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1. RESUMEN 

En este estudio, se evaluó la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de cáscara de 

toronja (Citrus paradisi L.) en dos formulaciones farmacéuticas sometidas a condiciones de 

estabilidad acelerada.  

Para conducir el estudio, se realizó una determinación de limoneno en el aceite esencial de 

cáscara de toronja distribuido comercialmente en Guatemala mediante una cromatografía de 

gases acoplada a masas. Se encontró que además del limoneno, terpeno más 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 inhibición 

del crecimiento bacteriano.  

Posterior a ello, se realizó una prueba de inhibición 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 comprobó 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 cáscara 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, según los tiempos sugeridos por el Reglamento 

Técnico Centroamericano 11.01.04:10. 

Al evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de cáscara de toronja en las 

formulaciones farmacéuticas, los resultados indican que existe una pérdida de la actividad 

antimicrobiana del aceite, el cual dejó de inhibir el crecimiento de bacterias al cabo de tres 

meses.  

Estos resultados indican que a pesar de que el aceite esencial de cáscara 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. 
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2. INTRODUCCIÓN 

Los aceites esenciales son principios odoríferos 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 antifúngicas, lo cual ha dado lugar a numerosos 

estudios sobre dichas propiedades. 

Con el paso de los años, el uso de preservantes sintéticos tanto en formulaciones cosméticas 

como farmacéuticas ha ido en disminución debido a la gran cantidad de efectos adversos o 

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

La pureza microbiológica es uno de los problemas más 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 fabricación 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 más popular el uso de antimicrobianos naturales entre los usuarios, 

surge la formulación a base de materias primas puramente naturales y de esta forma, la 

búsqueda 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 extraídos 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 último, se han conducido estudios de aceites esenciales de limón, mandarina, toronja 

y naranja principalmente, para determinar no solo su actividad antifúngica y antimicrobiana, 

sino también los componentes principales de estos aceites que pueden conferirles dichas 

propiedades. (Espina, L., et al., 2011) 
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Siendo el aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L.) uno de los cítricos conocidos por sus 

cualidades antibacterianas y antifúngicas, surge la idea de su uso en formulaciones 

farmacéuticas. (Okunowo, W.O., Oyedeji, O., Afolabi, L. O. & Matanmi, E., 2013) De esta 

manera se determinó la capacidad inhibitoria del crecimiento microbiano del aceite de 

cáscara de toronja comercializado en Guatemala mediante la técnica de difusión en discos de 

Kirby-Bauer tanto en ensayos in vitro, como su incorporación en formulaciones 

farmacéuticas. 

Bajo condiciones de estabilidad acelerada propuestos por el Reglamento Técnico 

Centroamericano 11.01.04:10, se determinó que la incorporación de aceite esencial de 

cáscara de toronja en formulaciones farmacéuticas no es viable, ya que al cabo de tres meses 

se pierde la actividad antimicrobiana del aceite.  
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3. ANTECEDENTES 

 

3.1 PROPIEDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES DEL GÉNERO 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 o mohos que 

pueden ser un potencial foco de contaminación 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. Aunque muchos de los componentes de estos 

aceites como el limoneno o linalool son utilizados para la industria de la perfumería, 

alimentos, medicamentos, cosméticos, entre otros, en años recientes su uso como 

antibacterianos y antifúngicos se ha estudiado más de cerca, tanto para la determinación de 

los componentes del aceite, como para la evaluación 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 acción principal se debe a las características hidrofóbicas de 

los componentes del aceite. La lipofilia del aceite esencial permite una interacción con los 

constituyentes lipídicos 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 más cuidadosamente estudiados están los del limón (Citrus 

limón), lima (Citrus aurantifolia), naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata) y 

toronja (Citrus paradisi). Debido a que los componentes de estos aceites son básicamente 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) 
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Dadas estas propiedades, los aceites de los cítricos se han utilizado como preservantes en 

varios productos comerciales (Espina, L., et al., 2011), e incluso se han utilizado como 

pesticidas ya sea solos o en combinación 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 antifúngicas de la Toronja 

Como se menciona en el Anexo 1, el aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L.) es 

uno de los más estudiados del género Citrus. Tanto extractos acuosos como etanólicos y 

metanólicos y formas de extracción 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 cáscara. Ambos aceites, al igual que otros aceites derivados de cítricos, 

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: hidrodestilación y 

microondas libre de solventes y agua. Puede observarse que el aceite de toronja es un 

potente inhibidor del crecimiento de bacterias que podrían contaminar diferentes 

productos industriales de uso humano. (Uysal, B., et al., 2011) 

Además de ser antibacteriano, el aceite de C. paradisi L. posee propiedades antifúngicas, 

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. 

