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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivos, caracterizar los componentes quimicos del aceite esencial de Citrus sinensis L.
(Naranja dulce), determinar su actividad antibacteriana y formular formas farmacéuticas, principalmente de uso local. El aceite
esencial se obtuvo del pericarpio , de la especie seleccionada, utilizando un sistema de hidrodestilacion con arrastre de vapor de
agua; asi mismo, se realizaron los ensayos de miscibilidad y determinacion de constantes fisicas, como: gravedad especifica, indice
de refraccion y rotacion dptica. La composicion quimica se determino por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masa (CG/
EM), destacandose en el cromatograma sefiales espectrales de identificacién en la elucidaciéon de: Limoneno, 3-linalol, decanal
y 2(10)-pineno(1S,5S)-(-)-. La determinacion de la actividad antibacteriana 7 vitro se realizé por el método de difusion en agary
en la formacién de halos de inhibicién contra cepas de microorganismos Gram (+), como: Staphylococcus aureus ATCC 25933 y
Staphylococcus epidermidis, demostrando actividad antibacteriana significativa a concentraciones de 100 y 50%, respectivamente;
no asi con los microorganismos Gram (-): Bacillus subtilis, Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Estos resul-
tados nos dieron la orientacidn para disefiar formas farmacéuticas de uso local, formulandose: un gel con base de carbomer, una
locion con base de etanol y alcohol isopropilico, asi como un colutorio. Los resultados de los estudios de estabilidad de las formu-
laciones, asi como de tolerancia e irritabilidad con el tejido humano de los productos nos muestran resultados favorables para
su utilizacion en enfermedades de la piel, como el acné, y en el caso del colutorio como un buen antiséptico bucal. El estudio ha
permitido concluir que el aceite esencial de Citrus sinensis L. posee actividad antibacteriana contra cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25933y Staphylococcus epidermidis, ademdas de permitir la elaboracion de formas farmacéuticas de uso local.
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SUMMARY

This study aimed to characterize the chemical components of essential oil of Citrus sinensis L., determine its antibacte-
rial activity and make dosageforms, mainly for local use. The essential oil was obtained from the dried leaves of the selected
species, using a hydrodistillation system with water steam sweep; tests were conducted miscibility and determination of physi-
cal constants, such as specific gravity, refractive index and optical rotation. The chemical composition was determined by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry (CG/EM), standing out in the sugiero: chromatogram spectral signals in the elucidating:
Limonene, beta-linalool, decanal and 2 (10)-pinene(iS,5S)-(-)-. The determination of antibacterial activity in vitro was tested by
agar diffusion method and the formation of inhibition halos against strains of Gram (+), as Staphylococcus aureus ATCC 25,933
and Staphylococcus epidermidis, demonstrating significant antibacterial activity at concentrations 100 and 50% respectively, but
not with Gram (-): Bacillus subtilis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. These results gave us the guidan-
ce to design dosage forms for local use, formulated: a carbomer based gel, a lotion based in ethanol and isopropyl alcohol and
mouthwash. The results of the stability studies of the formulations, as well as tolerance and irritability with human tissue of the
products show favorable results for use in skin diseases like acne, and in the case of mouthwash as a good oral antiseptic. The study
has revealed that the essential oil of Citrus sinensis L. has antibacterial activity against strains of Staphylococcus aureus ATCC
25,933 and Staphylococcus epidermidis, also allow the preparation of pharmaceutical forms for local use.
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INTRODUCCION éstas hallamos a los aceites esenciales que, por las pro-
piedades que se les atribuyen, ejercen accidén antioxi-

xisten sustancias naturales que pueden dante, antiviral, antimicdtica, repelente, antitumoral

