecanod 11.075 0.47
14 Cariophyleno® 11.395 1.88
15 a-Cariophyleno® 11.687 0.30
16 6-Cadineno® 12.236 0.89
17 Metilpalmitatof 16.505 0.31
18 Metiloleato’ 18.410 0.19
19 Ftalato’ 22.090 0.54
Total identificado (%) 95.26
Otros® Variado 4.74
Rendimiento (%) 0.79
Gravedad especifica 0.883

aMonoterpeno, PMonoterpeno oxigenado, cAldehido alifatico, dCarbohidrato alifatico, eSesquiterpeno,

fAcido estedrico y 80troscarbohidratps no identificados

Fuente: Traduccién (Okunowo, W.O., et al., 2011)
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Anexo No. 7c Actividad antibacteriana de aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L)

Control
Especies bacterianas HD EMLAS Antibidtico

(mm)
Staphylococcu saureus ATCC 25923 41 53 35 (P)?
Eterococcus faecalis ATCC 29212 12 16 23 (VA)
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 11 17 22 (VA)
Escherichia coli ATCC 35218 28 30 20 (AMC)©
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 32 (MEM)?
Salmonella typhimurium ATCC 14028 13 15 20 (AMP)¢
Serratia marcescens ATCC 8100 15 19 31 (MEM)
Proteus vulgaris ATCC 13315 14 21 36 (FEP)

apenicilina, Pvancomicina, camoxicilina/acido clavulanico 2:1, meropenem, campicilina, fcefepime.
HD, hidrodestilacion; EMLAS, Extraccion con microondas libre de agua y solventes

Fuente: Traduccion (Uysal, B., et al., 2011)

ANEXO NO.8 Parabenos

Figura 10. Estructuras quimicas de los 7 alquil-ésteres del acido p-hidroxibenzdéico que
pueden encontrarse en diferentes productos. La hidrdlisis del enlace éster (flechas) libera el
metabolito de &cido p-hidroxibenzdico. (Darbre, P.D. & Harvey, P.W., 2008)
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ANEXO NO. 9 Especificaciones microbioldgicas

Anexo No. 9a Especificaciones de microorganismos patégenos

MICROORGANISMO ESPECIFICACION
Staphylococcus aureus Ausente
Escherichia coli Ausente
Pseudomonas aeruginosa Ausente

Fuente: (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2007)

Anexo No. 9b Especificaciones de limites microbianos (UFC/g o UFC/cm3)

PRODUCTO DETERMINACION

ESPECIFICACION

Recuento Total de Mesofilos aerobios

Para Bebé
Recuento Total de Mohos v Levaduras

<10

< 10°

Recuento Total de Mesofilos aerobios
Para el contomo de

ojos
’ Recuento Total de Mohos y Levaduras

Recuento Total de Mesofilos acrobios

Todos los otros
| Recuento Total de Mohos v Levaduras

no mas de 5x10°

< 10°
10°

IA

10°

IA

Fuente: (Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, 2007)
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ANEXO NO. 10 Concentracién Minima inhibitoria

Tabla 2. CMI y CMB de componentes de aceites esenciales contra aislados clinicos de bacterias

Organismos Citral Limoneno Menthone Timol Ciprofloxacina®
S. aureus 1.00 0.50 0.75 2.00 0.25
S. pneumoniae 1.00 0.50 0.75 2.00 0.25
S. typhi 2.00 1.50 1.00 2.00 0.25
Escherichiacoli 2.00 1.50 1.00 2.00 0.25
P. aeruginosa 2.00 2.00 1.50 2.00 0.25
S. dysenteriae 2.00 2.00 2.00 2.00 0.25
P. mirabilis 2.00 1.50 1.00 2.00 0.25

aControl antibidtico en discos con concentraciones de 100ug; CMI- Concentracion Minima Inhibitoria, CMB-
Concentracion Minima Bactericida en pg

Fuente: Traduccién (Vimal, M. et. al., 2013)
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ANEXO NO. 11 Certificado de Calidad del aceite esencial de cascara de toronja