Además el hecho de ser “generalmente conocido como seguro” (GRAS: generally 
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recognized as safe) lo convierte en un producto seguro y que puede utilizarse en estudios 

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

3.2 USO DE ACEITES ESENCIALES EN LA INDUSTRIA 

Con el paso de los años se ha hecho más popular el uso de productos naturales entre los 

usuarios, lo que conduce a la formulación a base de materias primas puramente naturales y 

de esta forma, la búsqueda de antimicrobianos naturales con capacidades iguales o 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 últimos deben ser cuidadosamente elaborados para garantizar un proceso 

libre de impurezas además de ser necesario que los usuarios puedan estar protegidos durante 

su uso constante. (Arantes, E. et al., 2011) 

Aunque 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 antifúngicas. (Arantes, E. et al., 2011) 

Aunque en la industria de cosméticos los aceites esenciales han sido utilizados sobre todo en 

perfumería, productos de masajes y relajantes naturales, su uso como preservantes y el 

estudio de ellos apenas comienza. Sobre todo los aceites de los cítricos, que presentan 

agradables aromas, han sido ampliamente empleados para la perfumería, y a pesar de estar 

demostrado su uso como antimicrobiano y antifúngico, los estudios como antimicrobainos 

en productos farmacéuticos en específico han sido poco profundizados. (Kunicka-

Styczynska, A. et al., 2009) 
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3.3 USO DE ANTIMICROBIANOS SINTÉTICOS EN LA INDUSTRIA 

Los antimicrobianos sintéticos han sido ampliamente utilizados por numerosas industrias, 

incluida la farmacéutica, para evitar el crecimiento de microorganismos o su introducción en 

los productos terminados o en el momento de su manufactura.  

Entre los preservantes antimicrobianos más empleados se encuentran los pertenecientes a la 

familia de los hidroxibenzoatos o mejor conocidos como parabenos (Anexo 8), los cuales son 

alquil-ésteres de ácido p-hidroxibenzóico que poseen propiedades tanto antibacterianas como 

antifúngicas. (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 fórmula original, y han sido utilizados hasta en un 99% de 

cosméticos 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 años como antimicrobianos por sus 

excelentes propiedades y su fácil manejo, en la última década se ha realizado numerosos 

estudios in vitro debido a que han presentado características estrogénicas tanto en ratones 

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

Se ha determinado que a pesar de ser seguros para su uso oral, su toxicidad por vía subcutánea 

y tópica, sobre todo en cosméticos de uso diario o que se aplican en áreas como las axilas 

pueden aumentar la incidencia de cáncer de mama. (Harvey, P.W., 2003)  

En Estados Unidos, junto a los derivados del formaldehído, liberadores de formaldehído y 

tanto metilcloroisotiazolinonas y metilisotiazolinonas, los parabenos son los preservantes 

sintéticos más utilizados y que además, han demostrado ser una de las principales causas del 

aparecimiento de eczemas y alergias a diferentes productos. (Lundov, M.D., Moesby, L., 

Zachariae, C. & Johansen, J.D., 2008) 

Derivado de las propiedades potencialmente tóxicas de los parabenos, se han realizado 

estudios sobre su acumulación en tejido tanto en ensayos in vitro como in vivo. Se ha 

demostrado que no solamente son compuestos estrogénicos, sino que además pueden actuar 



10 
 

como inhibidores de andrógenos, inhibidores de enzimas sulfotransferasas, poseer actividad 

genotóxica y aumentar la incidencia de meloma maligno. (Darbre, P.D. & Harvey, P.W., 

2008) 
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4. JUSTIFICACIÓN 

En Guatemala es el Ministerio de Salud Pública y Asistencia Social, a través del 

Departamento de Regulación de Productos Farmacéuticos y Afines, el ente encargado de 

verificar la calidad tanto de productos farmacéuticos como cosméticos, y de asegurar que 

al final del proceso de elaboración cumplan con las normas de calidad especificadas en 

el Reglamento Técnico Centroamericano 11.01.04:10. 

Uno de los parámetros más importantes a evaluar en el proceso de fabricación de estos 

productos es el control microbiológico, 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 cancerígenos, son los preservantes, en especial los parabenos que 

alcanzaron una gran popularidad por ser fáciles de utilizar además de poseer un amplio 

espectro de acción antimicrobiano y antifúngico. (Harvey, P.W., 2003) 

Debido a los amplios estudios de las propiedades antimicrobianas y antifúngicas del 

aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L), se considera relevante su evaluación como 

antimicrobiano para su posterior incorporación 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 inhibición del crecimiento 

microbiano por medio del uso de aceite esencial de cáscara de toronja comercial en 

Guatemala en tres diferentes cepas bacterianas: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli y Staphylococcus aureus, mediante el uso de la técnica de difusión en discos de 

Kirby-Bauer comprobado en ensayos in vitro,  tanto en el aceite a diferentes 

concentraciones como en dos formulaciones a evaluar,  una emulsión y un gel a base de 

carbopol. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus 

paradisi L)  y su incorporación en formulaciones farmacéuticas mediante pruebas de 

estabilidad acelerada. 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de cáscara de 

toronja (Citrus paradisi L) contra tres diferentes cepas bacterianas: Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. 

 Comprobar mediante estudios in vitro que los productos farmacéuticos que 

utilizan extracto de aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus paradisi L) 

cumplen con la normativa RTCA vigente sobre control antimicrobiano. 

 Establecer por técnicas in vitro la efectividad del aceite esencial de cáscara de 

toronja (Citrus paradisi L) como antimicrobiano natural en dos formulaciones 

farmacéuticas 
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6. HIPÓTESIS 

 

La capacidad antimicrobiana del aceite esencial de la cáscara de toronja (Citrus paradisi L) 

perdura al incorporarse a formulaciones farmacéuticas bajo condiciones de estabilidad 

acelerada durante seis meses.  
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Universo de trabajo 

Aceites esenciales del genero Citrus disponibles comercialmente en Guatemala.  