E ser utilizadas en enfermedades de la piel y y antibacteriana. Estas sustancias han entrado a com-
afecciones de la cavidad bucal. Dentro de petir con suceddneos sintéticos que pueden presentar
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efectos nocivos para la salud. Los aceites esenciales son
sustancias organicas constituidas por terpenos, sesqui-
terpenos y compuestos aromaticos que se localizan en
determinados drganos de la planta como flores, hojasy
frutos; y se les obtiene por destilacion por arrastre con
vapor de agua dependiendo del método y la condicion
del vegetal, comportandose como liquidos miscibles
en solventes orgdnicos e inmiscibles en agua. Los obje-
tivos del presente estudio son: caracterizar la composi-
cion quimica del aceite esencial del pericarpio, deter-
minar su actividad antibacteriana, diseflar y formular
formas farmacéuticas de aplicacion local, y realizar
pruebas de estabilidad.

MATERIALES Y METODOS

El disefio del estudio es de tipo analitico, expe-
rimental, transversal y prospectivo, habiéndose rea-
lizado en los laboratorios del Instituto de Ciencias
Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios
Guevara” y del Instituto de Quimica Bioldgica,
Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio Garrido
Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Material biolégico

La muestra se obtuvo en el Mercado Central de
Lima.

Extraccion del aceite esencial

Obtenido el pericarpio, éste se sometié a un pro-
ceso de hidrodestilacién por arrastre con vapor de agua,
obteniéndose un rendimiento de 0,4 por ciento p/v.
Posteriormente se realizo el andlisis organoléptico, ensayo
de miscibilidad y propiedades fisicoquimicas.

Analisis por Cromatografia de Gas/

Espectrometro de Masa (CG/EM)

La determinacién de los componentes quimicos
del aceite esencial por CG/EM, se realizo en las siguien-
tes condiciones: Columna silicagel fundida 30 metros de
largo, temperatura inicial 40 °C, 10 °C/min, temperatura
final 110°C (1 min), inyeccion 240 °C y volumen de inyec-
cion 5 pl.. Mediante este sistema se detectaron y elucida-
ron los componentes quimicos del aceite esencial, los que
se identificaron por comparacion con los estandares de
espectros de masas de las respectivas bibliotecas.

Determinacion de laactividad antibacteriana 72 vitro
Se realizo por el método de difusién en agar, mi-

diéndose los halos de inhibicion frente a cepas de mi-
crooganismos Gram positivos 2: Staphylococcus au-
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reus ATCC 25933, Staphylococcus epidermidis (cepa
clinica), Bacillus subtilis (cepa clinica), Escherichia coli
(cepa clinica) y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Formulacion de formas farmacéuticas

Considerando los resultados de los ensayos mi-
crobioldgicos, mediante los cuales se demostro la ac-
tividad del aceite esencial sobre los microorganismos
seleccionados, se procedid al disefio, formulacion y
elaboracion de los siguientes tipos de productos far-
macéuticos: gel hidroalcoholico, locion para la piel y
colutorio, a los que se les incorpor6 concentraciones
variadas del aceite esencial.

Formulaciony elaboracion de formas farmacéuticas

Se ensayaron diferentes tipos de formulaciones
a base de diferentes gelificantes, como carboxime-
tilcelulosa soédica, carbémeros y mezclas de ambos
con otros agentes, como las gomas; asi como para la
locién y colutorio, quedando definidas las siguientes
formulaciones:

Gel
Carbomero 940 1%
Trietanolamina 0.30%
Alcohol isopropilico 20%
Etanol : 40%
Aceite esencial de naranja : 1%
Agua c.s.p. 100 mL
Locion para la piel
Etanol 70° 40%
Alcohol Isopropilico 45%
Propilenglicol 14%
Aceite esencial de naranja : 1%
Colutorio
Etanol 70° 60%
Propilenglicol 5%
Glicerina 5%
Acido citrico 2%
Mentol : 0.20%
Aceite esencial de naranja : 1%
Colorante naranja 0,01%
Agua destilada 10omL
RESULTADOS

Extraccion y rendimiento del aceite esencial

Por el método gravimétrico - volumétrico se de-
termind el porcentaje de rendimiento del aceite esen-
cial (%RAE) con la siguiente expresion:
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%RAE = Vol.,, (mL) / Pmuestra (g) x 100

Donde:

Vol., . : Volumen del aceite esencial obtenido; en mililitros
P Peso de la muestra a destilar; en gramos.

muestra”

El rendimiento de aceite esencial fue de 0,4 por
ciento v/p.