CERTIFICADO DE CALIDAD
Chente | wasia san souce ]
LT E— . —
Muestra no. = | Lote: [ IAB 120193 =5 |
Fecha de Produccien: | lullo, 2014 ] fecta e bpimace: [ Jubo, 2048 =4
ANALYSIS RESULTS Temperatura: | M5 |
Cokor aenarilio pdikdo con hgusdo
Apariencia y olar Vol CUMPLE roje. caseara de pomelo
TaracTRtion olor
MA-OL
Qravedad especifica Section 1.1 o.Mz 08420 w 0.5500
: MA.OL
Ratacidn optics Section 1.2 L3 +SE 0 A8
Inclice de refraccion Section 13 4 14700 1 14760
Schuble wn 7-3 vals ol BE% etanol,
Solubifidact #n etanol ,Miu uﬂ": pueda provantar turtedes an
Wluciones Imapores
Tomparanon contra |
MA02
Cromatogralia de gases 1 ClMpLE Comatograma e mueitra o
Section PAtICIes inteenos.

* These wwrys comecrtis with the FCE (P Oumtrecal Codue) manitods

4% Vi st s st e s o v | OM Ezsontenl O syt

Moo=

24 Avenida Catradn Atarasio Tad 245, Zorw 12 - CF 01012 Guaternala, Guatermsls, C A, - PRX (502) 22049300 FAX: 24793447
o-mail axtractii candsmompel com « wwwcantamomesil com

Fuente: Aceites Esenciales Extract, Sociedad Anénima, 2015
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ANEXO NO. 12 Cromatogramas de determinacion de limoneno en aceite esencial de
cascara de toronja.

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS
DEGUATEMALA

ﬁ TRICENTENARIA
e - b e —

FACULTAD DE CCQQ. Y FAMMACIA
DEPARTAMENTO DE TOXICOLOGIA

“Hoilie ¥ ulhod nres Mérquer* INFORME No.

ety i L 1375.08.2015 &
ASESORIA TOXICOLOGICA - CIAT.
LABORATORIO DE TOXIC OLOGIA L1377.08.2015
Pagina. 11
INFORME DE LABORATORIO
DE TOXICOLOGIA

SOLICITANTE Estudiante: Maria Isabel FECHA DE INGRESO. 070&/2015
Ponce

Fao. do CC.QQ. y Farmasio FECHA DE ENTREGA: 18/08/2015-
TPO DE MUESTRA! Acella esanclal cascara de
foronin sin solventes (Citrus paradisi L)
ANALISIS 8OLICITADO: Campanentes del
acoito esoncial de cescara de Woronia por

GOMS
RESULTADO:

@ ONME NUMERD | DESCRPOION DE LA MUESTRA TECHA O REGULTADO |

WORESO

LI375.082015 |Liquido amaiento contenido en un wial de| 07082015 .
vidrio color ambar, con una etiquets que dice *
Muestra # 1 Aceite esenclal cascara de toronje,
aceite puro MX # 1

LIST608.2015 |Liquido amariento contenido @n un vial de| 07082015 '
vidrio color ambar, con una etiqueta que dice *
Muestra # 2 Aceite esencial cascar de toronja,
aceile puro MX # 2

LI3TT.082015 |Liqudo amarilerto conienido =n un vial da| O7/082015 e
vidrio color ambar, con una ebquata que dice *
Muesira # 3 Acells esenclal cascars de loronfs,
aceds puro MX # 3

* SE ENTREGAN LOS RESULTADOS OBTENIDOS GRABADO EN UN CD AL INTERESADO,

Se cevueive & excedanis de la muesira.

Estos resultados correspanden Gnicamente a la mueata &l y como sa reciid.