 

7.1.1 Muestra 

Aceite esencial obtenido de la cáscara de toronja Citrus paradisi L. que se distribuye 

comercialmente en Guatemala.  

 

7.2 Materiales  

7.2.1 Recurso humano 

 Autor del trabajo de investigación: Br. María Isabel Ponce Ayala 

 Asesor del trabajo de investigación: Lic. Julio Gerardo Chinchilla  

 Asesor del diseño estadístico: Dr. Jorge Luis de León Arana 

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

7.2.2 Recursos materiales 

 Cajas de Petri 

 Asas de cultivo microbiológico 

 Medios de cultivo bacteriano Müller-Hinton 

 Cristalería y equipo de laboratorio 

 Balanza semianalítica 

 Congelador 

 Incubadoras 

 Papel filtro 

 Autoclave 

 Horno 

 Materia prima para elaboración de productos farmacéuticos 

7.2.3 Productos biológicos 

 Cepas ATCC: 

o Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

o Escherichia coli ATCC. 25922 

o Staphylococcus aureus ATCC. 25923 
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 Aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus paradisi L), Aceites 

Esenciales Extract, S.A.  

 

7.3 Métodos 

7.3.1 Determinación de Limoneno en aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus 

paradisi L.) mediante cromatografía de gases.  

Para tener un parámetro comparativo sobre el cual determinar la actividad 

antimicrobiana del aceite de cáscara de toronja, se procedió a determinar la 

presencia de limoneno (uno de los componentes mayoritarios del aceite de cáscara 

de toronja) en el aceite comercial mediante un cromatógrafo de gases (ver Anexo 

10). 

Para dicha determinación, se solicitó un análisis a través del Centro de 

Información y Asesoría Toxicológica (CIAT) de la Escuela de Química 

Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacia de la Universidad 

de San Carlos de Guatemala. Ya determinada la presencia de limoneno, se 

procedió a realizar los estudios in vitro del aceite esencial de cáscara de toronja.  

 

7.3.2 Determinación 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 llevó a cabo la técnica de difusión en agar en placas (prueba de 

susceptibilidad de difusión en discos, Kirby-Bauer). Se colocaron las placas con 

agar Müeller-Hinton en cajas de Petri a 40°C inoculadas con las diferentes cepas 

bacterianas anteriormente mencionadas, utilizando como estándar 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 cáscara de toronja (Citrus paradisi 
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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 Müeller-Hinton. 

Para la actividad antimicrobiana del aceite, posterior al tiempo de incubación se 

determinó una inhibición positiva o negativa del crecimiento bacteriano alrededor 

de cada disco en concentraciones del 10-100% del aceite en etanol al 95%. 

La aparición de un halo determina la sensibilidad de las bacterias frente a las 

soluciones de aceite esencial. Se consideró como inhibitorio la ausencia de 

bacterias. (Koneman, E., Allen, S., Dowell, V., Janda, W., y Sommers, H., 1992) 

 

7.3.3 Formulación de productos farmacéuticos 

Posterior a la determinación de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de 

cáscara de toronja (Citrus paradisi L), se procedió a la formulación 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 Químicas y 

Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.  

Se realizaron 2 diferentes lotes de cada uno de los productos: 

 Un lote utilizando como antimicrobiano aceite esencial de cáscara de 

toronja (Citrus paradisi L). 

 Un lote blanco como control. 

Como concentración para elaboración de los productos farmacéuticos, se utilizó 

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

7.3.4 Ensayo de estabilidad acelerada para productos farmacéuticos 

Para la determinación de la estabilidad de los productos farmacéuticos, estos 

fueron sometidos a estabilidad acelerada en un horno a 40°C durante 6 meses 

según 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 según 

lo indicado en dicha normativa a los 0, 45, 90, 135 y 180 días de su 

almacenamiento en los cuales se tomaron muestras para su análisis y observación. 

 

7.3.5 Evaluación del efecto antimicrobiano del aceite esencial de cáscara de 

toronja (Citrus paradisi L) posterior a su incorporación en formulaciones 

farmacéuticas 

A los tiempos establecidos en el ensayo de estabilidad de los productos 

farmacéuticos, se tomó una muestra de cada uno de los lotes elaborados para su 

análisis de crecimiento microbiano mediante la determinación in vitro de 

actividad antimicrobiana y la prueba de susceptibilidad de difusión en discos, 

Kirby-Bauer anteriormente mencionada.  

 

7.4 Análisis Estadístico 

El análisis estadístico se realizó en dos etapas: 

 Etapa 1: Determinación 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: Evaluación del efecto antimicrobiano del aceite esencial de cáscara de 

toronja (Citrus paradisi L) posterior a su incorporación en formulaciones 

farmacéuticas 

Análisis estadístico de diseño de factores:  

 Crema Gel 

Tiempo Aceite Blanco Aceite Blanco 

t0 X111 X121 X211 X221 

t45 X112 X122 X212 X222 

t90 X113 X123 X222 X223 

t= tiempo en  días
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8. RESULTADOS 

 

8.1 Determinación de limoneno en aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus 

paradisi L.) mediante cromatografía de gases.  