Analisis preliminar, fisicoquimico y composi-
cion quimica
Los resultados se reportan en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Andlisis preliminar y ensayos fisicos del aceite esencial

Determinacion Resultados

Liquido oleoso, ligeramente amarillento,
aromatico y agradable, volatil y ligera-
mente picante.

Andlisis organoléptico

Inmiscible en agua

Miscible en alcohol absoluto
n-hexano, éter etilico y cloroformo.
indice de refraccién (20 °C): 1,112
Gravedad especifica (20 °C): 0,879
Rotacién éptica (20 °C): -64°

Miscibilidad

Ensayos fisicos

Determinacion de la composicion quimica
del aceite esencial por CG/EM

Tabla 2. Composicién quimica del aceite esencial (CG/EM)

Tiempo de retencion (TR)

Componentes quimicos en minutos

Limoneno 1,79
B-Linalol 2,03
Decanal 2,61
2(10)-Pineno,(1S,5S)-(-)- 1,55

DISCUSION

Del pericarpio del fruto de Citrus sinensis L. se ob-
tuvo un rendimiento de aceite esencial de 0,4 por ciento
p/v. Este resultado tiene que ver con las caracteristicas
geograficasy la épocay la zona de recoleccion del fruto,
ya que la altitud y el caracter climatico tienen efectos
en la produccion del aceite esencial, considerando que
para un material fresco existe un intervalo de 0,07 a
0,20 por ciento de variacién de una especie a otra ¢4,

El aceite obtenido por arrastre con vapor de agua,
permitié realizar el andlisis preliminary los ensayos fisi-
coquimicos, entre estos: miscibilidad, densidad, indice
de refraccién y actividad Optica, que respondieron a las
propiedades reportadas para los aceites esenciales y asi
mismo se puso en evidencia que los componentes qui-
micos del aceite son de baja polaridad, miscibles en sol-
ventes organicos e inmiscibles en agua .

La determinacién de la composicion quimica, rea-
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Figura 1. Cromatograma de Gas del aceite esencial de Citrus
sinensis L.

lizada por CG/EM, permiti6 identificar los siguientes
componentes quimicos: Limoneno, 3-linalol, decanal y
2(10)-pineno, (1S,5S)-(-)-. Existen evidencias de que es-
tas sustancias constituyen un grupo de moléculas con
actividad bioldgica ampliamente distribuida en los fru-
tos citricos y los vegetales, comprendiendo a flavonoi-
des, antraquinonas, cumarinas, cromonas y otros %,

La obtencion del aceite esencial de Citrus sinensis
L. de 0,4 por ciento p/v concuerda con otro estudio en
el que se obtuvo de 100 g de cascaras un rendimiento de
0,35 por ciento p/v ; mientras que en otro estudio, se
obtuvo un rendimiento de 0,6 por ciento, dato similar al
encontrado en nuestro estudio 9,

También en un estudio quimico-bromatolédgico
realizado en semillas de Citrus sinensis L., se verificd
la presencia del limoneno y se concluyo que las semi-
llas de este fruto proporcionan un aceite de calidad y
sabor agradable, comportandose como un aceite semi-
secante similar al aceite de las semillas de algod6on @Y.
En el analisis del control micoldgico en mermeladas
de naranja de Citrus sinensis L., se determind que el
recuento de filamentos de hongos y campos positivos
expresaba un promedio de 15 por ciento, estando den-
tro de la tolerancia 2.