A

VA7
7 e\
‘; L ADMEs Sl
\w O WARDUES T

Leda
PROFESIONAL DE LABORATORIO 1|

ESTE DOCUMENTO £S VALIDO UNICAMENTE EN ORIGINAL

Fuente: Datos Experimentales, CIAT, 2015
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1375.08.1SAEcascara toronja-limoneno- M1-2 , 10-Aug-2015 + 11:20:37

1375AEcascaratoronja M1-2 Scan El+
100~ 8.77 TIC
351 20.72 6.21e10
20.61
8.13
; 2139
8 Y 10.83 7
466
% 5 80
6.75
242 /
A%
0% L) L B L B L B e e e il 115
3.84 8.84 13.84 18.84 23.84 2884 33.84

Figura 11. Cromatograma de aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi L.)
Mx1. El limoneno puede apreciarse al tiempo 4.66.

Fuente: Datos experimentales, CIAT, 2015

1377.08.15AEcascara toronja-limoneno- M2 , 11-Aug-2015 + 09:46:39
1377AEcascaratoronja M2 Scan El+
100- 3.64 TIC
20.82 6.45e10
20.74
8.77

6]
13.84 813 10.05
X
577 20.20
N
428
p 6.31 16.85 19_4(
/
O-Fb‘ﬁ'_'_r'-"'I""l""l""l""I""I""l""l""I""I""I""l""lTime
3.84 8.84 13.84 18.84 23.84 28.84 33.84

Figura 12. Cromatograma de aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi L.)
Mx2. El limoneno puede apreciarse al tiempo 4.72.

Fuente: Datos experimentales, CIAT, 2015
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1376.08.15AEcascara toronja-limoneno- M3 , 10-Aug-2015 + 12:30:13

1376AEcascaratoronja M3 Scan El+
8.75 TIC
100- 347 -
20 69 !
20 61
8.12
N
377 5.74 10.0410 84 51-36
o |
% 634 17.83
( 2152
6.64 :
263 > 1682| 208 |\
' 11 1513'44 foog l T
A5 Jo3es | 2577
| ¢+ ‘wLJL, L 28
' ' L bl b "
o \rrrotvpnnnn------\\\+-0v0-0oo1-nonpnorn-o-oo000—¢0-\-----o—+¢+0h'/ r o=+ 1" """ lime
3.84 884 13.84 18.84 23.84 28.84 33.84

Figura 13. Cromatograma de aceite esencial de cascara de toronja (Citrus paradisi L.) Mx2.

El limoneno puede apreciarse al tiempo 4.69.

Fuente: Datos experimentales, CIAT, 2015

ANEXO NO.13 Férmulas finales empleadas para la elaboracion de cosméticos

Anexo No. 13a Formulacion de gel a base de carbopol con aceite esencial de cascara de
toronja como antimicrobiano

No. CAS Materia prima Porcentaje Funcién
9002-01-4  Carbopol 0.75% Gelificador
Aceite esencial de cascara de toronja 10% Antimicrobiano
102-71-6  Trietanolamina 0.4% Espesante
56-87-5 Glicerina 10% Hidratante
7732-18-5 Agua c.s.p. 100% Vehiculo

Fuente: Datos experimentales.
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Anexo No. 13b Formulacion de crema con aceite esencial de cascara de toronja como

antimicrobiano

No. CAS Materia prima Porcentaje Funcion
8042-47-5 Parafina liquida 38% Fase oleosa
8012-89-3 Cera de abeja 3% Fase oleosa
1190-63-2 Espermacet 3% Fase oleosa

123-94-4  Monoestearato de glicerilo 12% Emulsionante

56-87-5  Glicerina 4% Hidratante

Aceite esencial de céascara de toronja 10% Preservante

7732-18-5 Agua c.s.p. 100% Vehiculo

Fuente: Datos experimentales

ANEXO NO.14 Halos de inhibicion de formulaciones farmacéuticas

Figura 14. Halos de inhibicidn de formulaciones farmacéuticas. En la imagen de la derecha
puede apreciarse el correspondiente para la crema y en la imagen de la izquierda el
correspondiente del gel.

Fuente: Datos Experimentales
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