Tres muestras de aceite puro de cáscara de toronja (sin disolventes), que se distribuye 

comercialmente en Guatemala, se analizaron por medio de cromatografía de gases-

masas obteniéndose los siguientes resultados: 

 

Tabla No. 1. Resultados de determinación de limoneno en aceite esencial de cáscara de 

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

No. Componente Tiempo de Retención (min) Norm (%) 

1 Pineno isómero R 1.799 4.55 

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 Óxido de limoneno (estereoisómero) 4.665 5.12 

6 (+)-E-Óxido de limoneno 4.72 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 á-Muuroleno 9.747 2.02 

20 δ-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 á-Sitosterol 25.328 1.34 

25 dl-á-Tocopherol 26.623 10.41 

Componentes listados en orden de elusión. 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 μL, 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 320μm 

FUENTE: Datos experimentales, CIAT. 
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8.2 Determinación in vitro de actividad antimicrobiana del aceite esencial de toronja (Citrus paradisi L) 

Se realizaron pruebas in vitro del aceite esencial de cáscara de toronja a diferentes concentraciones, utilizando el método de 

difusión 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 dilución se realizaron 

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

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

diferentes concentraciones en etanol al 95% 

1= inhibición de crecimiento bacteriano             FUENTE: Datos Experimentales 

0= no hay inhibición 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/0mL 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  

No.  de 

Repetición 1 2 3 4 5 6 7 

Dilución 

1
%

a
 

1
0
%

b
 

3
0
%

c 

5
0
%

d
 

7
0
%

e 

1
0
0

%
f 

1
%

 

1
0
%

 

3
0
%

 

5
0
%

 

7
0
%

 

1
0
0

%
 

1
%

 

1
0
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0
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1
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1
%
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3
0
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5
0
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7
0
%

 

1
0
0

%
 

P. 

aeruginosa 

(ATCC 

27853) 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 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 

E. coli 

(ATCC 

25922) 

1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 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 

S. aureus 

(ATCC 

25923) 

0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
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8.3 Evaluación del efecto antimicrobiano del aceite esencial de cáscara de toronja 

(Citrus paradisi L) posterior a su incorporación en formulaciones farmacéuticas 

Para determinar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de cáscara de toronja 

incorporado a productos farmacéuticos, 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 realizó un ensayo de difusión 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 más cepas no fue 

inhibido. Los resultados fueron sometidos al ensayo de Cochran's Q utilizando el 

programa STATA versión 12.1 y pueden apreciarse en la Tabla No. 3.  

 

Tabla No. 3. Resultados de la evaluación del efecto antimicrobiano del aceite esencial 

de cáscara de toronja (Citrus paradisi L) posterior a su incorporación en formulaciones 

farmacéuticas 

 
Crema Gel 

Tiempoa  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 días    FUENTE: Datos experimentales 

  1= inhibición de crecimiento bacteriano; 0= no hay inhibición 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. DISCUSIÓN 

Durante los últimos años se ha dado un incremento en la búsqueda de nuevas materias primas 

naturales para el desarrollo e innovación de la industria farmacéutica. Dichos componentes 

resultan una opción más saludable para los usuarios y más amigable con el medio ambiente, 

que las materias primas sintéticas comúnmente utilizadas que son potencialmente 

cancerígenas.  

En la presente investigación, se utilizó aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus paradisi 

L.) para evaluar su potencial actividad antimicrobiana y su incorporación en formulaciones 

farmacéuticas bajo condiciones de estabilidad acelerada.  

Uno de los componentes mayoritarios de los aceites esenciales extraídos de los cítricos es el 

limoneno. Los resultados de los diferentes compuestos del aceite esencial de cáscara de 

toronja obtenidos por cromatografía de gases-masas se pueden apreciar en la Tabla No.1. En 

dicha tabla se muestran (en negrita) los valores obtenidos para ambos estereoisómeros del 

limoneno. En este caso los valores obtenidos fueron de 5.12 y 2.93%, los cuales se obtuvieron 

mediante una técnica conocida como “normalización de área”, el cual es un medio que 

permite establecer el porcentaje de cada componente en la muestra estudiada. (Escuela de 

Química: Universidad Central de Venezuela, 2008) 

Por las propiedades ya mencionadas del limoneno, previo a evaluar la actividad 

antimicrobiana del aceite de cáscara de toronja, fue necesario realizar una determinación 

(mediante cromatografía de gases-masas) de los componentes del aceite distribuido 

comercialmente en Guatemala (ver Anexo 11), el cual cumple con todos los estándares de 

calidad establecidos para este tipo de productos. 

Además del porcentaje de limoneno en la muestra, se pudo determinar que existen otros 

componentes del aceite que poseen características antimicrobianas. Algunos de ellos son el 

α-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 cáscara de toronja posee una 

enorme cantidad de componentes, en la Tabla No.1 solamente se presentan los que se 

encontraron en mayor concentración. 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 cáscara de 

toronja comercializado en Guatemala contiene limoneno y demás componentes encontrados, 

los cuales son comunes del género Citrus según 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 cáscara de Citrus 

paradisi L. se evaluaron mediante la prueba de Kirby-Bauer y pueden apreciarse en la Tabla 

No.2. Estadísticamente se aplicó el ensayo de Cochran Q, el cual evalúa la hipótesis nula de 

no efecto. Los valores de significancia (p) obtenidos para cada grupo de bacterias y cada 

concentración indican que existe una diferencia significativa entre la actividad 

antimicrobiana del aceite en cada concentración estudiada, por lo que se concluye que la 

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

El aceite esencial en concentraciones del 10 y 100% inhibió 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 cáscara 

de toronja para incorporarlo en los productos farmacéuticos y evaluar su capacidad 

antimicrobiana. Las formulas finales para la elaboración 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 contenían aceite esencial de cáscara 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 evaluación de 

capacidad antimicrobiana del aceite, se observó una inhibición del crecimiento bacteriano. 