Las caries dentales y la enfermedad periodontal es-
tan asociadas con los patogenos orales y existen compo-
nentes quimicos que han sido evaluados contra estos mi-
croorganismos. En un estudio realizado por CG/EM en
el aceite esencial de Lippia sidoides, arbusto del Brasil, se
caracterizo entre otros componentes al timol y carvacrol
con propiedades antibacterianas frente a Streptococcus
mutans y Candida albicans, ejerciendo prometedores
efectos contra los patogenos orales y el crecimiento mi-
crobiano oral 314,
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La investi- Tabla 3. Formacién de halos de inhibicién
gaci(')n sobre bac- Muestra Concentracion Bacterias Gram positivas (mm) Bacterias Gram negativas (mm)
terias orales pre- % S. aureus _S. epidermidis _B. subtilis E. coli P. aeruginosa
sentes en la placa 4 qite esencial 100 28 20 17 Inactivo 11
dental como bio- de naranja 50 25 19 15 Inactivo Inactivo
films y el efecto 10 21 15 Inactivo Inactivo Inactivo
Alcohol etilico 96° Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo Inactivo

antibacteriano de

los aceites esen-

ciales de Manuka -té del arbol de aceite-,

: . . 7 . Aceite esencial de Citrus Sinesis L. Aceite esencial de Citrus Sinesis L.
aceite de eucahpto’ aceite de lavdandula Yy acel- Staphylococcus aureus ATCC 25933 Staphylococcus epidermidis (cepa clinica)

te de rosmarinus en gérmenes orales como:
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gin-
givalis y Actinobacillus determinaron que los
aceites esenciales inhibieron el crecimientoy la
adhesion de Streptococcus mutans en la placa
dental 9,

Un estudio realizado sobre la composicion
quimica del aceite esencial de hojas de Lantana
camara L. reportd predominio de sesquiter-
penos, siendo los componentes quimicos ma-
yoritarios: (E)-nerolidol (43,4%), y-cadineno
(7,6%), o-humuleno (4,9%) y pB-cariofileno

(4,8%); dando a suponer que la especie analiza-
da representaba un nuevo quimiotipo. Esta es-
pecie ejerce efecto de proteccion sobre Solanum
tuberosum (papa), contra Phthorimaea operculella Z.
o “polilla de la papa” en almacén 1,

En el estudio realizado sobre el aceite esencial de
Croton cajucara Benth se observo actividad leishma-
nicida, asi mismo se demostrd que este aceite inhibe
el crecimiento de muestras referenciales de Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Streptoccocus sobri-
nus, Lactobacillus casei, Porphyromonas gingivalis y
Streptoccocus mutans; todos ellos asociados a las en-
fermedades de la cavidad bucal 9,

CONCLUSIONES

* En el aceite esencial del pericarpio del Citrus si-
nensis L. se identificaron los siguientes componen-
te quimicos: Limoneno, B-linalol, decanal y 2(10)-
pineno, (1S,5S)-(-)-.

+ Se determind que el aceite esencial presenta activi-
dad antibacteriana significativa frente a los micro-
ganismos Gram positivos: Staphylococcus aureus
ATCC 25933y Staphylococcus epidermidis cepa cli-
nica, a las concentraciones de 50 y 100 por ciento,
no presentando actividad antibacteriana contra
Bacillus subtilis cepa clinica, Escherichia coli cepa
clinicay Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Figura 2. Actividad antibacteriana del aceite esencial de Citrus sinensis L.

+ Parael caso de las formulaciones gel, locion y colu-

torio, ademads de las pruebas de estabilidad acele-
rada, segun lo establecido por la USP 32/NF27vy la
Sociedad Espaiiola de Farmacia Hospitalaria 0719,
también se sometieron a pruebas de tolerancia e
irritabilidad. Finalmente, las formulaciones fueron
sometidas a pruebas, tanto en voluntarios sanos o
con alguna patologia, en piel y cavidad bucal; de-
mostrandose que en ambos casos toleran las for-
mulaciones sin producirse ningun tipo de efecto
no deseado.
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