Sin embargo, luego de tres meses bajo condiciones de estrés, el efecto inhibitorio del aceite 

esencial de cáscara de toronja se perdió, por lo que se observó 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 cáscara de Citrus paradisi L. permaneciera ejerciendo su 

efecto antimicrobiano, el resultado obtenido fue el contrario y al cabo de tres meses se perdió 
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dicho efecto. Se acepta entonces la hipótesis alternativa (HA): la capacidad antimicrobiana 

del aceite esencial de la cascara de toronja (Citrus paradisi L) no perdura al incorporarse a 

formulaciones farmacéuticas 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 volátil de los aceites esenciales, es posible que existiera 

una pérdida de los componentes del aceite esencial por evaporación, permitiendo que las 

bacterias continuaran su crecimiento (Turek, C. & Stintzing, F.C., 2013).  La exposición al 

calor durante un período prolongado de tiempo y su manipulación pudieron producir la 

pérdida de su efecto, tal y como se ha reportado en otros estudios similares. (Tiên 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 volátiles se deben a la acción 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 α-pineno han 

demostrado sufrir la mayor alteración en las condiciones ya mencionadas, llegando el 

limoneno a disminuir hasta convertirse posteriormente en monóxido de linalool y α-terpinelol 

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

Estos efectos sobre la pérdida de la función del limoneno (principal componente al que se le 

atribuye la actividad antimicrobiana) y la aparición de moléculas provenientes de la auto 

oxidación de este terpenoide pudieron ser los causantes de la progresiva pérdida de la 

actividad antimicrobiana del aceite esencial de cáscara 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 más resistentes que P. 

aeruginosa¸ la cual es una bacteria aerobia mucho más susceptible cuyo crecimiento fue más 

fácilmente inhibido. En la mayoría de los casos, al cabo de 90 días, se observó que las 

bacterias tuvieron un crecimiento similar al del blanco, sin llegar a apreciarse un halo de 

inhibición alrededor del taxo (ver Anexo 14). Este comportamiento se observó en las tres 

repeticiones realizadas para cada muestra, por lo que el efecto antimicrobiano del aceite 

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

 

10.1 El aceite esencial de cáscara 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 cáscara 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 días. 

 

10.3 El gel a base de carbopol y la emulsión que contenían aceite esencial de 

cáscara 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 

 

11.1 Continuar con el estudio del aceite esencial de cáscara de Citrus paradisi L. 

en formulaciones farmacéuticas diferentes a las estudiadas en la presente 

investigación.  

 

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 

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

 

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

su utilización en diferentes procesos industriales.  
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13. ANEXOS 

ANEXO NO.1: Teoría 

13.1 GENERALIDADES DEL GÉNERO 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 estípulas. Las 

flores son bisexuales, actinomorfas que pueden encontrarse en varios tipos de inflorescencia. 

Los frutos suelen presentarse en forma de cápsula valvada o de baya especializada que se 

conoce como hesperidio, aunque también pueden presentarse en forma de baya, drupa o una 

sámara.  

Los frutos cítricos (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 además de la hipodermis, que a su vez está 

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 glándulas 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 vacíos entre ellas y que se continúan al 

interior de la fruta para formar los tabiques que separan los carpelos (comúnmente llamados 

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 producción 

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, así como por la facilidad con la que pueden ser cultivados 

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

Además de la importancia de los cítricos anteriormente mencionada, cada vez es más popular 

el uso de aceites esenciales que pueden obtenerse por diferentes técnicas (discutidas más 

adelante). Los aceites de estas frutas han demostrado ser útiles 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 mencionó 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 híbrido entre el pomelo y la naranja dulce (Uysal, 

B., et al., 2011), la toronja es hoy en día considerada la segunda fruta más importante 

del género Citrus.  

Los árboles de toronja alcanzan alturas entre los 4.5-6m, e incluso se han reportado 

árboles de hasta 13.7m. La parte más 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. Éstas últimas 

suelen medir entre 4.5-5cm a lo ancho y pueden darse ya sea de manera individual o 

en pequeños 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 limón 

pálido, 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 pálido, rosa pálido o rojo intenso con vesículas llenas de 
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jugo fácilmente visibles. Las semillas son blancas, con forma elíptica y punteadas de 

cerca de 1.25cm de largo y que usualmente son poliembrionarias. (Imram, K. et al., 

2013) 

La toronja ha atraído la atención en los últimos años por sus numerosas propiedades 

que han sido ampliamente estudiadas. Se ha utilizado en medicina tradicional en 

varios países alrededor del mundo, además de sus propiedades antibacteriales, 

antifúngicas, antiinflamatorias, antioxidantes, antivirales, astringentes y preservantes. 

(Uysal, B., et al., 2011), 

Farmacológicamente ha demostrado poseer actividad anticancerígena, antireumática, 

limpiadora y desintoxicante, además de ayudar a mantener la función cardíaca, 

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 mencionó 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 comúnmente se cultiva mayoritariamente limón 

y mandarina, la toronja puede encontrarse en numerosas regiones del país, incluidas 

la Costa Sur y el oriente del país.  

Los beneficios de la toronja ya mencionados, se acompañan de las importantes 

características y cualidades que posee el aceite esencial que se extrae tanto de la 

cáscara como de las semillas del fruto. Los estudios de propiedades antimicrobianas, 

antifúngicas, germicidas, antioxidantes y anticancerígenas 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 odoríferos 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 odoríferos han sido ampliamente utilizados por la humanidad con el paso de 

los años. Desde los antiguos egipcios, fenicios, chinos, griegos, romanos e incluso los mayas 

y aztecas, la perfumería y el conocimiento de las fragancias ha ido acompañado del uso de 

aceites esenciales. (Farid, C., 2010) 

Dichos componentes son mezclas de componentes altamente volátiles (llamados etéreos) 

como los terpenos y otros compuestos oxigenados que pueden ser extraídos de diferentes 

partes de las plantas, incluyendo las hojas, flores, ramas, semillas, cortezas, frutos e incluso 

la madera y las raíces por medio de diferentes métodos.  

En la actualidad, los aceites esenciales han atraído la atención de los científicos alrededor del 

mundo sobre todo por ser una fuente natural de antioxidantes y otros componentes 

biológicamente activos.  

Las familias de plantas como Lamiaceae, Laureaceae, Myrtaceaey Rutaceae son 

ampliamente conocidas por su riqueza en aceites esenciales. En especial, los cítricos 

pertenecientes a la familia Rutaceae son conocidos por presentar sacos oleíferos en las hojas 

que pueden observarse fácilmente a trasluz, además 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 

composición de los aceites, así como de las propiedades que pueden ser utilizadas para 

la producción 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 más importantes son el limoneno, β-pineno, γ-terpineno, mirceno y 

sabineno. (Mondello, G. et al., 2003) 

Los aceites esenciales de los cítricos están formados por entre el 85 al 99% de 

componentes no volátiles y del 1 al 15% de componentes volátiles. Entre las sustancias 

no volátiles más abundantes se encuentran principalmente los monoterpenos que 

representan hasta el 97% de la composición del aceite, además de sesquiterpenos, 
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moléculas hidrocarbonadas, aldehídos, cetonas, ácidos, alcoholes y diferentes ésteres. 

(Soto, L., 2010) 

El componente principal de los aceites de los cítricos suele ser justamente un 

monoterpeno: el limoneno, componente al cual se le atribuyen numerosas cualidades y 

características que han sido aprovechadas por diversas industrias. Aunque los 

componentes de los cítricos suelen ser los mismos (ver Anexo 5), las cantidades pueden 

variar dependiendo de la especie y en algunos casos, ciertos compuestos específicos le 

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

El hecho de que el limoneno sea uno de los componentes volátiles más abundantes de los 

aceites esenciales ha conducido a estudiar más de cerca las propiedades de esta molécula 

en ensayos in vitro (Vimal, M. et. al., 2013), para determinar las concentraciones mínimas 

inhibitorias MIC (concentración mínima 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 mínimas 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 composición etérea, 

es necesario contar con técnicas adecuadas que permitan a la vez una correcta y eficiente 

obtención de los mismos. Con el paso del tiempo, se han desarrollado diferentes técnicas 

que permiten no solo la obtención de los mismos, sino aumentar el grado de pureza de 

estos y lograr preservarlos para sus diferentes usos. Las formas de extracción de aceites 

tanto convencionales como las que han sido recientemente introducidas serán detalladas 

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

 

13.2.2 Métodos de extracción de aceites esenciales 

De acuerdo a las normas ISO, los aceites esenciales son productos que se obtienen de las 

plantas aislándolos únicamente por medios físicos: destilación, expresión o destilación 

en seco de la materia vegetal.  
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13.2.2.1 Destilación 

Es el método tradicional para la obtención 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 evaporación. El aceite se obtiene 

mediante un simple proceso de destilación (de donde proviene su nombre) de dos 

líquidos inmiscibles, en este caso, el agua y el aceite, bajo el principio de las 

diferencias de temperatura de ebullición permitiendo que el aceite (más ligero que 

el agua) flote por encima del agua y al condensarse, pueden ser fácilmente 

separados. (Farid, C., 2010) 

13.2.2.2 Destilación por arrastre de vapor 

Esta técnica es una variante de la destilación, 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 centrifugación. (Soto, L., 2010) 

Este método es el más utilizado para la producción de aceites esenciales a nivel 

industrial y dada la facilidad del método, permite que sea fácilmente reproducible 

a escala de laboratorio. A pesar de ser una forma eficiente de obtener el aceite, el 

tiempo de extracción se hace más largo, lo que produce más reacciones de 

hidrólisis y oxidaciones. Debido al uso de agua (solvente polar), muchas 

reacciones de degradación se llevan a cabo, sobre todo la formación de 

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

Además de las técnicas anteriormente mencionadas, existen numerosas variantes de 

los métodos de destilación que fundamentalmente tienen el mismo principio. Dichas 

técnicas incluyen la turbodestilación, hidrodifusión, destilación a presión reducida, 

destilación continua y destilación molecular. Sin embargo las detalladas son las más 

utilizadas y todas ellas poseen la desventaja de bajos porcentajes de rendimiento, 

formación de subproductos no deseados y una estabilidad limitada. (Uysal, B., et al., 

2011) 
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13.2.2.3 Extracción con microondas libre de agua y solventes 

El uso de energía proveniente de microondas ha tenido un efecto positivo en varios 

procesos tanto de la industria química como alimenticia. Dado que las ondas son 

altamente selectivas por regiones de humedad, las temperaturas alcanzadas son más 

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 extracción con microondas libres de agua y de solventes es un método reciente 

(2004) y que ofrece una alternativa ecológica, así como una forma novedosa de 

obtener aceites esenciales. Este tipo de extracción combina la energía de las 

microondas con la destilación en seco sin agregar ningún tipo de solvente (ver Anexo 

6c). La energía aplicada provoca un calentamiento del agua in situ del material 

vegetal, logrando la ruptura de las glándulas y receptáculos 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 extracción además de eliminar por 

completo el uso de solventes. También posee una alta eficiencia, un mayor porcentaje 

de rendimiento y reproducibilidad, así como un mantenimiento de las características 

organolépticas y de pureza del aceite esencial. (Wang, Z. et al., 2006)  

13.2.2.4 Extracción por expresión en frío 

La extracción de aceites esenciales por expresión en frío es quizá, el método que 

permite la obtención de los aceites más puros y parecidos a sus características 

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 extracción 

pueden llegar a minimizarse mediante la expresión en frío de los aceites.  

Para emplear esta técnica (ver Anexo 6d), las cáscaras de los frutos deben removerse 

para ser luego sometidos a presión en una prensa de acero inoxidable y posteriormente 

colectados en frío. 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 último almacenado. (Farid, C., 2010) 

Aunque existen otras técnicas para la extracción de aceites esenciales, tales como las ondas 

ultrasónicas y la microextracción en fase sólida, las anteriormente mencionadas son las más 

populares y utilizadas debido a la calidad del aceite que se obtiene así como la facilidad de 

representan dichos métodos. Incluso para fines de investigación, la hidrodestilación, la 

expresión en frío y el uso de microondas siguen siendo los métodos más rentables y fáciles 

de utilizar, cada uno variando en la calidad del aceite que se obtiene, así como en el tiempo 

empleado para su extracción.  

 

13.3 VERIFICACIÓN DE LA CALIDAD DE PRODUCTOS 

FARMACÉUTICOS 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 

características y parámetros a tomar en cuenta tanto para la elaboración, como para el control 

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

En dicho reglamento, además de encontrarse todas las evaluaciones de etiquetado, pruebas 

físicas, químicas y organolépticas, se incluyen los criterios de control microbiológico con los 

que deben de cumplir los cosméticos para poder ser comercializados. (Ministerio de Salud 

Pública y Asistencia Social, 2007) 

Entre dichos parámetros se puede considerar el recuento total de mésofilos aerobios, mohos 

y levaduras, así como la ausencia de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas 

aeruginosa dependiendo del producto a comercializar. Como ejemplo, en cosméticos, los 

parámetros pueden observarse en el Anexo 9. (Ministerio de Salud Pública y Asistencia 

Social, 2007) 

Habiendo discutido todas las ventajas y excelentes cualidades del aceite esencial de la cáscara 

de C. paradisi tanto como antimicrobiano como antifúngico, se considera su posible uso 

como antimicrobiano en preparaciones farmacéuticas siguiendo las especificaciones del 

Reglamento Técnico Centroamericano vigente en el país.  



39 
 

ANEXO NO.2 Estructura de los frutos de cítricos 

 

Figura 1. Estructura básica de los cítricos. Compuestos por: cáscara, 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) 
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ANEXO NO. 4 Partes de las que se extrae aceite esencial en los cítricos 

 

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

2010) 

ANEXO NO.5 Compuestos volátiles de los frutos de cítricos 

 

Figura 4. Principales componentes volátiles de los frutos cítricos. Se observa un listado 

general de componentes ejemplificado en 3 diferentes cítricos: naranja, limón y bergamota. 

(Moufida, S. & Marzouk, B., 2003) 
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ANEXO NO.6 Procesos de extracción de aceites esenciales 

Anexo No. 6a Destilación  

 

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

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

2010) 

 

Anexo No. 6b Destilación por arrastre por vapor 

 

Figura 6. Procedimiento para destilación por arrastre de vapor. (Soto, L., 2010) 
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Anexo No. 6c Extracción con microondas libre de agua y solventes 

 

Figura 7. Equipo y proceso de extracción con microondas libre de agua y solventes. Al lado 

izquierdo se observan las partes del equipo: enfriador, aceite esencial, fase acuosa, sistema 

de cohobación, material vegetal y reactor. (Farid, C., 2010) 

Anexo No. 6d Técnica de expresión en frío 
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Figura 8. Técnica de expresión en frío. Expresión del flavedo del fruto con NaCl, 

centrifugado, obtención de aceite crudo secado en Na2SO4 anhidro. (Farid, C., 2010) 

ANEXO NO.7 Compuestos de cítricos con actividad antibacteriana 

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

 

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

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

Tabla 1. Perfil GC-MS de componentes de aceite esencial de cáscara de Toronja 
(Citrus paradisi) obtenido por Hidrodestilación 
 

No. Pico Componente Tiempo de Retención  
(min) 

Concentración (%) 

1 Nonanoa 5.707 0.20 

2 α-Pinenoa 6.182 2.11 

3 β-Felandrenoa 6.709 1.18 

4 β-Mircenoa 6.983 7.25 

5 Octanale 7.144 1.68 

6 D-limonenoa 7.659 75.07 

7 3-Carenoa 7.836 0.21 

8 Cis-Linalolóxidob 7.968 0.31 

9 Linaloolb 8.247 0.48 

10 Decanalc 9.307 1.11 

11 Tridecanod 10.180 0.26 

12 Copaenee 10.983 0.82 

13 Tetradecanod 11.075 0.47 

14 Cariophylenoe 11.395 1.88 

15 α-Cariophylenoc 11.687 0.30 

16 δ-Cadinenoe 12.236 0.89 

17 Metilpalmitatof 16.505 0.31 

18 Metiloleatof 18.410 0.19 

19 Ftalatof 22.090 0.54 

 Total identificado (%)  95.26 

---- Otrosg Variado 4.74 

 Rendimiento (%)  0.79 

 Gravedad específica  0.883 

aMonoterpeno, bMonoterpeno oxigenado, cAldehído alifático, dCarbohidrato alifático, eSesquiterpeno, 
fÁcido esteárico y gOtroscarbohidratps no identificados 

 

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

 
Especies bacterianas 

 
HD 

 
EMLAS 

Control 
Antibiótico 
(mm) 

Staphylococcu saureus ATCC 25923 41 53 35 (P)a 

Eterococcus faecalis ATCC 29212 12 16 23 (VA)b 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 11 17 22 (VA) 

Escherichia coli ATCC 35218 28 30 20 (AMC)c 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 32 (MEM)d 

Salmonella typhimurium ATCC 14028 13 15 20 (AMP)e 

Serratia marcescens ATCC 8100 15 19 31 (MEM) 

Proteus vulgaris ATCC 13315 14 21 36 (FEP)f 

aPenicilina, bvancomicina, camoxicilina/ácido clavulánico 2:1, dmeropenem, eampicilina, fcefepime. 
HD, hidrodestilación; EMLAS, Extracción con microondas libre de agua y solventes 

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

ANEXO NO.8 Parabenos 

 

Figura 10. Estructuras químicas de los 7 alquil-ésteres del ácido p-hidroxibenzóico que 

pueden encontrarse en diferentes productos. La hidrólisis del enlace éster (flechas) libera el 

metabolito de ácido p-hidroxibenzóico. (Darbre, P.D. & Harvey, P.W., 2008) 
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ANEXO NO. 9 Especificaciones microbiológicas 

Anexo No. 9a Especificaciones de microorganismos patógenos  

 

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

 

 

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

 

Fuente: (Ministerio de Salud Pública y Asistencia Social, 2007) 
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ANEXO NO. 10 Concentración Mínima inhibitoria 

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

Organismos Citral Limoneno Menthone Timol Ciprofloxacinaa 

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 antibiótico en discos con concentraciones de 100µg; CMI- Concentración Mínima Inhibitoria, CMB- 
Concentración Mínima Bactericida en µg 

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

 

Fuente: Aceites Esenciales Extract, Sociedad Anónima, 2015 
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ANEXO NO. 12 Cromatogramas de determinación de limoneno en aceite esencial de 

cáscara de toronja. 

 

Fuente: Datos Experimentales, CIAT, 2015 
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Figura 11. Cromatograma de aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus paradisi L.) 

Mx1. El limoneno puede apreciarse al tiempo 4.66.     

Fuente: Datos experimentales, CIAT, 2015 

 

 

Figura 12. Cromatograma de aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus paradisi L.) 

Mx2. El limoneno puede apreciarse al tiempo 4.72.   

Fuente: Datos experimentales, CIAT, 2015 
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Figura 13. Cromatograma de aceite esencial de cáscara de toronja (Citrus paradisi L.) Mx2. 

El limoneno puede apreciarse al tiempo 4.69. 

Fuente: Datos experimentales, CIAT, 2015 

 

 

ANEXO NO.13 Fórmulas finales empleadas para la elaboración de cosméticos 

 

Anexo No. 13a Formulación de gel a base de carbopol con aceite esencial de cáscara de 

toronja como antimicrobiano  

No. CAS Materia prima Porcentaje Función 

9002-01-4 Carbopol 0.75% Gelificador 

 Aceite esencial de cáscara 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% Vehículo 

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

antimicrobiano 

No. CAS Materia prima Porcentaje Función 

8042-47-5 Parafina líquida 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 cáscara de toronja 10% Preservante 

7732-18-5 Agua c.s.p. 100% Vehículo 

Fuente: Datos experimentales 

 

ANEXO NO.14 Halos de inhibición de formulaciones farmacéuticas 

  
Figura 14. Halos de inhibición 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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